
103

О
Н

К
О

Г
Е

М
А

Т
О

Л
О

Г
И

Я
  

1
’2

0
1

8
   

Т
О

М
 1

3
  
 

  
O

N
C

O
H

E
M

A
T

O
L

O
G

Y
  1

’2
0

1
8

  
V

O
L.

 1
3

Диагностика гемобластозов
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Введение. Хронический лимфолейкоз (ХЛЛ) – злокачественное лимфопролиферативное заболевание, которое проявляется нако-
плением опухолевых моноклональных В-лимфоцитов с характерным иммунофенотипом в костном мозге, периферической крови 
и вторичных лимфоидных органах. В настоящее время установлено, что клетки ХЛЛ способны образовывать иммунологические 
синапсы с клетками микроокружения, прямо и косвенно влияя на их функцию. Поэтому стало понятно, что в патогенезе забо-
левания лежит не только нарушение апоптоза опухолевых клеток, но и их способность вызывать анергию Т-лимфоцитов, 
тем самым избегая иммунного надзора.
Цель исследования – изучение экспрессии FAS, костимуляторных молекул CD80 и CD86, PD-1, PD-L1 на клетках ХЛЛ, а также 
основных субпопуляций Т-клеток (наивные, памяти, эффекторные).
Материалы и методы. В исследовании приняли участие 46 пациентов с ХЛЛ. Из них у 16 заболевание прогрессировало после 
химиотерапии, а 30 имели впервые установленный диагноз ХЛЛ (первичные). Последних категоризировали согласно стадиям ХЛЛ 
по J. Binet. Стадия A установлена у 14 участников, В – у 10, С – у 6. В контрольную группу вошли 29 здоровых доноров. В каче-
стве материала для анализа использовали периферическую кровь. Исследование проводили на 6-цветном проточном цитофлуо-
риметре BD FACS Canto II (BD Biosciences, США).
Результаты. У больных ХЛЛ доля CD80+, CD86+, FAS+ В-клеток была достоверно ниже, чем у доноров. У первичных пациентов 
доля CD80+ клеток ХЛЛ была выше, чем у больных в стадии прогрессирования. Среди первичных пациентов доля СD80+ и CD86+ 
клеток оказалась ниже при продвинутых стадиях заболевания. У пациентов в стадии прогрессирования ХЛЛ доля FAS+ В-клеток 
была выше, чем у первичных. Доля PD-1+ В-клеток у лиц с ХЛЛ была выше, чем у доноров, а среди первичных пациентов доля PD-1+ 
опухолевых клеток была достоверно ниже при продвинутых стадиях заболевания. Доля PD-L1+ В-клеток у пациентов с ХЛЛ была 
ниже, чем у доноров. У первичных больных доля PD-L1+ В-лимфоцитов была выше при стадии A. Доля PD-1+ T-хелперов была выше 
у пациентов с ХЛЛ по сравнению с группой доноров, а среди первичных пациентов выше при продвинутых стадиях заболевания. 
Доля PD-L1+ Т-хелперов и цитотоксических Т-клеток у лиц с ХЛЛ была ниже, чем у доноров. Обнаружено снижение доли  
CD95–CD28+ клеток, в состав которых входят наивные клетки, у пациентов по сравнению с донорами и увеличение доли эффек-
торных клеток (CD95+CD28–), клеток памяти (CD95+CD28+), причем доля CD8+ клеток памяти была выше при продвинутой 
стадии заболевания.
Заключение. Таким образом, снижение доли CD80/CD86+ В-клеток при ХЛЛ может служить причиной неэффективности фор-
мирования иммунологического синапса опухолевых клеток с Т-клетками, что приводит к анергии Т-лимфоцитов. Снижение 
экспрессии FAS-рецептора позволяет опухолевым клеткам ХЛЛ избегать FAS-опосредованного апоптоза. Изменение пула Т-кле-
ток в сторону клеток памяти и эффекторов, приобретение ими CD4+PD-1+ («истощенного») фенотипа приводит к усугублению 
нарушенного противоопухолевого иммунитета и, возможно, к прогрессированию заболевания.

