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Резюме. Регуляторные Т-лимфоциты (Treg) рассматриваются как потенциальные мишени при иммунотерапии 

рака и как прогностические биомаркеры течения заболевания. При некоторых типах рака, в том числе колорек-
тального (КРР), роль Treg-клеток четко не определена и требует дальнейших исследований. В последнее время 
особое внимание уделяется способности Tregs экспрессировать эктонуклеотидазу CD39 в связи с ее участи-
ем в расщеплении аденозинтрифосфата до внеклеточного аденозина, который ингибирует противоопухолевый 
иммунный ответ. Повышенное содержание CD39⁺ Treg клеток отмечается как в опухолевой ткани, так и в пе-
риферической крови онкологических больных. Поэтому основной целью настоящего исследования было оце-
нить прогностическую значимость уровня экспрессии (низкая/высокая) Treg-клетками эктонуклеотидазы CD39 
в периферической крови у больных КРР. Материал и методы. В работе анализировали лимфоциты крови 32 
больных КРР, группу сравнения составили 30 здоровых доноров. Относительное содержание Treg-клеток оце-
нивали методом многоцветной проточной цитометрии на приборе Cytomics FC500 (Beckman Coulter, США) 
с использованием моноклональных антител CD4-FITC, CD25-PC5, CD127-PC7, CD39-PE. Экспрессию мРНК 
гена CD39 определяли методом полимеразной цепной реакции в реальном времени. Построение кривых вы-
живаемости проводили при помощи процедуры Каплана–Мейера с применением логрангового критерия. Ре-
зультаты. Ранее нами было установлено, что у больных КРР повышено содержание CD39⁺ Treg-клеток как 
в периферической крови по сравнению со здоровыми донорами, так и среди опухоль-инфильтрирующих кле-
ток. Причем доля CD39-позитивных Treg-клеток увеличивалась по мере развития заболевания. В данной работе 
была проанализирована трехлетняя общая выживаемость больных КРР с учетом содержания CD39⁺ Treg-клеток 
(CD4⁺CD25⁺CD127lo/-) и в зависимости от уровня мРНК гена CD39 в периферической крови. Не выявлено ста-
тистически значимых различий по выживаемости больных в зависимости от содержания CD39⁺ Treg-клеток и 
уровня мРНК гена CD39. Заключение. Дальнейшее изучение аденозинового механизма иммунной супрессии с 
участием регуляторных клеток Tregs позволит открыть новые терапевтические и прогностические возможности 
при ведении больных КРР, что представляет большой научный и практический интерес.
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Введение 
Колоректальный рак (КРР) является одной из ведущих локализаций среди злокачественных новообразований 
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в общей структуре онкологической заболеваемости в России и в мире [1]. Своевременное выявление этого за-
болевания, а также идентификация молекулярных мишеней, позволяющих прогнозировать течение заболевания 
и эффективность терапии, является в настоящее время одной из актуальных медико-социальных задач.  

Растущая опухоль использует различные механизмы для уклонения от иммунологического надзора. Одним из 
таких способов является индукция иммунной супрессии для подавления противоопухолевого иммунного ответа. 
Непосредственными участниками этого процесса являются регуляторные Т-клетки (Treg). Эти клетки в норме 
подавляют чрезмерный иммунный ответ в организме, поддерживая иммунологическую толерантность и препят-
ствуя развитию аутоиммунных реакций. В некоторых случаях супрессорные Treg-клетки могут способствовать 
развитию опухоли. Treg-клетки присутствуют в высоком количестве в периферической крови и опухолевой тка-
ни различных типов и локализаций рака. Повышенное содержание CD4⁺ Treg-клеток среди опухоль-инфиль-
трирующих лимфоцитов часто сопровождается снижением соотношения CD8+ Т-клеток и CD4⁺CD25⁺FOXP3⁺ 
Treg-клеток и ассоциируется с неблагоприятным прогнозом для большинства больных со злокачественными но-
вообразованиями [2]. Отмечается, что Treg-клетки могут препятствовать успешной противоопухолевой терапии. 
В связи с этим детальное исследование взаимосвязи иммунных клеток и опухоли при КРР позволит выявить 
иммунологические мишени, которые могут быть использованы в клинике.  

CD39 или эктонуклеозид трифосфат дифосфогидролаза-1, мембранный белок, который связывает внеклеточ-
ный аденозин трифосфат и преобразует его с участием CD73 во внеклеточный аденозин, обладающий иммуно-
супрессорным эффектом и способствующий канцерогенезу [3, 4]. CD39 экспрессируется различными иммун-
ными и не иммунными клетками (эндотелиальные, фибробласты), а также некоторыми опухолевыми клетками. 
Отмечается, что опухоль-инфильтрирующие иммунные клетки демонстрируют усиленную экспрессию CD39. В 
настоящее время блокада аденозинового механизма супрессии рассматривается как потенциальное направление 
иммунотерапии онкологических больных.  

