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У больных хроническим лимфолейкозом, находящихся на этапе диагностики заболевания, охарактеризо-
ваны Т-лимфоциты, их субпопуляции и естественные киллерные (ЕК) клетки по характеру распределения
на них некоторых мембранных молекул межклеточного взаимодействия и сигналинга: CD45, CD3, CD4,
CD8, CD16 и CD56. Использованы современные методические подходы к определению исследуемых пара-
метров, учитывающие особенности лимфоидного пула крови пациентов с хроническим лимфолейкозом.
Установлено, что популяция Т-лимфоцитов периферической крови больных характеризуется снижением
содержания на поверхности рецепторов CD45 и CD3. На мембране лимфоцитов, относящихся к Т-хелпер-
ной субпопуляции, уменьшен средний уровень рецептора CD4; субпопуляция цитотоксических Т-лимфо-
цитов остается неизмененной по наличию рецептора CD8. Молекулы CD8 и CD16 распределены на по-
верхности ЕК-клеток больных хроническим лимфолейкозом на нормальном уровне, в то время как моле-
кулы CD56 – в существенно более низком количестве. Полученные данные расширяют представления об
анергии клеток иммунной системы и могут использоваться при прогнозировании течения хронического
лимфолейкоза.
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Хронический лимфолейкоз (ХЛЛ) – это опухоле-
вое заболевание кроветворной ткани, которое на
этапе манифестации характеризуется циркуляцией в
периферической крови и наличием в костном мозге
большого числа лимфоцитов, среди которых преоб-
ладают опухолевые В-лимфоциты. Механизмы па-
тогенеза ХЛЛ интенсивно изучаются и остаются до
конца не раскрытыми, поиск факторов прогноза,
влияющих на течение и исход заболевания, является
актуальной задачей (Волкова, 2007; Zenz et al., 2010).

По мнению ряда авторов, одной из основных
причин опухолевого роста при ХЛЛ является глубо-
кое нарушение функций иммунной системы с поте-
рей и неэффективностью контроля над пролифера-
цией злокачественного клона клеток (Christopoulos
et al., 2011; Зотина и др. 2012). Развитие вторичного
иммунодефицита при ХЛЛ способствует возникно-

вению инфекционных осложнений различной лока-
лизации и генеза, которые значительно отягощают
течение основного заболевания и сокращают про-
должительность жизни больных (Жевак и др., 2011).

Малоинформативным для оценки иммунного
статуса этой категории онкогематологических паци-
ентов является содержание иммуноглобулинов сы-
воротки крови в связи с известной способностью
опухолевых лимфоцитов к продукции иммуноглобу-
линов, вызывающих патологии (Воробьев, 2007; Ка-
занский, 2012). Абсолютное число иммунокомпе-
тентных клеток (ИКК) – Т- и ЕК-лимфоцитов – у
большинства больных ХЛЛ может находиться в пре-
делах нормальных значений или существенно превы-
шать таковые (Исаева и др., 2015). Поэтому общепри-
нятые подходы к оценке состояния иммунной систе-
мы больных ХЛЛ могут оказаться неэффективными.

Результаты проведенных исследований системы
иммунитета при ХЛЛ на этапе диагностики свиде-
тельствуют о том, что иммунодефицитное состояние
у больных ХЛЛ ассоциируется, вероятнее всего, с
функциональной неполноценностью T- и ЕК-кле-

Принятые сокращения: ЕК-клетки – естественные киллерные
клетки, ИКК – иммунокомпетентные клетки, СИФ – средняя
интенсивность флуоресценции, ХЛЛ – хронический лимфо-
лейкоз; CD – кластер дифференцировки, MHC – главный
комплекс гистосовместимости; TCR – Т-клеточный рецептор.
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ток и их подвидов, из чего делается заключение о не-
обходимости расширенного и всестороннего науч-
ного поиска в этом направлении (Christopoulos et al.,
2011; Riches et al., 2013).

К наиболее распространенным и применимым
методам лабораторного подтверждения нарушений
функционирования ИКК относятся определение
содержания на поверхности маркеров активации, под-
счет минорных популяций, оценка соотношений ИКК
и оценка продукции цитокинов (Хайдуков и др., 2011).
Следует отметить, что все перечисленные методы
требуют специализированного дорогостоящего обо-
рудования, реактивов и особых навыков персонала.

