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РЕФЕРАТ
ЦЕЛЬ. Изучить субпопуляционный состав лимфоцитов 
костного мозга по результатам прицельной оценки экс-
прессии маркеров PD-1, PD-L1 и  LAG-3 у  больных хро-
ническим лимфоцитарным лейкозом (ХЛЛ) в  группах 
с различным ответом на противоопухолевое лечение.

МАТЕРИАЛЫ И  МЕТОДЫ. У  33  больных ХЛЛ до  ле-
чения и  после 6  циклов противоопухолевой терапии, 
включавшей ритуксимаб, методом проточной цито-
флюориметрии изучена экспрессия антигенов PD-1, 
PD-L1, LAG-3 на  В-, Т-, NK-клетках костного мозга (КМ). 
Больные были в возрасте 58–68 лет (медиана 64 года); 
женщин — 14, мужчин — 19. Гематологический ответ оце-
нивался по величине минимальной остаточной болезни 
(МОБ). На этом основании выделены две группы боль-
ных: I (n  =  20)  — с  удовлетворительным гематологиче-
ским ответом (МОБ < 1 %), II (n = 13) — с неудовлетвори-
тельным гематологическим ответом (МОБ ≥ 1 %).

РЕЗУЛЬТАТЫ. До  лечения в  КМ число опухолевых 
В-клеток, экспрессирующих PD-1, LAG-3, CD38, ZAP-70, 
у  пациентов группы  I было ниже, чем в  группе  II. По-
сле лечения их снижение более выражено в  группе  I. 
До  лечения в  КМ больных группы  I отмечалось более 
высокое число Т-лимфоцитов с фенотипом CD3+, CD4+, 
CD8+, CD8+/CD28+, CD8+/CD28–, CD8+/CD38+, включая 
Т-клетки, экспрессирующие PD-1, но  не PD-L1 и  LAG-3. 
После лечения выявлен рост числа Т-клеток с феноти-
пом CD3+, CD4+, CD8+, Treg, CD8+/CD28+, CD8+/CD28–, 
включая Т-лимфоциты PD-1+, в  обеих группах, но  бо-
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ABSTRACT
AIM. To analyze the bone marrow lymphocyte subpopula-
tion based on targeted assessment of PD-1, PD-L1, and LAG-
3 marker expression in chronic lymphocytic leukemia (CLL) 
patients with different responses to chemotherapy.

MATERIALS & METHODS. In 33 CLL patients, PD-1, PD-L1, 
and LAG-3 antigen expression on В-, Т-, and NK-cells of the 
bone marrow (BM) was analyzed by flow cytofluorometry 
prior to treatment and after 6 cycles of chemotherapy with 
rituximab. Patients were aged 58–68 years (median 64 
years); there were 14 women and 19 men. Hematologic re-
sponse was assessed by measurements of minimal residual 
disease (MRD). On this basis, patients were divided into two 
groups: group 1 (n  =  20) with satisfactory hematologic re-
sponse (MRD < 1 %) and group 2 (n = 13) with unsatisfactory 
hematologic response (MRD ≥ 1 %).

RESULTS. Prior to treatment, the count of PD-1-, LAG-3-, 
CD38-, and ZAP-70-expressing BM tumor B-cells was lower 
in patients of group 1 than in those of group 2. After treat-
ment, their decrease was more pronounced in group 1. Pri-
or to treatment, patients in group 1 had a higher count of 
BM T-lymphocytes with CD3+, CD4+, CD8+, CD8+/CD28+, 
CD8+/CD28–, and CD8+/CD38+ phenotype including 
PD-1- but neither PD-L1- nor LAG-3-expressing T-cells. After 
treatment, increased T-cells with CD3+, CD4+, CD8+, Treg, 
CD8+/CD28+, and CD8+/CD28– phenotype including PD-1+ 
T-lymphocytes were detected in both groups but more 
pronounced in group 2. In this group, CD3+ и CD4+ T-lym-
phocytes maintained LAG-3 expression. Prior to treatment, 
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лее выражено во II. В группе II сохранялась экспрессия 
LAG-3 на Т-лимфоцитах CD3+ и CD4+. До лечения у всех 
больных число NK-клеток в КМ было сниженным. После 
лечения в группе  I оказалось больше NK-клеток с фе-
нотипом CD3–/CD16+/CD56+, CD3–/CD16+/CD56+/PD-1+ 
и  меньше с  фенотипом CD3–/CD16+/CD56+/LAG-3+. 
Экспрессия PD-L1 на NK-клетках не обнаружена, а на Т- 
и В-клетках она была умеренной до лечения и не опре-
делялась после достижения гематологического ответа.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ. Показатели, определенные по  резуль-
татам прицельной оценки экспрессии PD-1 и LAG-3 на В-, 
Т-, NK-клетках КМ до  начала противоопухолевой тера-
пии, вполне могут использоваться в клинической прак-
тике в  качестве дополнительных факторов прогноза 
течения ХЛЛ. Гиперэкспрессия маркеров PD-1 и LAG-3 
на Т-лимфоцитах и NK-клетках у больных ХЛЛ с МОБ-по-
ложительным статусом после противоопухолевого ле-
чения свидетельствует о функциональной дефектности 
этих клеток.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: хронический лимфоцитар-
ный лейкоз, костный мозг, PD-1, PD-L1, LAG-3, ге-
матологический ответ, минимальная остаточная 
болезнь.
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all patients showed decreased NK-cells in BM. After treat-
ment, group 1 showed a higher count of NK-cells with CD3–/
CD16+/CD56+ and CD3–/CD16+/CD56+/PD-1+ phenotype 
and a lower count of NK-cells with CD3–/CD16+/CD56+/
LAG-3+ phenotype. PD-L1 expression in NK-cells was not 
detected, whereas in Т- and В-cells it was moderate prior 
to treatment and was not identified after hematologic re-
sponse was achieved.

