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Резюме
Введение. Острый миелоидный лейкоз (ОМЛ) – один из самых распространенных 

видов опухолей кроветворной системы с низким показателем 5-летней выживаемости. 
«Золотым стандартом» лечения этого заболевания, особенно для молодых пациентов, 
является химиотерапевтический курс «7+3» – комбинация цитарабина и антрациклино-
вого антибиотика, обычно даунорубицина. Лимфоциты играют ключевую роль в имму-
нологическом надзоре над опухолями различной локализации. В этом исследовании мы 
провели детальный анализ эффектов воздействия химиотерапевтической схемы «7+3» 
на лимфоциты костного мозга, а также изучили некоторые параметры лимфоцитов, ха-
рактерные для пациентов с ОМЛ.

Цель исследования – изучение клеточного состава и фенотипических особенностей 
лимфоцитов костного мозга больных ОМЛ на разных стадиях терапии по схеме «7+3».

Материал и методы. Были получены образцы аспирата костного мозга от 61 паци-
ента с ОМЛ. Среди них было отобрано 16 пациентов, которые проходили лечение по клас-
сической схеме «7+3». У них были получены образцы костного мозга до и после терапии 
в одинаковые временные промежутки в течение первых 3 нед посттерапевтического 
периода. Для получения лейкоцитов из аспиратов костного мозга в образцы добавляли 
буфер для лизирования эритроцитов, затем лейкоциты окрашивали набором антител, ко-
торый включал анти-CD3-, CD4-, CD8-, CD16-, CD19-, CD45-, CD56- и CD57-антитела. 
Анализ клеточного состава и экспрессии указанных молекул проводили на проточном 
цитометре «BD Aria II» с использованием программного пакета FlowJo.

Результаты. В группе обследованных пациентов с ОМЛ (n = 16) выявлены измене-
ния в соотношении популяций лимфоцитов в ходе проведения терапии. B-клетки оказа-
лись крайне чувствительными к терапии по схеме «7+3» – они практически полностью 
элиминировались в раннем посттерапевтическом периоде. Количество НК-клеток вос-
станавливалось спустя 2–3 нед после окончания курса химиотерапии. Среди общей по-
пуляции больных ОМЛ (n = 61) отношение CD4+-/CD8+-T-лимфоцитов было несколько 
повышено, однако лежало в пределах нормальных значений. Выявлены 3 пациента, НК-
клетки которых не экспрессировали CD16, тем не менее эта фенотипическая особен-
ность не влияла на эффективность химиотерапии.

Заключение. Настоящее исследование выявило закономерности изменения соотно-
шения популяций лимфоцитов и их поверхностного фенотипа под воздействием химио-
терапевтической схемы «7+3». Кроме того, впервые было описано отсутствие экспрес-
сии функционально важной поверхностной молекулы CD16 на НК-клетках некоторых 
пациентов, что может иметь большое значение, особенно при потенциальном внедрении 
терапии ОМЛ моноклональными антителами.
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Введение
Острый миелоидный лейкоз (ОМЛ) – группа онко-

логических заболеваний костного мозга (КМ), характе-
ризующаяся неблагоприятным прогнозом, высокой час-
тотой рецидивов и манифестацией в пожилом возрасте 
[1]. Важнейшую роль в иммунопатогенезе онкологичес-
ких заболеваний играют лимфоциты [2–4]. Химиоте-
рапия, которая применяется для лечения ОМЛ, может 

существенно влиять как на клеточный состав лимфо-
цитов, так  и на их фенотипические особенности [5, 6]. 
Подобные воздействия неизбежно влекут за собой изме-
нение активности лимфоцитов и, в итоге, выраженность 
противоопухолевого иммунного ответа.

Наиболее частой химиотерапевтической схемой, 
используемой в качестве индукционной терапии ОМЛ 
первой линии, является так называемый режим «7+3», 
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Abstract
Introduction. Acute myeloid leukemia is one of the most common types of blood cancers 

with low fi ve-year survival rate and poor prognosis. The gold standard of treatment for this 
disease is a chemotherapy scheme called «7+3» which stands for a combination of cytarabine 
and an anthracycline antibiotic, usually daunorubicin. Lymphocytes play a pivotal role in can-
cer immunosurveillance. In this study, we conducted a detailed analysis of the effects of the 
«7+3» chemotherapy regimen on bone marrow lymphocytes and examined several parameters 
of lymphocytes from patients with acute myeloid leukemia. 