Обсуждая функции клеток любого типа иммун-
ной системы, необходимо принимать во внимание в
первую очередь их способность образовывать им-
мунные синапсы, мембранные молекулярные струк-
туры распознавания и межклеточной сигнализации
(Абакушина и др. 2012). Характер распределения
функциональных молекул и их комплексов на мем-
бране ИКК в настоящее время является важным
элементом функционирования клеток иммунной
системы. Известно, что отсутствие или пониженный
уровень функционально значимых молекул на по-
верхности иммуноцитов при различных патологиях
ведет к ослаблению процессов формирования им-
мунного синапса, передачи сигнала внутрь клетки и
к снижению интенсивности иммунного ответа на
чужеродный антиген. Такие отклонения могут трак-
товаться как признаки функциональной неполно-
ценности ИКК (Зурочка и др., 2013).

На мембране Т-лимфоцитов и их субпопуляций в
большом количестве представлены молекулы Т-кле-
точного рецептора (TCR). Такие маркеры как CD3,
CD4, CD8, являются ключевыми участниками рас-
познавания антигенов (Бурместер, Пецутто, 2007).
Другим важным мембранным маркером Т-лимфоци-
тов является CD45, который проводит позитивную
антиген-рецепторную сигнализацию через дефосфо-
рилирование Src-киназ (Tchilian, Tchilian, 2006).

Естественные киллерные клетки (ЕК-клетки) от-
носятся к компонентам врожденного иммунитета,
поскольку не несут антиген-специфических рецеп-
торов подобно тем, которые содержатся на мембра-
не Т- и В-лимфоцитов. ЕК-клетки вносят суще-
ственный вклад в формирование противоопухолево-
го и противовирусного иммунитета в организме.
Уникальным маркером цитотоксических ЕК-клеток
является молекула CD16, ответственная за межкле-
точную сигнализацию. Цитокинпродуцирующие
ЕК-клетки характеризуются наличием на мембране
рецептора адгезии CD56 (Абакушина и др. 2012; Зу-
рочка и др., 2013; Таширева и др. 2016). Однако в пе-
риферической крови человека существует относи-
тельно небольшая популяция ЕК-клеток, имеющих
многократные цитотоксические свойства против из-
мененного “своего”; эту популяцию характеризует

наличие на мембране αα-гомодимера молекулы
CD8 (Addison et al., 2005).

В экспериментальных работах подтверждено, что
воздействие некоторых экзогенных и эндогенных
факторов способно изменить содержание рецепто-
ров межклеточной сигнализации на ИКК в сторону
как снижения, так и повышения (Борисов и др. 2009;
Артюхов и др., 2012, 2013; Путинцева и др., 2014;
Блинова и др., 2017). Следует отметить, что в настоя-
щее время практическое значение оценки содержа-
ния мембранных молекул на клетках ограничивается
только областью диагностического иммунофеноти-
пирования опухолевых заболеваний кроветворной
ткани (Hallek et al., 2008; Куртова и др., 2008; Исаева и
др., 2013; Худолеева, Воробьев, 2015).

Уровень различных маркеров на иммунокомпе-
тентных клетках у больных ХЛЛ и другими лимфопро-
лиферативными заболеваниями находится под при-
стальным вниманием исследователей (Riches et al.,
2013; Zenz, 2013; Бадмажапова и др., 2017).

Адекватная оценка и интерпретация иммуноло-
гических показателей при ХЛЛ важна, поскольку в
отношении таких пациентов может потребоваться
применение иммунотерапии. Вполне очевидно, что
анализ популяций, субпопуляций и подвидов Т- и
ЕК-клеток станет надежным методом для их харак-
теристики. Не исключено, что исходное функцио-
нальное состояние ИКК у больных ХЛЛ, регистриру-
емое уже на этапе диагностики, целесообразно учи-
тывать при прогнозировании течения заболевания.

Цель данного исследования: провести сравни-
тельный анализ распределения мембранных моле-
кул межклеточного взаимодействия и сигналинга на
поверхности Т-лимфоцитов, ЕК-клеток и их субпо-
пуляций у пациентов с впервые выявленным ХЛЛ.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Группу наблюдения составили 130 больных ХЛЛ

(69 мужчин и 61 женщина) на этапе диагностики за-
болевания. Возраст больных варьировал от 35 до
65 лет (медиана возраста – 58 лет). Стадию заболева-
ния определяли по принятой классификации
(Rai et al., 1975). I cтадию диагностировали у 31 па-
циента (23.9%), II – у 90 (69.2%), III – у 6 (4.6%), IV –
у 3-х (2.3%) пациентов. Диагноз ХЛЛ верифицирова-
ли согласно общепринятым критериям (Hallek et al.,
2008). Все пациенты ранее не получали никакой спе-
цифической терапии.