Установлено, что Treg-клетки могут участвовать в образовании аденозина из внеклеточных нуклеотидов, что 
рассматривается как один из основных механизмов их супрессорной активности [5]. В условиях развития рака 
Treg-клетки отличаются повышенной экспрессией CD39 как в микроокружении опухоли, так и на периферии 
[6]. Ранее нами была показана активация аденозин-опосредованной супрессии у больных КРР [7], при которой 
немаловажную роль может играть популяция CD39⁺ Treg-клеток. В связи с этим целью данной работы было оце-
нить прогностическую значимость уровня экспрессии (низкая/высокая) Treg-клетками эктонуклеотидазы CD39 
в периферической крови у больных КРР. 

Материалы и методы 
В работе обследованы 32 пациента с КРР, средний возраст которых составил 64±11,5 лет. В исследование 

включались больные, соответствующие критериям: возраст 18–70 лет, наличие подтвержденного диагноза «ко-
лоректальный рак». Диагноз КРР устанавливался на основании клинических, лабораторных, эндоскопических 
и морфологических методов исследования. Критериями исключения являлись: наличие других форм новообра-
зований в анамнезе, а также иммуновоспалительных заболеваний. Пациенты были разделены на две группы: в 
первую группу входили больные на I и II стадиях КРР (n=17), во вторую — на III и IV стадиях (n=15). Для про-
ведения исследования было получено разрешение Комитета по медицинской этике при Министерстве здраво-
охранения и социального развития Республики Карелия и Петрозаводском государственном университете (про-
токол №25 от 12.02.2013 г.). От обследованных больных получено информированное согласие на исследование. 
В качестве группы сравнения анализировали лимфоциты 30 здоровых доноров в возрасте 54,4±20,6 лет.  

В работе проводили исследование иммунофенотипа лимфоцитов больных КРР методом многоцветной про-
точной цитометрии на приборе Cytomics FC500 (Beckman Coulter, США). Использовались моноклональные 
антитела CD4-FITC, CD25-PC5, CD127-PC7 (Beckman Coulter, Франция), CD39-PE (R&DSystems, США) и со-
ответствующие изотипические контроли. Экспрессию мРНК гена CD39 определяли методом ПЦР в реальном 
времени. Выделение и очистку нуклеиновых кислот проводили с помощью набора «AxyPrep Blood Total RNA 
Miniprep Kit» (Axygen, США). Для синтеза кДНК использовали случайные гексапраймеры и MMLV-обратную 
транскриптазу (Силекс, Россия). Амплификацию кДНК, а также анализ продуктов амплификации в режиме ре-
ального времени выполняли с использованием реакционной смеси с интеркалирующим красителем SYBR Green 
I (Евроген, Россия) на приборе «iCycler Thermal Cycler» (Bio-Rad, США). Анализ полученных данных прово-
дили методом 2–∆∆Ct, где Сt — пороговый цикл, а ∆Сt — разница между значениями пороговых циклов для рефе-
ренсного (GAPDH) и таргетного генов. Итоговый уровень экспрессии исследуемого гена рассчитывали относи-
тельно контроля (здоровые доноры), принимая за единицу величину экспрессии исследуемого гена в контроле. 

 Статистическую обработку результатов, полученных в ходе исследования, проводили с использованием про-
грамм GRAPH Pad Prism 6.0. Построение кривых выживаемости проводили при помощи процедуры Каплана–
Мейера. При сравнении кривых выживаемости в группах применяли логранговый критерий. Цензурированные 
данные включали данные больных, которые были живы на момент окончания исследования. Нецензурирован-
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ные данные — данные умерших больных. Уровень статистической значимости был принят равным 0,05. Анализ 
выживаемости и визуализацию выполняли с помощью программы IBM SPSS Statistics Subscription. Исследова-
ние выполнено на научном оборудовании «Центра коллективного пользования Федерального исследовательско-
го центра «Карельский научный центр Российской академии наук» (ЦКП КарНЦ РАН). 

Результаты и обсуждение 
Ранее нами было показано, что у больных КРР повышено содержание CD39⁺ Treg-клеток как в перифериче-

ской крови по сравнению со здоровыми донорами, так и среди опухоль-инфильтрирующих клеток. Причем доля 
CD39-позитивных Treg-клеток увеличивалась по мере развития заболевания [7].  

В данной работе была проанализирована трёхлетняя общая выживаемость (ОВ) 32 больных КРР с учетом со-
держания CD39⁺ Treg-клеток (CD4⁺CD25⁺CD127lo/-) в периферической крови. Больные были разделены на две 
группы в зависимости от значения M+2SD содержания (более или менее) CD39⁺ Treg-клеток у здоровых лиц, 
которое составило 65,36%. Отмечено, что ОВ в группе с низким содержанием CD39⁺ Treg-клеток равна 64,3% 
при средней выживаемости 26,3±3,5 месяца (95% ДИ 19,3-33,3 месяца) и не отличалась от группы с высоким 
содержанием CD39⁺ Treg-клеток, где составила 61,1% при средней выживаемости 25,9±3,7 месяцев (95% ДИ 
18,5-33,3 месяца, p=0,79) (рисунок). Анализ выживаемости больных с учетом этого фактора не показал стати-
стически значимых различий и при рассмотрении данных в зависимости от стадии заболевания (табл. 1). 