Ключевые слова: хронический лимфолейкоз, иммунологический синапс, наивные клетки, клетки памяти, эффекторные клетки, 
нарушение противоопухолевого иммунитета
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Expression features of antigens involved in the formation of immunological synapse in chronic lymphocytic leukemia
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Background. Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is a lymphoproliferative disease that manifests by the accumulation of tumor monoclonal 
B-lymphocytes in the bone marrow, peripheral blood and secondary lymphoid organs. Recently it was found that CLL cells are able to form 
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Диагностика гемобластозов

immunological synapses with microenvironment cells, directly and indirectly affecting their function. Therefore, it became clear that 
the pathogenesis of CLL is not only escape of apoptosis but also the ability of CLL cells to cause T-lymphocyte anergy, thereby avoiding im-
mune surveillance.
Objective: to study the expression of FAS, co-stimulatory molecules CD80 and CD86, PD-1, PD-L1 on CLL cells, and also to study the basic 
subpopulations of T-cells (naїve, memory, effector cells).
Materials and methods. The study included 46 CLL patients: 16 patients with disease progression after chemotherapy and 30 patients with 
newly diagnosed CLL. “Primary” patients are categorized according to J. Binet’s CLL stages. Stage A was established in 14 patients, B – 10, 
C – 6. The control group included 29 healthy donors. Peripheral blood was used as a material for analysis. The study was performed on 
a 6-color flow cytometer BD FACS Canto II (BD Biosciences, USA).
Results. In CLL patients, the proportion of CD80+, CD86+, FAS+ B-cells was significantly lower than in donors. In “primary” patients 
the proportion of CD80 + CLL cells was higher than in patients with CLL progression. Among “primary” patients the proportion of CD80+ and 
CD86+ was lower in advanced stages of the disease. In patients with CLL progression the proportion of FAS+ B cells was higher than in “pri-
mary” patients. The proportion of PD-1+ B cells in CLL patients was higher than in donors and “primary” patients. The proportion of PD-1+ 
tumor cells was significantly lower in advanced stages of the disease. The proportion of PD-L1+ B cells in CLL patients was lower than in do-
nors. Among the “primary” patients, the proportion of PD-L1+ B-lymphocytes was higher in stage A. The proportion of PD-1+  T-helpers was 
higher in CLL patients than in donors, and among “primary” patients it was higher in advanced stages of the disease. The proportion of PD-
L1+ T-helpers and cytotoxic T-cells in CLL patients was lower than in donors. The proportion of naїve cells (CD95-CD28+) in patients com-
pared with donors was lower and the proportion of effector cells (CD95+ CD28–), memory cells (CD95 + CD28 +) was higher, a proportion 
of CD8+ memory T-cells was higher among patients in the advanced stage of CLL.
Conclusion. Therefore, a decline the CD80/CD86+ B-cells in CLL can cause ineffectiveness of an immunological synapse between tumor 
cells and T-cells, which leads to anergy of T-lymphocytes. Decline expression of the FAS receptor allows tumor CLL cells to avoid FAS-me-
diated apoptosis. A change in the T-cell pool toward memory cells and effectors, the acquisition of a CD4+PD-1+ (“exhausted”) phenotype 
impaired antitumor immunity and possible leads to disease progression.

Key words: chronic lymphocytic leukemia, immunological synaps, naïve cells, memory cells, effector cells, impaired antitumor immunity
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Введение
Хронический  лимфолейкоз  (ХЛЛ)  –  злокачест-

венное лимфопролиферативное заболевание, которое 
проявляется накоплением опухолевых моноклональ-
ных В-лимфоцитов с характерным иммунофенотипом 
в костном мозге, периферической крови и вторичных 
лимфоидных органах. Это самый распространенный 
вид лейкоза у людей старшего возраста [1, 2]. Вследст-
вие высокой частоты встречаемости и простоты опре-
деления и получения опухолевых клеток из перифе-
рической крови ХЛЛ служит идеальной моделью для 
исследования B-клеточных лимфопролиферативных 
заболеваний.

ХЛЛ – гетерогенное заболевание. Система стади-
рования (Binet, Rai) не позволяет полностью оценить 
прогноз таких пациентов, поэтому разработан между-
народный прогностический индекс (CLL–IPI), вклю-
чающий 5 параметров: возраст >65 лет, мутация гена 
TP53/del17p13.1, немутированный статус IgVH, коли-
чество β

2
-микроглобулина (более 3,5 г/л), стадия B/C 

по Binet или III–IV по Rai. Выделено 4 группы риска: 
низкого (0–1 балл), промежуточного (2–3 балла), вы-
сокого (4–6 баллов) и очень высокого (7–10 баллов) [1]. 
Однако к настоящему времени установлено, что важным 
фактором развития заболевания является взаимодей-
ствие опухолевых клеток с клетками микроокружения 
(моноциты, дендритные клетки, Т-клетки и т. д.).