Одновременно с обследованием больных ХЛЛ
подбирали лиц для группы сравнения, при этом ис-
пользовали контингент доноров, сопоставимый с
группой наблюдения по возрасту и полу. В группу
сравнения вошли 30 таких доноров, допущенных к
сдаче крови и ее компонентов. Перед началом ис-
следования лицам обеих групп была предоставлена
информация о планирующемся исследовании, и они
дали информированное согласие на участие в нем.



ЦИТОЛОГИЯ  том 61  № 2  2019

РАСПРЕДЕЛЕНИЕ НЕКОТОРЫХ ФУНКЦИОНАЛЬНЫХ МОЛЕКУЛ 121

У обследуемых лиц забирали венозную кровь с
применением вакутейнеров с антикоагулянтом –
трехзамещенной калиевой солью этилендиаминтет-
рауксусной кислоты. В образцах крови определяли со-
держание лейкоцитов, производили кратное разведе-
ние образцов раствором фосфатно-солевого буфера
для достижения концентрации лейкоцитов 5 × 109 кл/л.
Это было необходимо для обеспечения стандартного
соотношения между эпитопами антигенов и ком-
мерческих моноклональных антител. Затем выпол-
няли иммунологическое связывание клеток c конъ-
югатами моноклональных антител, содержащих сле-
дующие флуорохромы: флуоресцеинизотиоционат
(FITC), фикоэритрин (PE), перидинхлорофиллпро-
теинцианин 5.5 (PerCP-Cy5.5), аллофикоцианин
(APC), фикоэритринцианином 7 (PE-Cy7) и алло-
фикоцианин 7 (APC-Cy7). Неукоснительно соблю-
дали рекомендуемые производителем световой и
температурный режимы хранения конъюгатов мо-
ноклональных антител.

Использовали следующие комбинации монокло-
нальных антител: СD3-FITC/CD19-PE/CD45-PerCP-
Cy5.5, CD3-FITC/CD(16+56)-PE/CD45-PerCP-Cy5.5/
CD19-APC/CD4-PE-Cy7/CD8-APC-Cy7, CD16-FITC/
CD3-PE/CD45-PerCP-Cy5.5/CD56-PE-Cy7. Проводи-
ли инкубацию разбавленных образцов крови с моно-
клональными антителами в течение 20 мин в темноте
при температуре от 20 до 24°C. По истечении времени
эритроциты образца лизировали при помощи коммер-
ческого реактива FACS Lysing Solution, содержащего
фиксирующий агент, образцы отмывали фосфатно-со-
левым буфером.

Образцы тестировали на проточном цитофлуори-
метре BD FACSCantoTMII (BD Biosciences, США),
оборудованном двухлазерной оптической системой
(488 и 633 нм). Анализ завершали не позднее, чем че-
рез 24 ч после взятия биологического материала.
Число клеток в каждом образце составляло не менее
5000. Базовую линию и проверку текущего состоя-
ния цитофлуориметра выполняли, применяя части-
цы Cytometer Setup & Tracking Beads Kit. Цветовые
компенсации прибора настраивали по частицам
CompBeads. Анализ проводили в программном мо-
дуле Diva (BD Biosciences, США).

Использовали следующие реактивы и расходные
материалы: вакутейнеры (Becton Dickinson, США),
конъюгаты моноклональных антител с флуорохро-
мами для лазерной проточной цитофлуориметрии
(BD Biosciences, США), реактив для лизирования
эритроцитов в образцах FACS Lysing Solution (BD
Biosciences, США), фосфатно-солевой буферный
раствор (Биолот, Россия), частицы для настройки
базовой линии прибора и проверки его текущего со-
стояния Cytometer Setup & Tracking Beads Kit и ча-
стицы для компенсации световых сигналов Comp-
Beads (BD Biosciences, США).