CONCLUSION. The values determined by the targeted as-
sessment of PD-1 and LAG-3 expression in BM В-, Т-, and 
NK-cells prior to chemotherapy may well be used in clinical 
practice as additional prognostic factors in CLL. PD-1 and 
LAG-3 overexpression in Т-lymphocytes and NK-cells in CLL 
patients with MRD-positive status after chemotherapy can 
be regarded as evidence of the functional deficiency of 
these cells.

KEYWORDS: chronic lymphocytic leukemia, bone 
marrow, PD-1, PD-L1, LAG-3, hematologic response, 
minimal residual disease.
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ВВЕДЕНИЕ

Хронический лимфолейкоз (ХЛЛ) относится к злока-
чественным В-клеточным опухолям с характерной 
экспрессией на мембране В-клеток CD19+ иммуно-
фенотипических маркеров CD5, CD23, CD43 [1, 2]. 
К настоящему времени остается востребованным пер-
сонализированный подход к лечению ХЛЛ с учетом 
факторов риска, позволяющих прогнозировать ответ 
на терапию с возможностью своевременной ее кор-
рекции [3, 4]. При этом известно, что взаимодействие 
опухолевых В-клеток и иммунного микроокружения 
имеет важное значение для прогноза при различных 
злокачественных заболеваниях, включая ХЛЛ [5, 6].

С  внедрением в клиническую практику метода 
проточной цитофлюориметрии в качестве прогно-
стических показателей при ХЛЛ стали рассматривать 
экспрессию ряда иммунофенотипических маркеров 
на различных клетках. Наиболее известные среди 
них активационный антиген CD38 и белок ZAP-70, 
экспрессия которых при ХЛЛ считается фактором 

неблагоприятного прогноза [7–9]. Показано, что 
CD38 на В-лимфоцитах связывается с комплексом 
В-клеточного рецептора (BCR) CD19/CD21/CD81 и 
усиливает интенсивность сигнала, передаваемого 
через него, стимулируя клеточную пролиферацию 
[10]. Экспрессия ZAP-70 при ХЛЛ также ассоциируется 
с усилением передачи сигналов от BCR, что, в свою 
очередь, способствует более тяжелому клиническому 
течению заболевания [11, 12].

В  нашем исследовании 2022  г. было также пока-
зано, что повышенный уровень экспрессии CD38 и 
ZAP-70 на В-лимфоцитах до начала лечения у больных 
ХЛЛ может служить предвестником неудовлетвори-
тельного гематологического ответа на терапию [8].

Особый интерес у исследователей вызывают 
рецепторы программируемой клеточной гибели PD-1 
(CD279), лиганд PD-L1 (CD274) и белок активационного 
гена 3 лимфоцитов LAG-3 (CD223). Перечисленные мо-
лекулы участвуют в регуляции иммунного ответа, пре-
пятствуют запуску аутоиммунных процессов, а также 
модулируют его, уменьшая вызванные иммунными 
клетками повреждения в органах и тканях [13, 14].

https://bloodjournal.ru/index.php/coh
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В контексте взаимодействия опухолевых В-клеток 
с иммунным микроокружением у больных ХЛЛ 
показано, что клон злокачественных В-лимфоцитов 
индуцирует прогрессирующее нарушение иммунной 
системы, приводит к клинически выраженной 
иммунной супрессии, которая, в свою очередь, при-
частна к потере контроля над заболеванием [15, 16]. 
Наряду с этим опухолевые В-лимфоциты инициируют 
нарушение цитотоксических функций Т-клеток и 
повышение экспрессии рецепторов иммунных кон-
трольных точек (ИКТ), что обеспечивает им преиму-
щества в выживании [17].