 
Таблица 1
Трехлетняя общая выживаемость больных колоректальным раком в группах с низким и высоким содержанием 

CD39⁺ Treg-клеток в периферической крови 
Table 1
Three-year overall survival of patients with colorectal cancer in groups with low and high frequency CD39⁺ Treg cells 

in peripheral blood 

Группы / Groups 
Общая выживаемость, все 

больные/ Overall survival, all 
patients

Общая выживаемость, I-II 
стадии/ Overall survival, 

stages I-II

Общая выживаемость, III-
IV стадии/ Overall survival, 

stages III-IV 
Низкое содержание CD39⁺ 
Treg-клеток/ Low frequency 

of CD39⁺ Treg cells
64,3% 88,9% 20%

Высокое содержание CD39⁺ 
Treg-клеток / Hight frequency 

of CD39⁺ Treg cells
61,1% 87,5% 44,4%

Примечание. Treg-клетки определяли по фенотипу CD4⁺CD25⁺CD127lo/- 
Note. Treg cells were determined as CD4⁺CD25⁺CD127lo/- 
 
  

Рисунок. Кривые Каплана-Мейера. А. — Влияние на общую выживаемость изменения содержания CD39⁺ 
Treg-клеток (CD4⁺CD25⁺CD127lo/-) в периферической крови больных КРР. Б. — Влияние на общую выживае-
мость изменения медианы экспрессии мРНК CD39 в периферической крови больных КРР 

Figure. Kaplan-Meier curves. A — overall survival and frequency of CD39⁺ Treg-cells (CD4⁺CD25⁺CD127lo/-) in the 
peripheral blood of patients with CRC. B — overall survival and level of mRNA CD39 in peripheral blood of CRC 
patients
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 В предыдущем исследовании  [7] было также установлено, что больные КРР отличались повышенным уров-
нем экспрессии мРНК гена CD39 в лейкоцитах крови. В связи с этим в работе была проанализирована трехлет-
няя ОВ больных КРР в зависимости от уровня мРНК гена CD39. Высокий и низкий уровень экспрессии мРНК 
CD39 определяли по медиане. В группе больных с низким уровнем экспрессии мРНК CD39 ОВ составила 69,2% 
при средней выживаемости 14,1±6,7 месяцев (95% ДИ 1,0-27,3) против ОВ в 54,5% при средней выживаемости 
16,7±6,2 месяцев (95% ДИ 4,4-30,0) в группе с высоким уровнем экспрессии мРНК этой эктонуклеотидазы. Зна-
чимых различий между этими группами не выявлено, p=0,47 (рисунок, табл. 2), ОВ в группах с высокой и низ-
кой экспрессией мРНК CD39 в зависимости от стадии заболевания также статистически не отличалась (табл. 2). 

 
Таблица 2
Трехлетняя общая выживаемость больных колоректальным раком в группах с высоким и низким уровнем экс-

прессии мРНК CD39 в лейкоцитах периферической крови 
Table 2
Three-year overall survival of patients with colorectal cancer in groups with high and low CD39 mRNA levels in 

peripheral blood leukocytes

Группы/ Groups 
Общая выживаемость, все 

больные/ Overall survival, all 
patients

Общая выживаемость, I-II 
стадии/ Overall survival, 

stages I-II

Общая выживаемость, III-
IV стадии/ Overall survival, 

stages III-IV 
Низкий уровень экспрессии 

мРНК CD39/ Low CD39 
mRNA level 

69,2% 90,0% 25,0% 

Высокий уровень 
экспрессии мРНК CD39/ 
High CD39 mRNA level 

54,5% 75,0% 33,3% 

В настоящее время показано, что при многих злокачественных заболеваниях накопление Treg-клеток в опу-
холевой ткани и последующее снижение соотношения CD8+-клеток к Treg-клеткам коррелирует с неблагопри-
ятным прогнозом для больных [2]. Однако в отношении таких типов рака, как КРР и опухоли головы и шеи, 
существуют противоречивые сведения о прогностической роли Treg-клеток. Результаты некоторых исследова-
ний демонстрируют, что увеличение содержания Тreg-клеток ассоциировано с положительной динамикой за-
болевания. Предполагается, что на длительность выживаемости сказывается ограничение инфильтрирующими 
FOXP3⁺ Treg-клетками воспалительного ответа, вызванного кишечной микробиотой на ранних стадиях КРР [8].  