Для исследуемых мембранных молекул определя-
ли среднее значение интенсивности флуоресценции

(ось Х графика-гистограммы MnX; Куртова и др.,
2008). Исходили из положения, что при использо-
ванных методах пробоподготовки и настройках при-
бора содержание рецепторных молекул на клетках
пропорционально средней интенсивности флуорес-
ценции (СИФ, усл. ед.). Рассчитывали относитель-
ный уровень содержания каждого рецептора на
клетках у больных, принимая за 100% значения
СИФ этих маркеров в группе сравнения.

Проводили последовательное гейтирование кле-
точных популяций таким образом, чтобы оценить
СИФ для молекулы CD45 на мембране всех лимфо-
цитов и прицельно – Т- и В-лимфоцитов (рис. 1).
СИФ молекулы CD3 регистрировали на CD3-пози-
тивных лимфоцитах, CD4 – в пределах популяции
лимфоцитов, позитивных одновременно по CD3 и
CD4. СИФ молекулы СD8 определяли на двух попу-
ляциях: CD3+CD8+ и CD3−CD8+. СИФ молекулы
CD16 оценивали на CD3-негативных лимфоцитах,
характеризующихся выраженной позитивностью по
маркеру CD16; аналогичный показатель молекулы
CD56 определяли в регионе лимфоцитов, которые
были негативными по CD3 и позитивными по CD56.

Статистическую обработку полученных результа-
тов выполняли с применением пакета программ
STATISTICA 6.0. Оценка соответствия распределе-
ния количественных данных закону нормальности
проводили по критерию Шапиро−Уилка. Поскольку
изучаемые количественные признаки имели нор-
мальное распределение, данные представляли в виде
среднего арифметического значения и его ошибки;
статистическую значимость различия оценивали по
t-критерию Стьюдента. Критическим уровнем раз-
личия выборочных данных считали статистически
значимыми при P < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Маркер CD45. При окрашивании образцов кро-

ви, взятых от лиц группы сравнения, с помощью
конъюгатов моноклональных антител СD3-FITC/
CD19-PE/CD45PerCP-Cy5.5 число CD45-позитив-
ных лимфоцитов соответствовало 99.5 ± 0.2%. В об-
разцах больных ХЛЛ этот параметр составил
96.6 ± 0.4% (P > 0.05).

У лиц референтной группы на графиках распре-
деления PerCP-Сy5.5 против числа клеток, отража-
ющих наличие молекулы CD45 на мембране клеток
лимфоцитарного полигона, всегда регистрировали
узкий симметричный пик флуоресценции (рис. 2а);
СИФ оказалась достаточно стабильным показате-
лем. Таким образом, клетки лимфоцитарного поли-
гона всех лиц группы сравнения характеризовались
однородностью распределения рецептора CD45 на
мембране.

При аналогичном окрашивание образцов крови
больных ХЛЛ в пределах клеток лимфоцитарного
полигона наблюдали существенную вариабельность
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распределение маркера CD45. У 75 больных (57.7%)
график флуоресценции характеризовался выражен-
ной асимметрией (рис. 2б). У 21 больного (16.2%) на
графике, отражающем распределения CD45, отчет-
ливо визуализировались два пика флуоресценции
(рис. 2в), что указывало на присутствие в лимфоци-
тарном полигоне двух популяций клеток, различаю-
щихся по присутствию на мембране маркера CD45.
У этих больных СИФ молекулы CD45 на клетках
лимфоцитарного полигона не определяли, относи-
тельную степень экспрессии не рассчитывали. От-
мечено, что наиболее многочисленной была популя-
ция лимфоидных клеток с пониженным содержани-

ем рецептора CD45 (CD45low) на мембране, а
малочисленной – с присутствием CD45 на уровне
“от среднего к высокому” (CD45dim-high).

Только у 34 больных ХЛЛ (26.2%) график, харак-
теризующий содержание рецептора CD45 в пределах
лимфоцитарного полигона, имел симметричный
вид (рис. 2г). Лимфоциты характеризовались суще-
ственно более низкими значениями СИФ рецептора
CD45 при сопоставлении с аналогичным показателем,
полученным у лиц референтной группы (16.1 ± 0.1 про-
тив 29.6 ± 0.2 усл. ед., Р < 0.001); относительный уро-
вень содержания рецептора CD45 на лимфоцитах у
этих больных ХЛЛ составил 54.4%.