Изменения в иммунном микроокружении при ХЛЛ 
также способствуют нарушению функции Т- и NK-
клеток [18, 19]. При этом у больных ХЛЛ подавление 
популяции NK-клеток приводит к увеличению коли-
чества регуляторных Т-клеток [18–23]. Кроме того, 
известно, что при ХЛЛ на NK-клетках происходит ак-
тивация экспрессии LAG-3, TIM3, BTLA и GITR [24–27].

Взаимодействие между опухолевыми В-клетками 
и реактивным микроокружением при ХЛЛ способ-
ствует его фенотипическим и функциональным 
изменениям, приводящим к различным состояниям, 
в основе которых лежат иммунные нарушения. 
Это  повышенная восприимчивость к инфекциям, 
аутоиммунные осложнения, прогрессирование ХЛЛ и 
развитие других злокачественных новообразований, 
устойчивых к терапии [17, 28, 29].

Актуальность изучения взаимодействия опухо-
левых В-клеток с реактивным микроокружением у 
больных ХЛЛ представляется очевидной, особенно 
в контексте поиска новых прогностических маркеров. 
Это  тем более важно, т.  к. изученные к настоящему 
времени иммунофенотипические маркеры, к сожа-
лению, не нашли широкого применения в клини-
ческой практике ввиду противоречивости данных 
в отношении их прогностической значимости в целом 
и в качестве факторов прогноза гематологического 
ответа на противоопухолевую терапию.

Цель настоящего исследования  — изучить 
субпопуляционный состав лимфоцитов костного 
мозга по результатам прицельной оценки экспрессии 
маркеров PD-1, PD-L1 и LAG-3 у больных ХЛЛ в группах 
с различным ответом на противоопухолевое лечение.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В  исследование включено 33  больных (19  мужчин, 
14  женщин) с впервые диагностированным ХЛЛ 
(стадии B и С  по Binet), получавших лечение в отде-
лении онкогематологии ФГБУ «НМИЦ онкологии» 
МЗ РФ  Ростова-на-Дону в период с 2020 по 2023  г. 
Медиана возраста больных составила 64  года. Все 
пациенты подписали информированное согласие на 
участие в исследовании. Сбор клинической инфор-
мации, забор биологического материала, соблюдение 
правовых норм проведены согласно разработанным 
алгоритмам действий подразделений исследователь-
ских и клинических групп нашего центра [30].

У 33 больных ХЛЛ до лечения и после завершения 
6  циклов противоопухолевой терапии, включавшей 
ритуксимаб, исследовали состав лимфоцитов в аспи-

рате костного мозга по результатам определения 
экспрессии маркеров PD-1, PD-L1, LAG-3 на В-, Т- и 
NK-клетках (подсчет проводился в процентах от всех 
лимфоцитов). Гематологический ответ на лечение 
оценивали по количеству остаточных аберрантных 
В-клеток после завершения 6  циклов терапии, т.  е. 
по значению величины минимальной остаточной 
болезни (МОБ; в процентах от всех ядросодержащих 
клеток костного мозга).

Исследования выполняли с применением метода 
10-цветной проточной цитофлюориметрии (Navios 
10/3, Beckman Coulter, США). Используемая комби-
нация моноклональных антител, меченных флюо-
рохромами, включала CD45 PB/CrO, CD19 ECD/PC7/
APC, CD5 PE/PC7/APC, CD10 PC5, CD20 PC5.5/PC7/APC, 
CD22 PE, CD23 FITC/PE, CD3 FITC/ECD/PC7/APC, CD4 
FITC/PC5.5/APC, CD8 ECD/APC/APC-A750, CD25 PC5, 
CD38 FITC/PB, CD43 APC-A700, FMC7 FITC, CD16/56 PE, 
CD56 PC5/PC7, CD223 PE, CD274 (FITC), CD279 (РС7), 
kappa FITC, lambda PE (Beckman Coulter, BD Biosciences, 
США). Данные иммунофенотипирования анализи-
ровали с использованием программы Kaluza v2.1 
(Beckman Coulter, США). Стратегию гейтирования 
строили согласно международному стандартизован-
ному протоколу [31].