Aim of the study is to investigate the percentage and phenotypic characteristics of bone 
marrow lymphocytes in AML patients at different stages of «7+3» chemotherapy course. 

Material and methods. Bone marrow aspirate samples were obtained from 61 AML pa-
tients. Among them, 16 patients were treated according to the classical «7+3» scheme and had 
at least two samples before and after therapy. Erythrocyte lysis buffer was used to isolate leu-
kocytes from bone marrow aspirates, then cells were stained with a panel of antibodies, which 
included anti-CD3-, CD4-, CD8-, CD16-, CD19-, CD45-, CD56- and CD57-antibodies. FACS 
analysis was performed on a BD Aria II fl ow cytometer and data were analyzed using FlowJo 
software. 

Results. The ratio of lymphocyte populations changed during the therapy in the group 
of 16 AML patients. We found out that B cells were extremely sensitive to «7+3» therapy; they 
were eliminated by the early post-therapeutic period. NK cells began to recover 2–3 weeks 
after the end of the course of chemotherapy. Within the total group of 61 AML patients the ratio 
of CD4+/CD8+ T cells was slightly increased, although this parameter stayed within the normal 
range. 3 patients whose NK cells did not express CD16 were identifi ed, however, this pheno-
type did not affect the effectiveness of chemotherapy and patient outcomes. 

Conclusion. The present study revealed patterns of changes in the ratio of lymphocyte 
populations and their surface phenotype under the infl uence of the «7+3» chemotherapy regi-
men. In addition, the lack of expression of the surface molecule CD16 on the NK cells of some 
patients was demonstrated.
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что расшифровывается как «7 дней стандартных доз 
цитарабина с последующими 3 днями даунорубицина 
или другого антрациклинового антибиотика» [7]. Цита-
рабин представляет собой модифицированный аналог 
цитидина и по механизму действия относится к группе 
антиметаболитических цитостатических средств. 
Антрациклиновые антибиотики также принадлежат 
к группе антиметаболитических средств, механизм дей-
ствия которых заключается в ингибировании синтеза 
нуклеиновых кислот [8]. Режим «7+3» является весьма 
агрессивным способом терапии ОМЛ и наиболее часто 
применяется для лечения относительно молодых па-
циентов [7]. Большая часть побочных эффектов этого 
химиотерапевтического режима связана с неспецифич-
ностью цитостатического действия входящих в него 
препаратов, которые элиминируют не только опухоле-
вые, но и другие быстроделящиеся клетки, в том числе 
предшественники лимфоцитов [7, 9]. Также было по-
казано, что интенсивный курс химиотерапии способен 
приводить к лимфоцитопении за счет разрушения зре-
лых лимфоцитов, особенно B-клеток [10, 11]. Помимо 
лимфоцитарных популяций в значительной степени 
страдает гранулоцитарный росток – как от самого за-
болевания, так и в результате цитотоксической химио-
терапии. Для пациентов с ОМЛ характерна стойкая ярко 
выраженная нейтропения [12].

Однако результаты ряда исследований демонстри-
руют, что эффекты цитостатических препаратов на им-
мунную систему человека не ограничиваются простой 
элиминацией иммунных клеток [5, 6, 13]. Так, например, 
было показано, что несмотря на выраженную лимфоци-
топению, химиотерапевтические препараты провоци-
руют экспансию особой субпопуляции CD4+NKG2D+-
T-клеток, количество которых прямо пропорционально 
благоприятным исходам у больных меланомой [14]. 
5-фторурацил увеличивает продукцию интерферона γ 
(ИФН-γ) CD8+-T-лимфоцитами, инфильтрирующими 
опухоль [15]. Мыши, вакцинированные опухолевыми 
клетками, которые подвергались воздействию доксиру-
бицина in vitro, развивают значительно более выражен-
ный противоопухолевый CD4+-T-клеточный иммунный 
ответ и в целом показывают увеличенную продолжи-
тельность жизни по сравнению с мышами, вакциниро-
ванными опухолевыми клетками, которые не подверга-
лись воздействию доксирубицина [16].

Помимо T-лимфоцитов, химиотерапия может влиять 
на жизнеспособность и функциональную активность 
НК-клеток, причем 2 разными способами: напрямую, 
изменяя поверхностную экспрессию ряда функцио-
нально активных рецепторов НК-клеток, и косвенно, 
влияя на опухолевые клетки и, как следствие, изменяя 
цитотоксическую способность НК-клеток [17, 18]. Так, 
малые дозы циклофосфамида значительно усиливают 
противоопухолевую активность НК-клеток и селек-
тивно угнетают популяцию иммунносупрессивных 
Тreg-лимфоцитов [19]. Примером благоприятного для 
элиминации НК-клетками изменения фенотипа кле-
ток опухоли является увеличение экспрессии B7-H6, 

лиганда к активирующему НК-клеточному рецептору 
NKp30, под воздействием ряда химиотерапевтических 
средств [17, 20].