Рис. 1. Гейтирование лимфоцитов, позитивных по CD3+ (а) и CD19+ (б), при оценке содержания маркера CD45 на мембране
лимфоцитов Т (в) и В (г) образца крови больного ХЛЛ. Проточная цитометрия.
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На точечных графиках распределения
“CD45-PerCP-Cy7” всей лимфоидной популяции
больных ХЛЛ клетки с CD45low и с CD45dim-high в
большинстве случаев не визуализировались как от-
дельные кластеры. При примерном их разделении и
дальнейшем иммунофенотипировании установили,
что на долю CD45low в образцах крови пациентов
приходилась большая часть клеток, среди которых
преобладали CD19-позитивные лимфоциты. Регион
CD45dim-high был преимущественно представлен
CD3-позитивными лимфоцитами.

Нами проведен прицельный анализ СИФ рецеп-
тора CD45 в пределах Т- и В-лифоидных популяций.
При таком последовательном гейтировании лимфо-
цитов всех больных ХЛЛ графики, характеризующие
содержание рецептора CD45 в пределах этих лимфо-
идных популяций, имели симметричный вид (рис. 1).
Установлено, что Т-лимфоциты у больных ХЛЛ в
начале заболевания имели существенно сниженную
плотность экспрессии рецептора CD45 по сравне-
нию с нормальными Т-лимфоцитами; на В-лимфо-
цитах интенсивность экспрессии CD45 также оказа-
лась значимо более низкой (табл. 1).

Рис. 2. Характер распределения маркера CD45 на лимфоцитах периферической крови в виде симметричного пика в группе
сравнения (а) и у больных ХЛЛ (б–г). Проточная цитометрия.
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Маркеры CD3 и CD4. Мы сравнили вид графиков
флуоресценции, отражающих распределение моле-
кулы CD3 на Т-лимфоцитах и молекулы CD4 в пре-
делах региона лимфоцитов с фенотипом CD3+CD4+

у больных ХЛЛ и у лиц группы сравнения. Установ-
лено, что изучаемые лимфоидные популяции харак-
теризовались однородностью распределения на них
маркеров CD3 и CD4, асимметричные и двухпико-
вые графики экспрессии этих маркеров не были за-
регистрированы, что было показано как для образ-
цов крови, полученных от больных ХЛЛ, так и от до-
норов. Сравнение СИФ рецепторов CD3 и CD4 у
больных ХЛЛ с таковыми в референтной группе по-
казало, что у пациентов оба эти параметра суще-
ственно снижены (рис. 3, табл. 1).

Маркер CD8. Проанализировали графики рас-
пределения рецептора CD8 в пределах Т-лимфоци-
тов, в результате чего было показано, что популяция
Т-лимфоидных клеточных элементов крови боль-
ных и доноров является неоднородной по наличию
на мембране CD8. Симметричные графики флуо-
ресценции, отражающие распределение CD8 на
лимфоцитах, были получены только при последова-
тельном ограничении CD3-позитивной и CD3-нега-
тивной популяций и их последующем анализе. Об-
наружено, что СИФ молекул CD8 на CD3-позитив-
ных и CD3-негативных лимфоцитах у больных ХЛЛ
значимо не отличался от такового в референтной
группе (рис. 3, табл. 1).

Относительный уровень содержания молекул
CD45, CD3, CD4 и СD8 на изучаемых Т-клеточных
популяциях больных ХЛЛ составил 61.5, 79.5, 72.6 и
89.9% cоответственно.

Маркеры CD16 и CD56. Не установлено статисти-
чески значимого различия содержания рецептора
CD16 на лимфоидных элементах с фенотипом CD3−

CD16+ у больных ХЛЛ и лиц группы сравнения. Ана-
логичный параметр для рецептора CD56 в пределах
лимфоидных элементов с фенотипом CD3−CD56+ у
пациентов оказался более низким (табл. 1). ЕК-
клетки больных характеризовались следующим от-
носительным уровнем содержания маркеров CD8,
CD16 и CD56: 81.3, 107.0 и 69.2% соответственно.

ОБСУЖДЕНИЕ

Оценка относительного числа CD45-позитивных
клеток на всей популяции лимфоцитов имеет очевид-
ную ценность, так как позволяет наиболее правильно
выделять для анализа лимфоцитарный полигон (Хай-
дуков и др., 2011). Полученные относительные значе-
ния содержания СD45-позитивых лимфоцитов в об-
разцах лиц группы сравнения и группы больных ХЛЛ
находились в диапазоне от 95 до 100%, что свидетель-
ствует о корректности цитометрирования, проведен-
ного в рамках данной работы.