В  зависимости от гематологического ответа на 
проводимую терапию выделены две группы больных: 
первая (n = 20) — с удовлетворительным гематологи-
ческим ответом (МОБ < 1 %), вторая (n = 13) — с не
удовлетворительным (МОБ ≥ 1 %).

Статистический анализ
Статистическую обработку результатов иссле-

дования выполняли в программе Statistica 13.0 с 
применением критерия Шапиро—Уилка для малых 
выборок. Сравнение групп проводилось с помощью 
непараметрического U-критерия Манна—Уитни. 
Результаты представлены в виде медианы и меж-
квартильного интервала (Q25–Q75). Статистически 
значимыми считали различия при p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Иммунофенотипирование костного мозга у больных 
ХЛЛ позволило выявить ряд различий в составе лим-
фоцитов до начала лечения и после 6 циклов проти-
воопухолевой терапии, включавшей ритуксимаб, при 
различном гематологическом ответе. Так, до лечения 
в составе костного мозга при иммунофенотипиро-
вании преобладала популяция опухолевых В-клеток 
с фенотипом CD19+/CD5+/CD23+. Относительное со-
держание опухолевых В-клеток у пациентов группы I 
с МОБ  <  1  % было в 1,4  раза меньше в сравнении с 
группой II (МОБ ≥ 1 %) (табл. 1).

После противоопухолевого лечения в обеих 
группах отмечалось статистически значимое снижение 
числа опухолевых В-клеток. Однако их количество 
в группе  I уменьшилось в 554,6 раза, а в группе  II — 
только в 14,4 раза. Сходная динамика прослеживается 
и в отношении субпопуляции В-клеток CD19+/CD5+/
CD23+/CD38+. Так, в группе  I, характеризующейся 
более низким уровнем показателя до лечения, отме-
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чено статистически значимое более интенсивное сни-
жение экспрессии CD38 после лечения в сравнении с 
группой II (в 30 и 4 раза соответственно). До лечения 
относительное содержание субпопуляции В-клеток 
СD19+/CD5+/CD23+/ZAP-70+ в группе I было в 4,9 раза 
меньше в сравнении с группой  II, однако различия 
оказались статистически незначимыми. Наряду с этим 
число В-клеток СD19+/CD5+/CD23+/ZAP-70+ после ле-
чения снизилось до нулевых значений в обеих группах 
больных. По-разному представлена и экспрессия PD-1, 
PD-L1, LAG-3 на опухолевых В-клетках при различном 
с точки зрения МОБ-статуса ответе пациентов на про-
тивоопухолевую терапию. До лечения относительное 
содержание В-клеток CD19+/CD5+/CD23+/PD-1+ в 
группе  I было в 2,9 раза ниже, чем в группе  II. После 
лечения их число снизилось в группе  I в 241 раз, а в 
группе  II  — в 11,6  раза. До  начала терапии относи-
тельное содержание В-клеток CD19+/CD5+/CD23+/
PD-L1+ обнаруживалось в следовых количествах в 
обеих группах. После лечения данная субпопуляция 
В-лимфоцитов вовсе отсутствовала в костном мозге 
у всех больных. Наряду с этим до лечения число 
В-клеток CD19+/CD5+/CD23+/LAG-3+ в группе I было 
в 3,1 раза ниже, чем в группе II. После лечения число 
В-клеток этой субпопуляции снизилось в группе  I 
в 556 раз, а в группе II — в 8,3 раза.

Среди В-лимфоцитов в костном мозге больных 
ХЛЛ присутствует и субпопуляция неопухолевых 
В-лимфоцитов CD19+/CD5–/CD23–. Обращает на себя 
внимание, что у больных группы I имел место более 
высокий исходный уровень неопухолевых В-клеток со 
статистически значимым нарастанием их числа после 
противоопухолевого лечения более чем в 10  раз. 
В то же время группа II отличалась следовым числом 
неопухолевых В-лимфоцитов в костном мозге как до, 
так и после лечения ХЛЛ. Экспрессия антигенов CD38 
и ZAP-70 на мембране неопухолевых В-лимфоцитов 
отсутствовала у всех больных ХЛЛ.

Поскольку в микроокружении опухоли при ХЛЛ 
в костном мозге присутствуют Т-клетки, мы изучили 
их субпопуляционный состав в динамике на фоне 
лечения (табл. 2).