Вышеописанные примеры воздействия химиотера-
пии на лимфоциты демонстрируют сложность и неод-
нозначность иммунологических эффектов химиотера-
певтических средств. Понимание того, что происходит 
с иммунными клетками под воздействием химиотера-
певтических препаратов, является необходимым усло-
вием для разработки новых комбинаций химиотерапии 
с иммунотерапевтическими средствами. Кроме того, 
представление об изменениях фенотипа лимфоцитов 
под действием химиотерапии позволяет судить о роли 
иммунных клеток на разных стадиях течения ОМЛ.

Настоящее исследование фокусируется на изучении 
количественных соотношений основных популяций 
лимфоцитов и оценке экспрессии 2 важных маркеров 
НК-клеток – поверхностных молекул CD16 и CD57.

Материал и методы
Характеристика пациентов. В исследуемую 

группу был включен 61 пациент с диагнозом «острый 
миелоидный лейкоз». На момент постановки диагноза 
ни один из пациентов не проходил противоопухолевое 
лечение в течение, как минимум, 3 лет. Последующие 
терапевтические мероприятия были проведены на базе 
госпиталя Фокс-Чейзовского онкологического центра 
(Fox Chase Cancer Center, Philadelphia, PA, USA) или 
Больницы Джинс (Jeanes Hospital, Philadelphia, PA, 
USA). Исследование выполнено в соответствии с Хель-
синкской декларацией Всемирной медицинской ассоци-
ации «Этические принципы проведения научных меди-
цинских исследований с участием человека в качестве 
испытуемог о». Этические и методологические аспекты 
исследования были одобрены комиссией специалистов 
IRB (англ. Institutional review board) Фокс-Чейзовского 
онкологического центра (протокол № 17-9023). Объек-
том исследования служили образцы аспирата красного 
КМ пациентов, полученные до терапевтических меро-
приятий и на разных этапах посттерапевтического пе-
риода. Забор аспирата КМ осуществлялся из заднего 
гребня подвздошной кости таза в количестве 0,5–3,0 мл 
в пробирки с натриевой солью гепарина.

В общей группе пациентов (n = 61) были приме-
нены смешанные терапевтические схемы, в том числе 
терапия гипометилирующими препаратами и модерни-
зированными схемами «7+3», поэтому образцы из этой 
группы использовали только для анализа экспрессии 
CD16 на НК-клетках пациентов и определения отноше-
ния CD4+/CD8+ в популяции больных ОМЛ. Из общей 
группы отобраны 16 пациентов, которые проходили 
лечение по схеме «7+3» в классическом виде, без при-
менения дополнительных лекарственных средств. Об-
разцы, полученные от этой группы пациентов, были 
разделены на 3 подгруппы. 1-я подгруппа включала 
образцы КМ, полученные до лечения, и представляла 
базовый уровень клеточного состава и экспрессии мар-
керов (n = 16). Во 2-ю подгруппу вошли образцы, полу-
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ченные в период 1–7 дней (1-я неделя) с момента окон-
чания курса химиотерапии. Изменения, обнаруженные 
в этих образцах, были интерпретированы как ранние 
посттерапевтические изменения (n = 7). 3-я подгруппа 
включала образцы КМ, полученные в период 8–21 день 
(2–3-я неделя) после окончания терапии, эта группа ха-
рактеризовала поздние посттерапевтические изменения 
(n = 15).

Проточная цитометрия. Для лизирования эритро-
цитов в образцах КМ использовали лизирующий буфер 
(BD FACS Lysing Solution, Becton Dickinson, США). 
Полученные клетки окрашивали моноклональными 
антителами (МкАт), конъюгированными с флуорохро-
мами. В настоящем исследовании была использована 
панель антител (Ат), подразумевающая наличие 3 от-
дельных пробирок – для исследования B-клеток (CD3, 
CD19, CD45), Т-клеток (CD3, CD4, CD8, CD45) и НК-
клеток (CD3, CD8, CD16, CD45, CD56, CD57). Анализ 
клеточного состава и фенотипа лимфоцитов КМ иссле-
довали методом проточной цитометрии на цитометре 
«ARIA II» (Becton Dickinson, США).