Выявлено понижение среднего уровня содержа-
ния рецептора CD45 на всей популяции лимфоци-
тов при ХЛЛ, что согласуется с ранее опубликован-
ными данными (Селиванова и др., 2005). Результа-
том выполненной работы является подробный
анализ гетерогенности больных ХЛЛ по распределе-
нию CD45 на лимфоцитах крови. Для оценки содер-
жания рецептора CD45 на мембране нетрансформи-
рованных Т-лимфоцитов так же, как и опухолевых
В-лимфоцитов, информативным может быть только

Таблица 1. Интенсивность экспрессии клеточных маркеров на лимфоцитах доноров и больных ХЛЛ

Клеточный 
маркер

Популяция (субпопуляция)
лимфоцитов (фенотип)

Интенсивность экспрессии клеточного маркера, усл. ед.

лица группы сравнения больные

CD45 Т-лимфоциты (CD3+/CD19−) 32.5 ± 0.5 20.0 ± 0.2
p < 0.001

CD45 В-лимфоциты (CD3−/CD19+) 27.0 ± 0.5 7.9 ± 0.3
P < 0.001

CD3 Т-лимфоциты (CD3+/CD19−) 7.3 ± 0.1 5.8 ± 0.03
P < 0.05

CD4 Т-хелперы (CD3+/CD4+) 10.2 ± 0.1 7.4 ± 0.02
P < 0.05

СD8 Цитотоксические Т-лимфоциты (CD3+/CD8+) 30.8 ± 0.3 27.7 ± 0.1
P > 0.05

ЕК-лимфоциты с многократным цитотоксиче-
ским эффектом (CD3−/CD8+)

6.4 ± 0.1 5.2 ± 0.03
P > 0.05

CD16 Цитотоксические ЕК-клетки (CD3−CD16+ ) 4.3 ± 0.1 4.6 ± 0.04
P > 0.05

CD56 Цитокинсекретирующие ЕК-клетки 
(CD3−CD56+)

2.6 ± 0.04 1.8 ± 0.01
P < 0.001
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многоцветное окрашивание с прицельным ограни-
чением основных популяций. Необходимо отме-
тить, что этот подход применим для всех без исклю-
чения образцов крови, взятых для исследования от
больных ХЛЛ.

Рецептор CD45 является панлейкоцитарной мо-
лекулой, существующей в виде трех изоформ
(CD45RO, CD45RA и CD45RB), каждая из которых
присутствует на определенных типах лимфоидных
ИКК. Моноклональные антитела к CD45 распознают
все 3 изоформы. Молекула CD45, обладая внутрикле-
точной тирозинфосфатазной активностью, играет
важную роль в передаче сигнала внутрь клетки. Ис-
следования показали, что мутации в гене, кодирую-
щем CD45, и отклонения экспрессии CD45-сплайса
приводят к развитию тяжелого комбинированного
иммунодефицита (Юрова и др., 2014; Tchilian, Tchil-
ian, 2006). Выявленная недостаточность маркера
CD45 на циркулирующей в крови Т-лимфоидной
популяции ИКК у больных ХЛЛ, возможно, нега-
тивно отражается на функциональной активности
всей этой популяции. Вполне вероятно, что пер-
спективным направлением при ХЛЛ может оказать-

ся изучение плотности разных изоформ рецептора
CD45 на иммунокомпетентных клетках.

Более низкое содержания рецептора CD45 в пре-
делах региона CD19-позитивных клеток крови у
больных ХЛЛ уже показан нами ранее (Исаева и др.,
2010). Эта особенность В-клеточного опухолевого
клона при ХЛЛ в ряде случаев может служить важ-
ной характеристикой, отличающей ХЛЛ от других В-
клеточных хронических лимфопролиферативных
заболеваний, что необходимо учитывать при имму-
нофенотипической диагностике.

CD3 представляет собой мультипротеиновый
комплекс на поверхности Т-лимфоцитов, являю-
щийся основным корецептором TCR. У млекопита-
ющих он образован 4 субъединицами: CD3γ, CD3δ и
двумя CD3ε. Молекула CD3 стабилизирует весь
ТCR-комплекс. Кроме того, CD3 выполняет функ-
цию передачи основного сигнала активации, несу-
щего информацию об антигене и усиливающегося
при участии других Т-клеточных корецепторов
(CD4 или CD8).