Согласно нашим данным, в костном мозге до 
лечения у больных из группы I отмечалось статисти-
чески значимо более высокое число Т-лимфоцитов по-
пуляций CD3+, CD4+, CD8+, включая экспрессирующие 

PD-1, но не PD-L1 и LAG-3. Оценка экспрессии ряда до-
полнительных маркеров на Т-лимфоцитах основных 
субпопуляций показала, что исходное количество 
Т-клеток CD8+/CD28+, CD8+/CD28–, а также Т-клеток 
CD8+/CD38+ было выше в группе  I в сравнении с 
группой  II. При  этом количество Т-регуляторных 
клеток (Treg) CD4+/CD25high+ в анализируемых 
группах статистически значимо не различалось.

После противоопухолевого лечения ХЛЛ проис-
ходит ряд изменений в Т-клеточном составе костного 
мозга, а именно наблюдается увеличение относитель-
ного содержания Т-клеток CD3+, CD4+, CD8+, включая 
экспрессирующие PD-1, но не PD-L1 и LAG-3, которые 
остаются без изменения или снижаются до нулевых 
значений. Различия между больными I и II групп после 
лечения отмечались в относительном содержании 
субпопуляции Т-лимфоцитов CD3+ преимущественно 
за счет экспрессирующих PD-1 Т-клеток. Количество 
Т-клеток CD3+/PD-1+ увеличилось у больных группы I 
в 2,5 раза, а группы II — в 18,2 раза. Менее выражено 
и повышение числа Т-лимфоцитов CD4+/PD-1+ 
у  больных группы  I по сравнению с группой  II (в 3,4 
и 8 раз соответственно). Эти различия, по-видимому, 
обусловлены увеличением количества Treg в обеих 
группах, однако с меньшей интенсивностью у больных 
с МОБ < 1 %, чем с МОБ ≥ 1 % (в 20,6 и 39,7 раза соот-
ветственно). Экспрессия PD-L1, исходно умеренная, 
снижалась до нулевых значений после лечения вне 
зависимости от МОБ-статуса. Наряду с этим у всех 
больных ХЛЛ до терапии отмечался низкий уровень 
экспрессии LAG-3 на Т-лимфоцитах CD3+ и CD4+. Од-
нако после лечения экспрессия LAG-3 не определялась 
только у больных группы I. После терапии регистри-
ровалось статистически значимое повышение числа 
всех исследованных субпопуляций Т-лимфоцитов 
CD8+, преимущественно за счет Т-клеток, экспрес-
сирующих PD-1. Так, у больных группы  I отмечалось 
повышение уровня Т-клеток CD8+ в 3,3  раза, а в 
группе  II  — в  29,4  раза. Число Т-клеток CD8+/CD28+ 
повысилось в 2,7 и 52,6 раза в группах I и II соответ-
ственно, а количество Т-клеток CD8+/CD28–  — в  5,4 
и 19  раз соответственно (p  <  0,001). При  этом до 
лечения экспрессия PD-1 обнаруживалась на всех 
Т-клетках CD8+/CD38+, а после лечения отмечалось 
значительное увеличение их количества: в группе I — 
в 46,9 раза, в группе II — в 147 раз.

Таблица 1. Субпопуляционный состав В-лимфоцитов костного мозга в группах больных ХЛЛ с различным гематологическим ответом 
на противоопухолевую терапию

Субпопуляция В-лимфоцитов
До лечения После лечения

Группа I Группа II Группа I Группа II
CD19+/CD5–/CD23– 0,65* (0,3; 0,9) 0,0* (0,0; 0,1) 7,4*,** (6,4; 9,7) 0,0*,** (0,0; 0,9)
CD19+/CD5+/CD23+ 66,55* (58,35; 80,00) 92,4* (90,0; 96,0) 0,12*,** (0,05; 0,30) 6,4*,** (3,0; 11,5)
CD19+/CD5+/CD23+/CD38+ 3,0* (0,65; 29,70) 14,2* (3,0; 70,4) 0,1*,** (0,05; 0,20) 3,5*,** (1,6; 9,2)
СD19+/CD5+/CD23+/ZAP-70+ 2,75 (0,2; 25,6) 13,5 (3,7; 33,1) 0,0 (0,0; 0,0) 0,0** (0,0; 0,7)
CD19+/CD5–/CD23–/PD-1+ 0,0 (0,0; 0,05) 0,0 (0,0; 0,1) 0,0 (0,0; 0,0) 0,0 (0,0; 0,0)
CD19+/CD5+/CD23+/PD-1+ 24,1* (20,9; 29,8) 70,1* (69,3; 75,2) 0,1*,** (0,05; 0,25) 6,0*,** (2,0; 10,9)
CD19+/CD5+/CD23+/PD-L1+ 0,25 (0,15; 0,85) 0,3 (0,1; 1,0) 0,0 (0,0; 0,0) 0,0 (0,0; 0,0)
CD19+/CD5+/CD23+/LAG-3+ 13,9* (12,7; 17,9) 43,4* (39,9; 46,6) 0,025*,** (0,0; 0,2) 5,2*,** (2,0; 11,0)
Данные представлены как медиана (Q25; Q75) числа клеток (%).
* Статистически значимые различия между группами I и II (p < 0,001).
** Статистически значимые различия в сравнении с показателями до лечения (p < 0,001).
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Таблица 2. Субпопуляционный состав Т-лимфоцитов костного мозга в группах больных ХЛЛ с различным гематологическим ответом 
на противоопухолевую терапию