Исследованиями последних лет было установлено, что в микроокружении опухоли  активно накапливается 
внеклеточный аденозин, оказывающий иммуносупрессорное действие и способствующий канцерогенезу. Обра-
зование аденозина происходит благодаря слаженной работе эктонуклеотидаз CD39 и CD73, которые расщепля-
ют  высвобождаемый в условиях внутриопухолевой гипоксии аденозинтрифосфат. Высокая экспрессия генов 
СD39/CD73 и их продуктов показана многими опухолевыми клетками и клетками, находящимися в микроокру-
жении опухоли, и имеет потенциальную значимость в качестве прогностического фактора. Примечательно, что 
прогностическая роль экспрессии в опухоли CD73 исследована лучше и рассматривается как неблагоприятный 
фактор при многих онкологических заболеваниях [9]. Значение экспрессии CD39 в опухолевой ткани исследова-
но меньше. Так, при злокачественных новообразованиях головы и шеи внутриопухолевая экспрессия молекулы 
CD39 была неблагоприятным фактором выживаемости больных [10], а при раке поджелудочной железы оказа-
лась благоприятным фактором послеоперационной выживаемости [11]. Существует ряд исследований, посвя-
щенных определению роли CD39⁺ Treg-лимфоцитов в качестве потенциального маркера течения болезни и/или 
действия противоопухолевой терапии, чаще с применением блокаторов иммунных контрольных точек. Так, Cai 
с соавторами показали, что при гепатоцеллюлярной карциноме повышенное содержание CD39⁺FOXP3⁺-клеток 
было независимым неблагоприятным фактором ОВ больных после радикального удаления опухоли [12]. При 
меланоме накопление CD39⁺Treg-клеток в периферической крови также является неблагоприятным фактором 
ОВ и безрецидивной выживаемости [13, 14]. Отмечено, что при злокачественных новообразованиях головы и 
шеи увеличение количества CD39⁺Treg-клеток в крови ассоциировано с короткой ОВ больных, получающих 
ниволумаб [15]. 

Повышенная экспрессия эктонуклеотидазы CD39 продемонстрирована и при КРР как опухолевыми клетками, 
так и клетками крови на периферии [16, 17]. На мышиных моделях показано, что CD39 стимулирует рост и 
метастазы рака толстой кишки. Кроме того, результаты in vitro исследования показали, что применение инги-
биторов активности CD39 или блокирующих антител ослабляло опухоль-индуцированную супрессию CD4⁺- и 
CD8+ Т-клеточной пролиферации и усиливало цитотоксическую активность ЦТЛ и NK-клеток [16]. Приме-
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чательно, что наряду с данными сведениями Zhang c соавт. показали, что экспрессия CD39 в эпителиальных 
клетках аденокарциномы прямой кишки человека коррелирует с благоприятным клиническим исходом болезни 
[17]. Несмотря на значимую усиленную экспрессию эктонуклеотидазы CD39 периферическими лимфоцитами, 
нами не было выявлено достоверной связи высокого/низкого уровня CD39⁺ Treg-клеток с выживаемостью об-
следованных больных. Также малоинформативным в этом отношении оказался уровень экспрессии мРНК гена 
CD39. По-видимому необходимо дальнейшее изучение аденозин-опосредованной иммунной супрессии, актива-
ция которой происходит у больных КРР, с целью определения особенностей функционирования клеток как вну-
три опухоли, так и среди циркулирующих лимфоцитов для разработки и повышения эффективности подходов в 
противоопухолевой иммунотерапии.    

Заключение  
В настоящее время подтверждена двоякая роль опухоль-инфильтрирующих лимфоцитов в микроокружении 

опухоли. Одни клетки способны распознавать и элиминировать неопластические клетки в ходе противоопухоле-
вого иммунного ответа, другие, напротив, способствуют росту и метастазированию опухоли, создавая условия 
для уклонения трансформированных клеток от иммунного надзора. Меняющийся при этом молекулярный про-
филь иммуноцитов является перспективным в использовании клеточной терапии и поиске биомаркеров прогно-
за течения болезни и/или ее лечения. В настоящее время прогностическое значение Treg-клеток при развитии 
рака остается спорным для некоторых типов злокачественных новообразований, в частности, при колоректаль-
ном раке. Поэтому необходимы дальнейшие исследования для выявления предиктивной значимости иммуно-
компетентных клеток при развитии рака и разработки эффективных способов их использования. 

ЛИТЕРАТУРА 
1.	 Федоров В.Э., Поделякин К.А. Эпидемиологические аспекты колоректального рака. Медицинский аль-

манах. 2017; 4(49): 145-148 
2.	 Tanaka, A. Sakaguchi, S. Targeting Treg cells in cancer immunotherapy. Eur. J. Immunol. 2019; 49: 1140-1146.
3.	 Moesta, A.K., Li, X., Smyth, M.J. Targeting CD39 in cancer. Nat Rev Immunol. 2020. 
4.	 Головкин А.С., Асадуллина И.А., Кудрявцев И.В. Пуринергическая регуляция основных физиологиче-

ских и патологических процессов. Медицинская иммунология. 2018; 20 (4): 463-476.
5.	 Deaglio S., Dwyer K.M., Gao W., et al. Adenosine generation catalyzed by CD39 and CD73 expressed on 

regulatory T cells mediates immune suppression. J Exp Med. 2007; 204(6): 1257-1265. 
6.	 Schuler P.J., Schilling B., Harasymczuk M. et al. Phenotypic and functional characteristics of CD4⁺CD39⁺ 

FOXP3⁺ and CD4⁺CD39⁺FOXP3neg T‐cell subsets in cancer patients. Eur. J. Immunol. 2012; 42: 1876-1885.
7.	 Жулай Г.А., Чуров А.В., Олейник Е.К. и др. Активация CD4⁺CD39⁺ Т-клеток при колоректальном раке. 