Известно, что рецепторная молекула CD3 экс-
прессируется с разной плотностью на поверхност-
ной мембране субпопуляций Т-лимфоцитов. Так,

Рис. 3. Характер распределения маркеров CD3, CD4, CD8 на Т-лимфоидных элементах у больных ХЛЛ (верхний ряд) и в груп-
пе сравнения (нижний ряд). Проточная цитометрия.
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среди всех лимфоцитов периферической крови ци-
тотоксические Т-клетки имеют самый низкий уро-
вень CD3, Т-хелперы – средний, гамма/дельта-по-
зитивные Т-клетки – наивысший (Бурместер, Пе-
цутто, 2007; Хайдуков и др., 2011; Зурочка и др.,
2013). В более ранних наших исследованиях у боль-
ных ХЛЛ на этапе первичной диагностики заболева-
ния показаны особенности количественного содер-
жания субпопуляций Т-лимфоцитов, при этом су-
щественного отклонения соотношения CD4/CD8 от
такового в группе сравнения не обнаружили (Исаева
и др., 2015). Учитывая эти данные, предпринятое со-
поставление СИФ молекулы CD3 на Т-лимфоцитах
у больных ХЛЛ в момент постановки диагноза с та-
ковой в группе сравнения может считаться вполне
допустимым.

Рецептор CD4 на мембране Т-хелперов играет
важную роль в связывании молекул главного ком-
плекса гистосовместимости (MHC) класса II. Полу-
ченные результаты, касающиеся сниженного уровня
CD3 и CD4 на ИКК при ХЛЛ, совпадают со сведени-
ями литературы. Предполагается, что эти клетки
проходят неклассический путь Т-клеточного разви-
тия и являются анергичными (Dianzani еt al., 1994).
Выявленные количественные характеристики ре-
цепторного аппарата Т-хелперов согласуются также
с результатами других исследований, свидетельству-
ющих о существенном “истощении” Т-клеток при
ХЛЛ (Zenz, 2013). Учитывая функциональную роль мо-
лекул CD3 и CD4 в межклеточном взаимодействии,
становится понятным угнетение как клеточного, так и
гуморального иммунного ответа на большинство бак-
териальных антигенов у пациентов с ХЛЛ.

Мембранная молекула CD8 отвечает за связыва-
ние молекул MHC класса I и представлена на лим-
фоцитах с выраженными цитотоксическими свой-
ствами. Это не только лимфоциты тимического про-
исхождения, но и популяция ЕК-клеток. ЕК-клетки
содержат на своей поверхности α-цепь CD8, но с бо-
лее низкой плотностью, чем цитотоксические Т-лим-
фоциты; цитотоксические свойства у CD8-позитив-
ных ЕК-клеток являются более сильными, чем у
CD8-негативных ЕК-клеток. Соединение CD8α-це-
пей в гомодимер индуцирует быстрое повышение
внутриклеточного Ca2+, защищающего ЕК-клетки
от апоптоза, вызываемого секрецией цитолитиче-
ских ферментов. CD8-позитивные ЕК-клетки носят
название “серийные убийцы”, так как сохраняют
жизнеспособность и принимают участие в много-
кратном лизисе клеток-мишеней (Addison et al.,
2005; Зурочка и др., 2013).

В настоящей работе установлено, что уровень мо-
лекулы CD8 на обоих видах ИКК (Т-лимфоцитах и
ЕК-клетках) у больных ХЛЛ существенно не угне-
тен. Полученные данные несколько расходятся с
опубликованными ранее результатами о снижении
плотности молекулы CD8 на Т-лимфоцитах у больных
ХЛЛ (Dianzani, 1994). В то же время отсутствие нару-

шений со стороны корецепторных молекул Т-лимфо-
цитов, взаимодействующих с МНС-I, у больных
ХЛЛ согласуется с результатами работ, выполненных
на таких экспериментальных моделях, как клеточные
культуры. Было показано, что Т-лимфоциты больных
ХЛЛ способны реагировать как на собственные опухо-
левые клетки, так и на чужеродные, а цитотоксические
Т-клетки от пациентов с ХЛЛ являются функциональ-
но неповрежденными (Krackhardt et al., 2002). В насто-
ящее время описан опухоль-ассоциированный анти-
ген ХЛЛ фибромодулин, который оказывает суще-
ственное стимулирующее влияние на цитотоксические
опухоль-специфические лимфоциты больного и спо-
собен вызвать их экспансию (Mayr et al., 2005).