Субпопуляция Т-лимфоцитов
До лечения После лечения

Группа I Группа II Группа I Группа II
CD3+ 30,5* (18,00; 38,35) 5,8* (2,1; 8,5) 78,0** (74,6; 80,5) 83,6** (74,5; 86,8)
CD3+/PD-1+ 13,35* (9,45; 16,40) 4,0* (0,8; 5,1) 33,3*,** (23,9; 64,1) 73,1*,** (56,5; 83,1)
CD3+/PD-L1+ 0,1 (0,0; 0,3) 0,1 (0,0; 0,35) 0,0 (0,0; 0,0) 0,0 (0,0; 0,0)
CD3+/LAG-3+ 0,34 (0,20; 0,45) 0,35 (0,25; 0,55) 0,0 (0,0; 0,0) 0,25 (0,25; 0,35)
CD3+/CD4+ 16,1* (10,15; 22,30) 3,8* (1,3; 5,5) 40,5*,** (39,0; 41,7) 31,1*,** (28,2; 33,2)
CD3+/CD4+/PD-1+ 10,4* (7,7; 11,1) 3,5* (1,2; 4,9) 35,6*,** (32,9; 38,4) 28,1*,** (27,3; 30,0)
CD3+/CD4+/PD-L1+ 0,1 (0,0; 0,2) 0,1 (0,1; 0,3) 0,0 (0,0; 0,1) 0,0 (0,0; 0,0)
CD3+/CD4+/LAG-3+ 0,3 (0,25; 0,50) 0,3 (0,2; 0,4) 0,0 (0,0; 0,0) 0,2 (0,2; 0,3)
CD3+/CD4+/CD25high+ 0,32 (0,2; 0,4) 0,36 (0,3; 0,5) 6,6*,** (4,4; 11,3) 14,3*,** (11,0; 14,8)
CD3+/CD4+/CD25high+/PD-1+ 0,32 (0,2; 0,4) 0,36 (0,3; 0,5) 6,1*,** (4,2; 7,3) 14,1*,** (10,5; 14,8)
CD3+/CD8+ 10,7* (7,35; 17,90) 1,8* (0,9; 3,6) 36,7*,** (35,0; 37,9) 55,6*,** (46,0; 56,7)
CD3+/CD8+/PD-1+ 9,95* (7,10; 17,45) 1,5* (0,8; 3,0) 32,8*,** (30,2; 36,5) 44,2*,** (42,6; 53,7)
CD3+/CD8+/LAG-3+ 0,0 (0,0; 0,02) 0,02 (0,0; 0,02) 0,0 (0,0; 0,0) 0,0 (0,0; 0,0)
CD3+/CD8+/CD28+ 4,8* (2,8; 8,6) 0,7* (0,1; 0,9) 12,9*,** (12,3; 14,0) 36,8*,** (30,0; 37,0)
CD3+/CD8+/CD28+/PD-1+ 4,35* (2,05; 7,70) 0,5* (0,1; 0,7) 12,8*,** (11,0; 15,3) 31,1*,** (29,3; 36,1)
CD3+/CD8+/CD28– 4,25* (2,50; 6,75) 0,9* (0,3; 1,0) 23,0*,** (20,2; 25,0) 17,2*,** (13,6; 19,9)
CD3+/CD8+/CD28–/PD-1+ 3,35* (2,15; 6,05) 0,4* (0,1; 0,7) 21,1*,** (19,5; 24,3) 16,9*,** (12,6; 19,2)
CD3+/CD8+/CD38+ 0,7* (0,45; 1,05) 0,3* (0,3; 0,5) 32,8*,** (30,2; 36,5) 44,2*,** (42,6; 53,7)
CD3+/CD8+/CD38+/PD-1+ 0,7* (0,45; 1,05) 0,3* (0,3; 0,5) 32,8*,** (30,2; 36,5) 44,2*,** (42,6; 53,7)
Данные представлены как медиана (Q25; Q75) числа клеток (%).
* Статистически значимые различия между группами I и II (p < 0,001).
** Статистически значимые различия в сравнении с показателями до лечения (p < 0,001).