Анализ данных проточной цитометрии. Стратегия 
определения клеточных популяций включала несколько 
этапов. На первом этапе из общей массы клеток КМ ис-
ключали клеточные конгломераты путем выделения со-
бытий, находящихся в прямой линейной зависимости 
в координатах прямого светорассеяния FSC-A (forward 
scatter – area) и FSC-H (forward scatter – height). В по-
лученном массиве клеток определяли лимфоциты как 
CD45+SSClow-клетки. Внутри популяции лимфоцитов 
разделяли T-клетки (CD3+-лимфоциты), НК-клетки 
(CD3–CD56+-лимфоциты) и B-клетки (CD3–CD56–

CD19+-лимфоциты).
Статистическую обработку полученных дан-

ных проводили в компьютерных программах Graph 
Pad Prism 7.03 (GraphPad Software Inc., США), MatLab 
(MathWorks Inc., США) и Microsoft Offi ce Excel (Micro-
soft, США). Для установления статистической значи-
мости между параметрами в разных временных точках 
(до лечения, в течение 1-й недели после окончания те-
рапии и в течение 2–3-й недели после окончания тера-
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Рис. 1. Анализ соотношения клеточных популяций костного мозга (КМ) пациентов с острым миелоидным лейкозом (ОМЛ) 
А – изменение доли лимфоцитов от общего числа лейкоцитов пациентов ОМЛ до и после проведения терапии по схеме «7+3»; 
Б – динамика изменения доли B-клеток от общего числа лимфоцитов до и после проведения терапии по схеме «7+3»; В – динами-
ка изменения доли T-клеток от общего числа лимфоцитов до и после проведения терапии по схеме «7+3»; Г – динамика измене-
ния доли НК-клеток от общего числа лимфоцитов до и после проведения терапии по схеме «7+3»; слева – значения параметров 
для каждого пациента, справа – данные представлены в виде медианы.
Здесь на рис. 2–5: * – 0,01 < p < 0,05; ** – 0,001 < p < 0,01; *** – 0,0001 < p < 0,001; **** – 0,0001 < p.
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пии) использовали непараметрический критерий Вил-
коксона. Статистически значимыми считали значения 
p < 0,05.

Результаты
При анализе соотношений клеточных популяций 

обнаружено значительное повышение доли лимфоци-
тов среди лейкоцитов КМ в течение 1-й недели после 
окончания терапии (рис. 1А). В дальнейшем, в период 
поздних изменений, процентное содержание лимфоци-
тов возвращается на базовый уровень.

Среди популяций лимфоцитов особенно явно вы-
ражено снижение доли B-клеток (рис. 1Б). Массовая 
гибель B-клеток начинается на ранних посттерапевти-
ческих этапах, а их доля от общего числа лимфоцитов 
не восстанавливается, как минимум, в течение первых 
3 нед после окончания химиотерапии.

Содержание Т-клеток, напротив, повышается в тече-
ние этого промежутка времени (рис. 1В). Медиана доли 
Т-клеток изменяется с 76,15 % в стадии «до лечения» 
до 94,13 % в позднем посттерапевтическом периоде 
(p = 0,0001). 

Изменение доли НК-клеток от общего числа лимфо-
цитов носит нелинейный характер (рис. 1Г). Доля НК-
клеток увеличивается в раннем посттерапевтическом 
периоде и возвращается на исходный уровень к 3-й не-
деле после окончания курса терапии.

Из общей группы пациентов несколько выбивается 
1 индивид, характеризующийся большим количеством 
B-клеток среди лимфоцитов КМ в дотерапевтическом 
периоде. Подобные случаи наблюдаются нечасто, од-
нако такие проявления заболевания описаны в литера-
туре и классифицируются как острая лейкемия со сме-
шанным фенотипом [21]. При этом терапевтические 
схемы, применяющиеся у таких пациентов, аналогичны 
схемам для лечения классического ОМЛ.

Проанализировав данные, полученные из образ-
цов КМ до начала терапии в общей группе пациентов 

(n = 61), мы обнаружили, что отношение CD4+-/CD8+-
Т-клеток несколько повышено в популяции больных 
ОМЛ. Медиана этого параметра смещена в область 
границы высоких значений и составляет 1,31 (рис. 2А), 
при этом нормальный диапазон в КМ лежит в пределах 
0,5–1,5 [22]. Интересно, что анализ этого параметра 
в посттерапевтическом периоде среди 16 пациен-
тов, проходящих лечение по схеме «7+3», не вы-
явил никаких статистически значимых изменений 
(рис. 2Б).