Вестник Российского государственного медицинского университета. 2018; 3: 49-55
8.	 Saleh R., Elkord E. FOXP3⁺ T regulatory cells in cancer: Prognostic biomarkers and therapeutic targets. Cancer 

Lett. 2020; 490:174-185. 
9.	 Wang R., Zhang Y., Lin X., Gao Y., Zhu Y. Prognostic value of CD73-adenosinergic pathway in solid tumor: A 

meta-analysis and systematic review. Oncotarget. 2017; 8(34):57327-57336. 
10.	 Mandapathil M., Boduc M., Roessler M. et al. Ectonucleotidase CD39 expression in regional metastases in head 

and neck cancer. Acta Oto-Laryngologica. 2018; 138 (4): 428-432
11.	 Künzli B.M., Berberat P.O., Giese T., et al. Upregulation of CD39/NTPDases and P2 receptors in human 

pancreatic disease. Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol. 2007; 292 (1): G223-G230. 
12.	 Cai X.Y., Ni X.C., Yi Y. et al. Overexpression of CD39 in hepatocellular carcinoma is an independent indicator 

of poor outcome after radical resection. Medicine (Baltimore). 2016; 95(40): e4989. 
13.	 Retseck J., Nasr A., Lin Y. et al. Long term impact of CTLA4 blockade immunotherapy on regulatory and 

effector immune responses in patients with melanoma. J Transl Med. 2018; 16 (1): 184. 
14.	 Shevchenko A., Mathes C., Groth et al. Enhanced expression of CD39 and CD73 on T cells in the regulation of 

anti-tumor immune responses OncoImmunology. 2020; 9 (1): 1744946 
15.	 Ottonello S., Genova C., Cossu I., et al. Association between response to nivolumab treatment and peripheral 

blood lymphocyte subsets in patients with non-small cell lung cancer. Front Immunol. 2020; 7 (11):125. 
16.	 Hajizadeh F., Masjedi A., Heydarzedeh Asl. S. et al. Adenosine and adenosine receptors in colorectal cancer. Int 

Immunopharmacol. 2020; 87:106853. 
17.	 Zhang B., Cheng B., Li F.S. et al. High expression of CD39/ENTPD1 in malignant epithelial cells of human 

rectal adenocarcinoma. Tumour Biol. 2015; 36(12): 9411-9. 

Финансовое обеспечение исследований осуществлялось из средств федерального бюджета на выполнение го-
сударственного задания КарНЦ РАН, бюджетная тема № 0218-2019-0083.



328	 ВЕСТНИК УРАЛЬСКОЙ МЕДИЦИНСКОЙ АКАДЕМИЧЕСКОЙ НАУКИ, 2020, Том 17, №4	 

vestnikural.ru

on-line ISSN 2500-0918

Клеточные и молекулярные технологии, генная инженерия

Авторы
Жулай Галина Анатольевна
Институт биологии — обособленное подразделение Федерального государственного бюджетного учреждения 

науки Федерального исследовательского центра «Карельский научный центр Российской академии наук» (ИБ 
КарНЦ РАН)

Младший научный сотрудник группы иммунологии
Российская Федерация, 185014, Республика Карелия, г. Петрозаводск, ул. Пушкинская, 11
zhgali-111@yandex.ru

Олейник Евгения Константиновна
Институт биологии — обособленное подразделение Федерального государственного бюджетного учреждения 

науки Федерального исследовательского центра «Карельский научный центр Российской академии наук» (ИБ 
КарНЦ РАН)

Доктор биологических наук, доцент, главный научный сотрудник, руководитель группы иммунологии
Российская Федерация, 185014, Республика Карелия, г. Петрозаводск, ул. Пушкинская, 11
ole@krc.karelia.ru

Шибаев Михаил Игоревич
Государственное бюджетное учреждение здравоохранения Республики Карелия «Республиканский онкологи-

ческий диспансер»
Кандидат медицинских наук, эндоскопист, онколог, хирург
Российская Федерация, 185002, Республика Карелия, г. Петрозаводск, Лососинское шоссе,5 
mshib@karelia.ru

Семакова Полина Николаевна
Институт биологии — обособленное подразделение Федерального государственного бюджетного учреждения 

науки Федерального исследовательского центра «Карельский научный центр Российской академии наук» (ИБ 
КарНЦ РАН)

Младший научный сотрудник группы иммунологии
Российская Федерация, 185014, Республика Карелия, г. Петрозаводск, ул. Пушкинская, 11
k-polina13@mail.ru

Олейник Виктор Михайлович
Институт биологии — обособленное подразделение Федерального государственного бюджетного учреждения 