Таблица 3. Субпопуляционный состав NK-клеток костного мозга в группах больных ХЛЛ с различным гематологическим ответом 
на противоопухолевую терапию

Субпопуляция NK-клеток
До лечения После лечения

Группа I Группа II Группа I Группа II
CD3–/CD16+/CD56+ 1,4 (0,95; 2,00) 1,0 (0,7; 1,6) 15,6*,** (14,6; 17,1) 10,1*,** (9,2; 14,0)
CD3–/CD16+/CD56+/PD-1+ 0,0 (0,0; 0,1) 0,0 (0,0; 0,1) 12,1*,** (11,3; 13,9) 9,4*,** (8,1; 12,6)
CD3–/CD16+/CD56+/LAG-3+ 0,1 (0,1; 0,2) 0,2 (0,1; 0,3) 1,0*,** (0,9; 1,2) 1,6*,** (1,2; 2,1)
Данные представлены как медиана (Q25; Q75) числа клеток (%).
* Статистически значимые различия между группами I и II (р < 0,001).
** Статистически значимые различия в сравнении с показателями до лечения (р < 0,001).

Анализ популяции NK-клеток в костном мозге 
больных ХЛЛ также показал ряд отличий (табл. 3).

До начала противоопухолевого лечения ХЛЛ отме-
чалось пониженное число NK-клеток в костном мозге 
больных обеих групп без статистически значимых раз-
личий между ними. После лечения обращало на себя 
внимание значительное статистически значимое по-
вышение числа NK-клеток в обеих группах, но с разной 
интенсивностью (в группе  I в 11,2 раза, в группе  II в 
10,1 раза). Группа I характеризовалась более высоким 
содержанием лимфоцитов CD3–/CD16+/CD56+, вклю- 
чая NK-клетки, экспрессирующие PD-1. Однако от-
носительное содержание NK-клеток CD3–/CD16+/
CD56+/LAG-3+ у этих больных было ниже, чем в 
группе II. Таким образом, при персистенции МОБ ≥ 1 % 
после лечения в костном мозге отмечались более 
низкий уровень клеток CD3/CD16+/CD56+, более 
высокая доля клеток CD3–/CD16+/CD56+/LAG-3+ и 
уменьшение количества клеток CD3–/CD16+/CD56+/
PD-1+, что может указывать на прогностически небла-
гоприятные изменения в микроокружении опухоли 

при ХЛЛ. Экспрессия PD-L1 на NK-клетках костного 
мозга у больных ХЛЛ не обнаружена.

ОБСУЖДЕНИЕ

Согласно полученным в настоящем исследовании 
данным, до лечения костный мозг у больных с 
впервые диагностированным ХЛЛ характеризуется 
выраженным преобладанием клона опухолевых 
В-клеток (CD19+/CD5+/CD23+), многие из которых 
экспрессируют LAG-3 и PD-1, но не его лиганд 
PD-L1. Эффективная противоопухолевая терапия 
сопровождается постепенным частичным вос-
становлением пула неопухолевых В-лимфоцитов 
(CD19+/CD5–/CD23–). Однако, несмотря на то что 
опухолевые В-клетки полностью не элиминируются, 
Т-лимфоцитарное и NK-клеточное микроокружение 
опухоли имеет тенденцию к восстановлению, судя 
по их количеству. При  этом, если данное явление 
сопровождается восстановлением функциональной 
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активности клеток микроокружения опухоли, то это 
может обеспечить длительную ремиссию. О функцио-
нальной активности Т-клеток косвенно можно судить 
по экспрессии на их мембране молекул PD-1 и LAG-3, 
характеризующих «истощение». Маркер PD-1 после 
лечения ХЛЛ экспрессируется на большей части Т- и 
NK-клеток костного мозга, а экспрессия LAG-3 незна-
чительная.