Проведен анализ изменения числа CD56+CD3+-Т-
клеток в КМ пациентов. Статистически значимых из-
менений количества этой клеточной субпопуляции 
в течение посттерапевтического периода не обнаружено 
(рис. 3А). Однако интересен тот факт, что среди попу-
ляции CD56+CD3+-Т-клеток с течением времени стано-
вится больше CD8+-T-киллеров, а не других субпопуля-
ций Т-клеток (рис. 3Б). 

При анализе характеристик НК-клеток было обна-
ружено, что доля незрелых CD56brightCD16–-НК-клеток 
увеличивается к 2–3-й неделе посттерапевтического пе-
риода (рис. 4А).

Кроме того, нами проанализирована экспрессия 
CD16 на НК-клетках всех образцов КМ, полученных 
от 61 пациента, до и после проведения химиотерапии. 
Всего изучено 153 образца. Значения средней интенсив-
ности флуоресценции (MFI – англ. Mean fl uorescence in-
tensity) CD16 представлены на рис. 5А. Распределение 
уровня экспрессии оказалось широким (значения MFI 
варьировали от 50 до 38 000 единиц) и носило хаотич-
ный характер. Однако нами было замечено, что клетки 
3 пациентов не экспрессировали CD16 ни в одной из 
временных точек. Эти пациенты представляли интерес 
и их клинические особенности были тщательно проана-
лизированы по архивным данным больницы и консуль-
тациям с их лечащими врачами.

Выборка из 16 пациентов, проходящих лечение по 
схеме «7+3», не включала ни одного пациента с от-
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Рис. 2. Соотношение CD4+/CD8+ в костном мозге (КМ) пациентов с острым миелоидным лейкозом (ОМЛ)
А – распределение значений соотношения CD4+/CD8+ в КМ пациентов с ОМЛ (n = 61) до начала химиотерапии; пунктирными 
линиями отмечены границы распределения значений CD4+/CD8+ в КМ в норме; вертикальная черная линия отображает медиану 
значений у пациентов с ОМЛ; Б – динамика изменения значения CD4+/CD8+ в КМ пациентов с ОМЛ (n = 16) до и после проведения 
терапии; слева – значения параметров для каждого пациента, справа данные представлены в виде медианы.
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сутствием экспрессии поверхностного CD16. Внутри 
этой группы пациентов мы изучили уровень экспрес-
сии CD16 до и после прохождения химиотерапии и не 
обнаружили статистически значимого изменения ни 
в процентном содержании CD16+-НК-клеток (рис. 5Б), 
ни в значении MFI (рис. 5В).

Результаты анализа изменения доли CD57+-клеток 
среди CD56dim-НК-лимфоцитов приведены на рис. 4Б. 
Как видно из графика, статистически значимых измене-
ний этого параметра не обнаружено.

Обсуждение
В проведенном исследовании выявлено повышение 

доли лимфоцитов среди лейкоцитов в ранний постте-
рапевтический период. По-видимому, это объясняется 
элиминацией бластных опухолевых клеток и нейтро-
филов. В позднем посттерапевтическом периоде лейко-

циты начинают восстанавливаться, и доля лимфоцитов 
снижается практически до исходного уровня. Подобная 
тенденция была описана в других исследованиях, опуб-
ликованных ранее [23, 24].

В литературе также имеются сведения о высокой 
чувствительности B-клеток периферической крови 
к химиотерапии, поэтому мы ожидали увидеть подоб-
ный результат и в КМ [11]. Мы показали, что резкая 
элиминация B-клеток происходит в раннем посттера-
певтическом периоде, при этом содержание клеток не 
восстанавливается, как минимум, в течение первых 
3 нед после окончания терапии, что может свидетель-
ствовать о значительном ослаблении гуморального им-
мунного ответа у пациентов после прохождения лече-
ния по схеме «7+3».

Выявленное нами в исследовании повышение доли 
Т-клеток среди лимфоцитов КМ может быть связано с 

Рис. 3. Анализ популяции CD56+-T-клеток в костном мозге (КМ) пациентов с острым миелоидным лейкозом (ОМЛ)
А – изменение доли CD56+-T-клеток от общего числа T-лимфоцитов в КМ пациентов с ОМЛ до и после проведения химиотерапии; 
слева – значения параметров для каждого пациента, справа данные представлены в виде медианы; Б – изменение доли CD8+-T-
клеток среди CD56+-T-лимфоцитов в КМ пациентов с ОМЛ до и после проведения химиотерапии.