Рутинный метод оценки числа ЕК-клеток в крови
включает в себя подсчет CD16- и CD56-позитивных
клеток при подтверждении негативности по маркеру
CD3. Для более подробной дифференцировки ЕК-
клеток принято выделять их субпопопуляции: цито-
токсические и цитокин-продуцирующие ЕК-клет-
ки. CD16 представляет собой мембранный глико-
протеин и является низкоаффинным рецептором
для IgG (Fcγ RIIIA), связанного с опухолевой клет-
кой. Наличие рецептора CD16 – одна из характер-
ных черт ЕК-клеток с цитотоксической активно-
стью; через эту молекулу цитотоксические ЕК-клетки
могут оказывать антителозависимое клеточно-опосре-
дованное лизирование клеток-мишеней. CD56 явля-
ется адгезионной молекулой, представленной на не-
большой популяции ЕК-клеток, специализирующих-
ся на синтезе интерферона-γ и других цитокинов
(Абакушина и др., 2012; Таширева и др., 2016).

У больных ХЛЛ среднее содержание экспрессии
рецептора CD16 на цитотоксических ЕК-клетках и
CD8 на цитотоксических ЕК-клетках c многократ-
ным цитотоксическим эффектом находилось на
приемлемом уровне. Нами обнаружено, что у боль-
ных ХЛЛ цитокинсекретирующие ЕК-клетки харак-
теризуются более низким содержанием молекулы
CD56. К сожалению, анализ данных параметров не
представлен в доступной литературе. В то же время
выявленное понижение уровня одной из функцио-
нальных молекул у цитокинсекретирующей субпо-
пуляции ЕК-клеток у больных ХЛЛ сочетается со
сведениями, указывающими на глобальное пониже-
ние способности ИКК к секреции цитокинов у этой
категории онкогематологических больных (Chris-
topoulos et al., 2011).

Учитывая в целом низкую информативность тра-
диционных методов оценки состояния иммунной
системы у больных ХЛЛ, предлагаемый подход
оценки распределения функциональных молекул на
мембране может оказаться применимым. Представ-
ляет интерес дальнейшее изучение показателей пол-
ноценности рецепторного аппарата Т-лимфоцитов,
ЕК-клеток и их субпопуляций с точки зрения их свя-
зи с клиническими характеристиками пациентов. В
совокупности с количественными нарушениями рас-
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сматриваемых иммунокомпетентных клеток содер-
жание на этих клетках сигнальных молекул, в частно-
сти, CD45, CD3, CD4, CD8, CD16, CD56, может
быть полезным в прогнозировании течения ХЛЛ и
развития иммуноопосредованных осложнений.
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DISTRIBUTION OF SOME FUNCTIONAL MOLECULES ON T-LYMPHOCYTES 
AND NK-CELLS IN CHRONIC LYMPHOCYTIC LEUKEMIA

N. V. Isaevaa, *, E. N. Zotinaa

aKirov Research Institute of Hematology and Blood Transfusion of Federal Medical-Biological Agency, Kirov, 610027, Russia
*e-mail: isaevanatalia@yandex.ru

In patients with chronic lymphocytic leukemia who are at the stage of diagnosing the disease, T-lymphocytes, their
subpopulations, and natural killer (NC) cells were characterized according to the distribution of some membrane
molecules of intercellular interaction and signaling on them: CD45, CD3, CD4, CD8, CD16 and CD56. Modern
methodological approaches to determine the studied parameters were used, taking into account the characteristics
of the lymphoid pool of blood of patients with chronic lymphocytic leukemia. It has been established that the pop-
ulation of T-lymphocytes of peripheral blood of patients is characterized by a decrease in the content of CD45 and
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CD3 receptors on the surface. On the membrane of lymphocytes belonging to the T-helper subpopulation, the av-
erage level of the CD4 receptor is reduced; a subpopulation of cytotoxic T-lymphocytes remains unchanged in the
presence of the CD8 receptor. The CD8 and CD16 molecules are distributed on the surface of the EK-cells of pa-
tients with chronic lymphocytic leukemia at a normal level, while the CD56 molecule is in a significantly lower
quantity. The data obtained expand the understanding of the anergy of cells of the immune system and can be used
in predicting the course of chronic lymphocytic leukemia.

Keywords: chronic lymphocytic leukemia, T-lymphocytes, NK-cells, average f luorescence intensity, f low cytofluo-
rimetry
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