науки Федерального исследовательского центра «Карельский научный центр Российской академии наук» (ИБ 
КарНЦ РАН)

Доктор биологических наук, ведущий научный сотрудник группы иммунологии
Российская Федерация, 185014, Республика Карелия, г. Петрозаводск, ул. Пушкинская, 11
scigraph@yandex.ru

G.A. Zhulai¹, E.K. Oleinik¹, M.I. Shibaev², P.N. Semakova¹, V.M. Oleinik¹

ANALYSIS OF THE PREDICTIVE VALUE OF EXPRESSION 
ECTONUCLEOTIDASE CD39 PERIPHERAL TREGS IN PATIENTS 

WITH COLORECTAL CANCER

¹Institute of Biology of the Karelian Research Centre of the Russian Academy of Sciences, 
Petrozavodsk, Republic of Karelia, Russian Federation;

²Republic Oncology Dispensary, Petrozavodsk, Republic of Karelia, Russian Federation

Abstract. Regulatory T-lymphocytes (Treg) are considered as potential targets in cancer immunotherapy and as 
prognostic biomarkers of the course of the disease. In some types of cancer, including colorectal cancer (CRC) the role 
of Treg cells is not clearly defined and requires further research. Recently, special attention has been paid to the ability of 
Tregs to express CD39 ectonucleotidase due to its participation in the cleavage of adenosine triphosphate to extracellular 
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adenosine, which inhibits the antitumor immune response. An increased number of CD39⁺ Treg cells is observed both in 
the tumor tissue and in the peripheral blood of cancer patients. Therefore, the main goal of this research was to assess the 
prognostic significance of the level of expression (low / high) by Treg cells of CD39 ectonucleotidase in the peripheral 
blood of CRC patients. Material and methods. We analyzed blood lymphocytes of 32 patients with CRC, the comparison 
group consisted of 30 healthy donors. The relative content of Treg cells was assessed by multicolor flow cytometry on 
a Cytomics FC500 (Beckman Coulter, USA) using monoclonal antibodies CD4-FITC, CD25-PC5, CD127-PC7, CD39-
PE. The expression of mRNA of the CD39 gene was determined by real-time polymerase chain reaction. Survival curves 
were constructed using the Kaplan-Meier procedure using application log rank criterion. Results. Previously, we found 
that in patients with CRC, the content of CD39⁺ Treg-cells is increased both in the peripheral blood in comparison with 
healthy donors and among tumor-infiltrating cells. Moreover, the share of CD39-positive Treg cells increased with the 
development of the disease. In this research, the three-year overall survival of patients with CRC was analyzed taking 
into account the content of CD39⁺ Treg-cells (CD4⁺CD25⁺CD127lo/-) and depending on the level mRNA gene CD39 in 
the peripheral blood. There were no statistically significant differences in patient survival depending on CD39⁺ Treg cell 
content and level mRNA gene CD39. Conclusion. Further learning adenosine mechanism of immune suppression with 
the participation of regulatory T cells, will allow to new therapeutic and prognostic opportunities in the management of 
patients with CRC, which are represent of great scientific and practical interest.

Keywords: colorectal cancer, regulatory T cells, ectonucleotidase, CD39, overall survival

There is no conflict of interest.
Contact details of the corresponding author: 
Galina A. Zhulai
zhgali-111@yandex.ru
Received 16.11.2020
For citation:
Zhulai G.A., Oleinik E.K., Shibaev M.I., Semakova P.N., Oleinik V.M. Analysis of the predictive value of expression 

ectonucleotidase CD39 peripheral Tregs in patients with colorectal cance. http://vestnikural.ru/article/1154 [Online] 
Vestn. Ural. Med. Akad. Nauki. = Journal of Ural Medical Academic Science. 2020, Vol. 17, no. 4, pp. 323–332. DOI: 
10.22138/2500-0918-2020-17-4-323-332 (In Russ)

Introduction 
Colorectal cancer (CRC) is one of the leading localizations among malignant neoplasms in the overall structure of 

cancer incidence in Russia and in the world [1]. Timely detection of this disease, as well as identification of molecular 
targets, allowing to predict the course of the disease and the effectiveness of therapy, is currently one of the urgent 
medical and social problems.  

A growing tumor uses various mechanisms to evade immunological surveillance. One of these methods is the induction 
of immune suppression for suppression antitumor immune response. The direct participants in this process are regulatory 
T cells (Treg). These cells normally suppress an excessive immune response, maintaining immunological tolerance and 
inhibiting the development of autoimmune responses. In some cases, suppressor Tregs can promote tumor development. 
Treg cells are present in high numbers in peripheral blood and tumor tissue of various types and sites of cancer. Increased 
CD4⁺ count Treg cells among tumor-infiltrating lymphocytes are often accompanied by a decrease in the ratio CD8+ 
T-cells to CD4⁺CD25⁺FOXP3⁺ Treg cells and is associated with a poor prognosis for most patients with malignant 
neoplasms [2]. It is noted that Tregs can interfere with successful anticancer therapy. A detailed study of the relationship 
between immune cells and tumors in colorectal cancer will reveal immunological targets that can be used in the clinic. 