Рис. 4. Изменение характеристик НК-клеток в костном мозге (КМ) пациентов с острым миелоидным лейкозом (ОМЛ)
А – изменение доли незрелых CD56bright-НК-клеток от общей популяции НК-клеток в КМ пациентов с ОМЛ до и после проведения 
химиотерапии; слева – значения параметров для каждого пациента, справа данные представлены в виде медианы; Б – доля 
CD57+-клеток среди зрелых CD56dim-НК-клеток до и после проведения химиотерапии.
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резкой элиминацией B-клеток, однако в то же время оно 
иллюстрирует резистентность T-клеток к химиотерапии. 
Продолжительность жизни Т-клеток превышает 100 сут, 
так что, несмотря на гибель клеток-предшественников, 
их количество в КМ остается относительно стабильным.

Интересный нелинейный характер изменения доли 
НК-клеток связан с небольшой продолжительностью их 
жизни, которая в среднем составляет 7–14 дней. Таким 
образом, доля НК-клеток повышается на ранних ста-
диях после терапии из-за элиминации B-клеток, однако 
вскоре после этого НК-клетки начинают погибать по 
естественным причинам, при этом восстановление их 
количества до исходного уровня невозможно из-за не-
достатка клеток-предшественников.

Соотношение CD4+/CD8+ применяется в диагнос-
тике многих заболеваний – от ВИЧ-инфекции до опу-
холей различной этиологии [25]. Нормальные значе-
ния CD4+/CD8+ в КМ лежат в диапазоне от 0,5 до 1,5. 
Смещение этого показателя может говорить о наличии 

заболевания и быть основанием к проведению допол-
нительных исследований [22]. Например, было проде-
монстрировано, что сниженные значения соотношения 
CD4+/CD8+ наблюдаются при некоторых видах рака, 
а также коррелируют с распространением метастазов 
у больных раком легких [26, 27]. Напротив, повыше-
ние соотношения CD4+/CD8+ обнаружено у пациентов 
с фолликулярной лимфомой [28].

Исследуя КМ пациентов с ОМЛ, мы обнаружили, 
что соотношение CD4+/CD8+ смещено к верхней гра-
нице нормы. При этом почти у половины пациентов 
(26 из 61) обнаружено значение CD4+/CD8+ выше гра-
ниц нормального диапазона. Поскольку изменения зна-
чения CD4+/CD8+ с течением времени после проведения 
химиотерапии не обнаружено, можно говорить о том, 
что некоторое повышение этого параметра в популяции 
больных ОМЛ специфично для этого заболевания и не 
связано с видом назначенной терапии.

Рис. 5. Анализ экспрессии поверхностного маркера CD16 на НК-клетках костного мозга (КМ) пациентов с острым миелоидным 
лейкозом (ОМЛ)
А – экспрессия CD16 на НК-клетках КМ пациентов с ОМЛ (n = 153), полученные от 61 пациента до и после проведения химио-
терапии; на оси X – номера образцов, сгруппированные по пациентам и отсортированные в порядке увеличения номера образца; 
по оси Y – значения средней интенсивности флуоресценции (MFI) CD16. Для увеличения разрешения в нижней части графика 
показаны только точки со значением CD16 MFI < 1000 единиц (93 значения из 153). Красным, синим и зеленым цветом выде-
лены точки, соответствующие образцам, полученным от 3 пациентов, не экспрессирующих CD16 на поверхности НК-клеток. 
Б – доля CD16+ зрелых CD56dim-НК-клеток до и после проведения химиотерапии; слева – значения параметров для каждого паци-
ента, справа данные представлены в виде медианы; В – интенсивность флуоресценции (MFI) CD16 на поверхности CD56dim-НК-
клеток до и после проведения химиотерапии; слева – значения параметров для каждого пациента, справа данные представлены 
в виде медианы.
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Было показано, что популяция CD3+CD56+-Т-
лимфоцитов в большей степени включает активиро-
ванные эффекторные Т-клетки [29, 30]. Такие клетки 
обладают повышенной экспрессией цитотоксических 
молекул (например, перфорина) и усиленной способ-
ностью к секреции ИФН-γ [30]. Мы проанализировали 
процентное содержание CD3+CD56+-Т-лимфоцитов 
в КМ пациентов с ОМЛ до и после проведения химио-
терапии. В результате было обнаружено, что доля 
CD3+CD56+-Т-клеток не изменяется после проведения 
химиотерапии. Однако было выявлено, что в позднем 
посттерапевтическом периоде доля CD8+-Т-киллеров 
среди CD56+CD3+-Т-лимфоцитов больше, чем до лече-
ния. Обнаруженный факт позволяет предположить, что 
под действием курса химиотерапии происходит актива-
ция цитотоксических Т-клеток. Известно, что у боль-
ных ОМЛ в целом наблюдается хроническая активация 
CD8+-T-клеток по сравнению со здоровыми донорами, 
однако влияние химиотерапии на этот параметр ранее 
изучено не было [31].