В динамике на фоне противоопухолевого лечения 
выявлены различия в лимфоцитарном составе 
костного мозга как до начала терапии, так и после 
6 циклов. Так, у пациентов группы II еще до начала ле-
чения в костном мозге отмечался значительно более 
низкий уровень неопухолевых В-лимфоцитов и более 
высокий  — опухолевых В-клеток, экспрессирующих 
PD-1 и LAG-3, в сравнении с группой  I. Аналогичные 
данные были получены нами ранее при определении 
экспрессии PD-1 и LAG-3 на B-лимфоцитах перифе-
рической крови больных ХЛЛ. Экспрессия указанных 
маркеров была выявлена на поверхности В-клеток у 
больных ХЛЛ еще до начала лечения. При этом более 
высокий исходный уровень экспрессии PD-1 и LAG-3 
отмечался у пациентов с МОБ ≥ 1 % после завершения 
терапии [32, 33]. Нами ранее разработан способ про-
гнозирования течения ХЛЛ, который вполне может 
использоваться при стратификации больных ХЛЛ на 
группы риска с учетом экспрессии PD-1 и LAG-3 на 
B-лимфоцитах периферической крови до лечения (па-
тент на изобретение №  2788816 С1  от 24.01.2023  г.) 
[34].

Более высокая экспрессия LAG-3 на клетках CD4+, 
CD3–/CD16+/56+ костного мозга и PD-1 на Т-клетках 
CD8+/CD28+, отмеченная после лечения у больных 
группы  II по сравнению с группой  I, в свою очередь, 
свидетельствует об истощении субпопуляций Т- и NK-
клеток. Известно, что LAG-3 экспрессируется на раз-
личных типах клеток, включая T-клетки CD4+, CD8+ и 
Treg. Экспрессия LAG-3 необходима для обеспечения 
нормального гомеостаза Т-лимфоцитов [35]. Однако 
постоянная антигенная стимуляция, наблюдаемая 
при злокачественных новообразованиях, вызывает 
постоянную экспрессию LAG-3 на Т-клетках, что при-
водит к функциональному их истощению, следствием 
чего становится подавление иммунного ответа. 
Экспрессия LAG-3 на Т-клетках обусловливает сни-
жение продукции цитокинов и гранзимов, угнетение 
их пролиферации, но с сохранением способности к 
дифференцировке в направлении Treg. В  последних 
LAG-3 способствует продукции иммуносупрессивных 
цитокинов интерлейкина-10 и трансформирующего 
фактора роста-β1 (TGF-β1) [36, 37].

Обычно LAG-3 рассматривают в контексте экс-
прессии PD-1, подчеркивая тем самым способность 
этих молекул потенцировать иммуносупрессивное 
действие, в частности, на антигенспецифические 
Т-лимфоциты CD8+ [38, 39]. Однако до настоящего 
времени не установлено, какие сигнальные пути могут 
быть задействованы для обеспечения синергизма 
функционирования молекул LAG-3 и PD-1 и всегда 
ли этот синергизм реализуется. Среди проблемных 
моментов, упомянутых в обзоре E. Ruffo и соавт., отме-
чена возможность использования экспрессии LAG-3 
в качестве прогностического биомаркера и описано, 

при каких опухолях это может быть наиболее инфор-
мативно [40]. Согласно полученным нами данных, 
имеются все основания полагать, что оценка экс-
прессии LAG-3 и PD-1 вполне может использоваться 
при прогнозировании течения ХЛЛ.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Установлены различия по содержанию субпопуляций 
В-, Т-лимфоцитов и NK-клеток, экспрессирующих PD-1, 
LAG-3, в костном мозге больных ХЛЛ с различным 
ответом на противоопухолевую терапию, вклю-
чающую ритуксимаб. Выявлен ряд потенциально 
прогностических показателей, предопределяющих 
возможность достижения гематологического ответа. 
Гиперэкспрессия PD-1 и LAG-3 на Т-лимфоцитах ми-
кроокружения ХЛЛ у больных с МОБ ≥ 1 % свидетель-
ствует о том, что, несмотря на количественное восста-
новление Т-клеток после лечения, большая часть из 
них имеет фенотип «истощенных» и, следовательно, 
функционально дефектных клеток. Таким образом, 
прицельная оценка экспрессии PD-1 и LAG-3 на В-, Т- и 
NK-клетках костного мозга у больных ХЛЛ до начала 
терапии может служить дополнительным критерием, 
определяющим степень иммунной дисфункции, 
а  также фактором прогноза течения ХЛЛ, что может 
быть полезным при назначении противоопухолевой 
терапии.
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