CD39 (ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase 1, E-NTPDase1) is a membrane protein that binds and converts 
extracellular adenosine triphosphate with CD73 in extracellular adenosine possessing immunosuppressive effect and 
promoting carcinogenesis [3, 4]. CD39 is expressed various immune and non-immune cells (endothelial, fibroblasts), as 
well as some tumor cells. It is noted that tumor-infiltrating immune cells show enhanced expression of CD39. Currently 
the blockade of adenosine mediated suppressor mechanism is considered as a potential direction of immunotherapy for 
cancer patients.

It has been established that Treg cells can participate in the formation of adenosine from extracellular nucleotides, 
which is considered as one of the main mechanisms of their suppressor activity [5]. Under the conditions of cancer 
development, Treg cells are characterized by increased expression of CD39 both in the tumor microenvironment and in 
the periphery [6]. We have previously shown activation adenosine-mediated suppression in patients with CRC [7], in 
which the population of CD39⁺ Treg cells can play an important role. In this regard, the aim of this work was to assess 
the prognostic significance of the expression level (low/high) by Treg cells ectonucleotidase CD39 in peripheral blood 
in CRC patients. 
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Materials and methods 
In the study 32 patients with CRC were examined, the average age of which was 64±11.5 years. The study included 

patients who met the criteria: age 18–70 years, the presence of a confirmed diagnosis “colorectal cancer». The diagnosis 
of colorectal cancer was established on the basis of clinical, laboratory, endoscopic and morphological research methods. 
The exclusion criteria were: the presence of other forms of neoplasms in the anamnesis, as well as immunoinflammatory 
diseases. The patients were divided into two groups: the first group consisted of patients at stages I and II of CRC, the 
second — at stages III and IV. To conduct the study, permission was obtained from the Medical Ethics Committee under 
the Ministry of Health and Social Development of the Republic of Karelia and Petrozavodsk State University (protocol 
No. 25 of 12.02.2013). Informed consent was obtained from the examined patients for the study. Lymphocytes from 30 
healthy donors aged 54.4±20.6 years were analyzed as a comparison group.  

In the study the immunophenotype lymphocytes of patients with CRC was researched by the method of multicolor 
flow cytometry on the device Cytomics FC500 (Beckman Coulter, USA). Monoclonal antibodies CD4-FITC, CD25-
PC5, CD127-PC7 (Beckman Coulter, France), CD39-PE (R&D Systems, USA) and corresponding isotypic controls 
were used. Expression mRNA gene CD39 was determined by real-time PCR. Isolation and purification of nucleic 
acids was carried out using the kit «AxyPrep Blood Total RNA Miniprep Kit» (Axygen, USA). For synthesis cDNA 
random hexaprimers and MMLV reverse transcriptase (Sileks, Russia) were used. Amplification cDNA and analysis 
of amplification products in real time was performed using a reaction mixture with intercalating dye SYBR Green I 
(Evrogen, Russia) on the device «iCycler Thermal Cycler» (Bio-Rad, USA). The analysis of the obtained data was 
carried out by the method 2–∆∆Ct where Ct is the threshold cycle, and ∆Сt — the difference between the values of the 
reference (GAPDH) and targeted threshold cycles. The final expression level of the studied gene was calculated relative 
to the control (healthy donors), taking the value of the expression of the studied gene in the control as a unit. 

 Statistical processing of the results obtained during the study was carried out using the GRAPH Pad Prism 6.0 
software. Survival curves were constructed using the Kaplan – Meier procedure. When comparing survival curves in 
groups log rank criterion was applied. The censored data included data from patients who were alive at the end of the 
study. Uncensored data refere to the data of deceased patients. The level of statistical significance was taken equal to 
0.05. Survival analysis and imaging were performed using IBM SPSS software Statistics Subscription. The study was 
carried out on the equipment of the Shared Facility of the Federal Research Center Karelian Research Center of the 
Russian Academy of Sciences.

Results and discussion 
We have previously shown that in colorectal cancer patients, the frequency of CD39⁺ Treg cells is increased as in the 

peripheral blood compared with healthy donors and among tumor-infiltrating cells. Moreover, the proportion of CD39⁺ 
Treg cells increased with the development of the disease [7].  

In this research, the three-year overall survival (OS) of 32 patients with CRC was analyzed taking into account the 
content of CD39⁺ Treg cells (CD4⁺CD25⁺CD127lo/-) in the peripheral blood. The patients were divided into two groups: 
depending on the value of M+2SD frequency (more or less) CD39⁺ Treg cells in healthy individuals, which accounted 
for 65.36%. It was noted that OS in the group with low CD39⁺ Treg cells is equal to 64.3% with an average survival of 
26.3±3.5 months (95% CI 19.3-33.3 months) and did not differ from the group with a high frequency of CD39⁺ Treg 
cells, where it was 61.1% at average survival 25.9±3.7 months (95% CI 18.5-33.3 months, p=0.79) (figure). The analysis 
of patient survival, taking this factor into account, did not show statistically significant differences and when considering 
data depending on the stage of the disease (table 1). 