Среди НК-клеток принято выделять 2 субпопуляции 
на основе уровня экспрессии поверхностных марке-
ров CD16 и CD56 [32]. CD16+CD56dim-клетки являются 
зрелыми терминально дифференцированными НК-
клетками, которые проявляют выраженные цитоток-
сические свойства. В то же время CD16–CD56bright-НК-
клетки – это популяция незрелых НК-клеток с очень 
слабым цитотоксическим потенциалом и значитель-
ной способностью к выработке ИФН-γ [33]. Повыше-
ние доли незрелых CD16–CD56bright-НК-клеток говорит 
о восстановлении популяции НК-клеток и часто явля-
ется следствием стрессорных воздействий, в том числе 
курса химиотерапии [34]. Результаты, полученные в на-
шем исследовании, подтверждают данную тенденцию.

Как было описано выше, в период поздних пост-
терапевтических изменений клетки, на момент начала 
терапии бывшие зрелыми, погибают по естественным 
причинам. Полученные данные демонстрируют: не-
смотря на то что химиотерапия в значительной степени 
угнетает пролиферацию клеток-предшественников, 
к 2–3-й неделе после окончания терапии начинается 
восстановление НК-клеточной популяции.

CD16 (FcγRIII – low affi nity IgG Fc receptor type III) – 
рецептор, обладающий аффинностью к консерватив-
ному Fc-домену IgG. Поверхностная экспрессия этого 
рецептора обеспечивает связывание НК-клетки с клет-
ками-мишенями, опсонизированными Ат, она необхо-
дима для развития антителозависимой клеточной ци-
тотоксичности (АЗКЦ) [35]. Этот механизм частично 
лежит в основе терапевтического действия МкАт [36].

Обнаружение пациентов с ОМЛ, НК-клетки которых 
не экспрессируют CD16, представляет особый научный 
и прикладной интерес. На первый взгляд наиболее ве-
роятное объяснение полученных результатов заключа-
ется в особенностях дизайна эксперимента – в исследо-
вании использовали определенный клон анти-CD16-Ат 
(B73.1), специфичный к конкретному эпитопу моле-
кулы CD16. Потенциальное наличие мутации в гене 

CD16 упомянутых пациентов было бы способно изме-
нить конфигурацию молекулы и сделать связывание Ат 
и эпитопа невозможным. Для проверки этой гипотезы 
при изучении некоторых образцов был использован до-
полнительный клон анти-CD16-Ат (3G8). Однако нами 
не выявлено отличий в экспрессии молекулы C D16, 
измеренной с помощью Ат к разным эпитопам CD16 
(рис. 6). Таким образом, с высокой долей вероятности 
можно говорить о том, что у некоторых пациентов с 
ОМЛ отсутствует поверхностная экспрессия молекулы 
CD16 на НК-клетках. 

С учетом неординарности фенотипа НК-клеток этих 
пациентов был проведен анализ их клинических дан-
ных: продолжительности жизни и терапевтического 
ответа на курс химиотерапии. Однако никакой законо-
мерности в терапевтическом ответе этих пациентов по 
сравнению с общей выборкой не выявлено.

Одновременно с этим мы исследовали изменение 
экспрессии CD16 НК-клетками в течение посттерапев-
тического периода у больных ОМЛ. Наши данные гово-
рят о том, что поверхностная экспрессия этой молекулы 
остается стабильной, то есть химиотерапевтическая 
схема «7+3», по-видимому, не влияет на способность 
НК-клеток участвовать в АЗКЦ.

Другая изученная в рамках данного исследования 
молекула – CD57 (B3GAT1 – Galactosylgalactosylxylo- 
sylprotein 3-beta-glucuronosyltransferase 1) представляет 
собой поверхностную молекулу, ассоциированную 
с межклеточным взаимодействием. CD57 является ли-
гандом к ламинину, L- и P-селектинам и нейрональной 
адгезионной молекуле – амфотерину [37]. В иммуно-
логическом плане CD57 представляет особый интерес 
из-за своей селективной экспрессии на активирован-
ных T- и НК-клетках. CD57 является маркером терми-
нальной дифференцировки лимфоцитов, не способных 
к пролиферации, однако обладающих повышенной 
функциональной активностью [37].

Ранее было показано, что терминально дифференци-
рованные зрелые НК-клетки пациентов с хроническим 
лимфолейкозом избирательно погибают в процессе 
осуществления своих цитотоксических функций [38]. 
Однако в нашем исследовании подобных изменений не 
обнаружено. Стабильность доли терминально диффе-
ренцированных НК-клеток говорит об отсутствии изби-
рательности гибели НК-клеток по принципу зрелости 
под действием химиотерапии.

Заключение
Полученные результаты позволяют судить о каче-

ственных и количественных изменениях лимфоцитов 
КМ пациентов с ОМЛ, проходящих лечение по схеме 
«7+3». Было продемонстрировано изменение соот-
ношения лимфоцитов в течение первых 3 нед после 
окончания курса химиотерапии. Мы обнаружили, что 
B-лимфоциты КМ крайне чувствительны к химиотера-
певтической схеме, они практически полностью элими-
нируются на первых посттерапевтических этапах и не 
восстанавливаются, как минимум, в течение 3 нед.
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Т-лимфоциты КМ пациентов оказались самыми не-
восприимчивыми к терапии. Мы считаем, что это мо-
жет быть связано с длительным периодом жизни этих 
лимфоцитов. При анализе образцов КМ от пациентов, 
не получавших терапию на момент забора аспирата КМ, 
было выявлено, что соотношение CD4+/CD8+ несколько 
повышено у больных ОМЛ, однако лежит в пределах 
нормальных значений показателя. Кроме того, оказа-
лось, что количественно CD4+/CD8+ не изменяется в те-
чение посттерапевтического периода, что подтверждает 
наше наблюдение о стабильности популяции Т-клеток 
и их резистентности к цитотоксическому действию 
химиотерапевтических препаратов. Интересно об-
наружение увеличения доли CD8+-T-киллеров среди 
CD3+CD56+-T-клеток. Точно не известно, происходит 
это за счет селективной активации CD8+-Т-киллеров 
или из-за избирательной гибели CD4+-T-хелперов.

Снижение содержания НК-клеток в КМ пациен-
тов может быть обусловлено малой продолжительно-
стью жизни НК-клеток, которая в среднем составляет 
7–14 дней. Ко 2-й неделе посттерапевтического периода 
популяция зрелых НК-клеток истощается, при этом их 
число не восстанавливается до базового уровня из-за 
недостатка клеток-предшественников. В то же время 
нами был обнаружен сдвиг в область превалирования 
незрелых НК-клеток, а это говорит о том, что восстанов-
ление НК-клеточной популяции, хоть и недостаточно 
эффективно, все-таки происходит в позднем посттера-
певтическом периоде. Нами также был проанализиро-
ван уровень поверхностной экспрессии молекул CD16 
и CD57 зрелыми НК-клетками. Оказалось, что химиоте-
рапия не изменяет уровень экспрессии CD16, а это кос-
венно говорит о том, что НК-клетки стабильны в своей 
способности к АЗКЦ после терапии цитостатическими 
средствами. Поверхностный уровень молекулы CD57, 

характеризующей терминально дифференцированные 
НК-клетки, также остается на базо вом уровне среди по-
пуляции зрелых НК-клеток.

Особый интерес для дальнейшего исследования 
представляет факт обнаружения пациентов, на по-
верхности НК-клеток которых отсутствуют рецепторы 
CD16. По-видимому, НК-клетки таких пациентов не 
способны участвовать в АЗКЦ, в таком случае терапия 
с применением МкАт может показывать скудные ре-
зультаты и вести к ранним рецидивам у этих пациентов. 
Это необходимо учитывать при выборе стратегии лече-
ния. Однако в нашем исследовании экспрессия CD16 на 
НК-клетках не являлась признаком, по которому можно 
было предсказать характер терапевтического ответа 
у пациентов с ОМЛ, проходящих химиотерапию по 
схеме «7+3».
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Рис. 6. Сравнение экспрессии CD16 на поверхности НК-клеток пациента, измеренной с помощью окрашивания двумя разными 
клонами анти-CD16-антител методом проточной цитометрии
А – клон 3G8, конъюгированный с флуорофором Cy5.5/PerCP; Б – клон B73.1, конъюгированный с PE.
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