In a previous study [7], it was found that the patients with CRC had an increased level of expression CD39 mRNA 
in blood leukocytes. In this regard, the work analyzed the three-year OS of patients with CRC, depending on the level 
of mRNA geneCD39. High and low CD39 mRNA expression was determined by the median. In the group of patients 
with a low level of CD39 expression mRNA OS was 69.2% with an average survival rate of 14.1±6.7 months (95% CI 
1.0-27.3) versus an OS of 54.5% with an average survival rate of 16.7±6.2 months (95% CI 4.4-30.0) in the group with 
a high level of CD39 expression mRNA. No significant differences were found between these groups, p=0.47 (Figure). 
OS in groups with high and low CD39 expression mRNA depending on the stage of the disease also did not differ 
statistically (Table 2). 

 It has now been shown that in many malignant diseases, the accumulation of Treg cells in tumor tissue, and a subsequent 
decrease in the ratio of CD8+ cells to Treg cells correlates with a poor prognosis for patients [2]. However, for cancer 
types such as colorectal cancer and head and neck cancer, there is conflicting information about the prognostic role of 
Treg cells. Some studies show that increasing frequency Treg cells associated with positive dynamics of the disease. It 
is assumed that the duration of survival is influenced restriction by infiltrating FOXP3⁺ Treg cells of the inflammatory 
response caused by intestinal microbiota in the early stages of CRC [8].  

Recent studies have found that extracellular adenosine actively accumulates in the tumor microenvironment, which 
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provides immunosuppressive action and promoting carcinogenesis. The formation of adenosine is due to well-coordinated 
action ectonucleotidase CD39 and CD73, which degrade adenosine triphosphate released in condition of intratumoral 
hypoxia. High CD39/CD73 expression genes and their products are shown by many tumor cells and cells in the tumor 
microenvironment and has potential value as a prognostic factor. It is noteworthy that the prognostic role of expression in 
tumor CD73 is better studied and considered as an unfavorable factor in many oncological diseases [9]. The significance 
of CD39 expression in tumor tissue has been less studied. So, with head and neck cancer intratumoral expression of 
the CD39 molecule was an unfavorable factor in patient survival [10], and in pancreatic cancer it turned out to be a 
favorable factor of postoperative survival [11]. There are a number of studies devoted to determining the role of CD39⁺ 
Treg lymphocytes as a potential marker of the course of the disease and/or the effect of anticancer therapy, most often 
with the use of blockers immune checkpoints. So, Cai et al. showed that at hepatocellular carcinoma increased content 
of CD39⁺FOXP3⁺ cells were independent an unfavorable factor of OS in patients after radical tumor resection [12]. In 
melanoma, accumulation CD39⁺ Treg cells in peripheral blood are also an unfavorable factor in OS and relapse-free 
survival [13, 14]. It was noted that with head and neck cancer, an increase in the number of CD39⁺ Treg cells in the blood 
are associated with a short OS in patients receiving nivolumab [15]. 

Increased expression ectonucleotidase CD39 has also been demonstrated in CRC, both by tumor cells and blood cells 
in the periphery [16, 17]. In mouse models, CD39 has been shown to stimulate the growth and metastasis of colon cancer. 
In addition, the results in vitro studies have shown that the use of inhibitors activity of CD39 or blocking antibodies 
weakened tumor-induced suppression CD4⁺ and CD8+ T cell proliferation and increased the cytotoxic activity of CTL 
and NK cells [16]. It is noteworthy that along with this information Zhang et al. showed that the expression of CD39 
in epithelial cells of human rectal carcinoma correlates with a favorable clinical outcome of the disease [17]. Despite 
the significant increased expression CD39 ectonucleotidase by peripheral lymphocytes, we did not reveal a significant 
relationship between high/low levels of CD39⁺ Treg cells and the survival of the examined patients. The level of CD39 
mRNA was also not very informative in this regard. Apparently, further study is needed of adenosine-mediated immune 
suppression, activation of which occurs in colorectal cancer patients, in order to determine the characteristics of the 
functioning of cells both inside the tumor and among circulating lymphocytes to develop and improve the effectiveness 
of approaches in antitumor immunotherapy.    

Conclusion  
A dual role is currently confirmed for tumor-infiltrating lymphocytes in the tumor microenvironment. Some cells are 

capable of recognizing and eliminating neoplastic cells in the course of an antitumor immune response, while others, 
on the contrary, promote tumor growth and metastasis, creating conditions for evading transformed cells from immune 
surveillance. The changing molecular profile immunocytes is promising in the use of cell therapy and the search of 
biomarkers for prognosis of the course of the disease and/or its treatment. Currently, the prognostic value of Treg cells 
in the development of cancer remains controversial for many types of malignant neoplasms, in particular in colorectal 
cancer. Therefore, further research is needed to identify predictive significance of immune cells in the development of 
cancer and the development of effective ways to use them. 
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