Принятая на сегодняшний день концепция, пред-
ложенная G. Dunn и соавт. в 2002 г., объясняет процесс 

развития опухоли, состоящий из 3 фаз: элиминация, 
равновесие  и  уклонение  от  иммунного  ответа.  Фаза 
элиминации характеризуется адекватным иммунным 
ответом: антигенпрезентирующие клетки (АПК) рас-
познают опухолевые антигены и активируют Т-лимфо-
циты. АПК экспрессируют на своей поверхности моле-
кулы CD80 и CD86, взаимодействующие с молекулой 
CD28 на поверхности T-клеток и отвечающие за ко-
стимуляторный  сигнал.  Фаза  равновесия  является 
субклинической,  поскольку  наблюдается  неполная 
эли минация опухолевых клеток, а оставшиеся клетки 
приобретают  новые  биологические  свойства.  Фаза 
уклонения от иммунного ответа – стадия манифеста-
ции опухоли. На данном этапе опухолевые В-лимфоци-
ты  могут  снижать  экспрессию  молекул  MHC  класса  I 
и  FAS  (CD95)  на  своей  поверхности,  секретировать 
противовоспалительные  цитокины  (интерлейкины 
(ИЛ) 10), ингибировать созревание АПК (снижается 
способность экспрессии ими молекул CD80 и CD86), 
воздействовать на метаболизм клеточного микроокру-
жения,  который  также  приводит  к  ингибированию 
T-клеточного  ответа  [3–10].  Таким  образом,  данная 
концепция заключается в том, что в процессе иммун-
ного  ответа  происходит  селекция  клонов  опухолевых 
клеток, что обеспечивает выживание только тех клонов, 
которые способны уклоняться от иммунного контроля 
[11]. Поэтому приобретение клетками опухолевого фе-
нотипа – многоступенчатый процесс, в ходе которого 
они получают уникальные биологические свойства.
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Известно, что в развитии опухолевых заболеваний 
основное место занимает анергия иммунной системы 
[11, 12]. Помимо уменьшения ко-стимуляторных сиг-
налов на АПК, большое значение в развитии анергии 
иммунной системы имеет PD-1/PD-L1-путь, играю-
щий важную роль при функционировании иммуноло-
гического синапса. PD-1 (program death 1, CD279) – 
рецептор,  который  экспрессируется  на  Т-клетках 
после их активации. Благодаря взаимодействию с его 
лигандами  (PD-L1  (CD274),  PD-L2  (CD273))  PD-1 
отрицательно влияет на пролиферацию клеток, про-
изводство цитокинов и цитотоксические возможно-
сти Т-клеток, поддерживая процесс периферической 
толерантности [13]. PD-L1 может экспрессироваться 
на Т- и В-клетках, моноцитах, макрофагах, дендрит-
ных клетках, и обычно экспрессия PD-L1 повышает-
ся при активации клеток. PD-L1 также представлен 
в ряде негемопоэтических тканей [13, 14]. Экспрессия 
PD-L1 негематологическими тканями играет важную 
роль в регуляции иммунных реакций. В дополнение 
к этому PD-L1 часто чрезмерно экспрессируется при 
опухолевых  заболеваниях  как  один  из  механизмов 
уклонения опухолевых клеток от иммунного надзора 
[15–18].

Для  понимания  механизмов  развития  опухоли 
важна не только оценка иммунофенотипических осо-
бенностей опухолевых клеток, но и изучение T-кле-
точного звена иммунной системы. Оценить состояние 
T-клеточного  звена  иммунитета  можно  с  помощью 
разделения  T-клеток  на  различные  субпопуляции: 
CD28+CD95--клетки (в их состав входят наивные клет-
ки),  эффекторные  (CD28-CD95+)  и  клетки  памяти 
(CD28+CD95+).  Эти  клетки  отличаются  пролифера-
тивным  потенциалом,  иммунофенотипом.  Наивные 
клетки обладают наибольшим пролиферативным по-
тенциалом, на их поверхности отсутствует экспрессия 
FAS (CD95). В ответ на стимуляцию антигеном наив-
ные  клетки  переходят  в  состояние  клеток  памяти  – 
на их поверхности начинает экспрессироваться CD95, 
пролиферативный потенциал незначительно снижа-
ется и появляются некоторые эффекторные функции. 
После дальнейшей активации клетки памяти стано-
вятся эффекторными – они теряют способность по-
лучать костимуляторные сигналы и обладают наиболее 
выраженными эффекторными функциями (секреция 
цитокинов, цитотоксическое действие) [19].

Цель исследования – установление взаимосвязи 
между течением ХЛЛ, фенотипом опухолевых В-лим-
фоцитов и особенностями T-клеточного звена им-
мунитета. У пациентов с ХЛЛ мы исследовали экс-
прессию  FAS,  PD-L1,  PD-1,  CD80  и  CD86  на 
опухолевых CD19+/CD5+-В-лимфоцитах. Определяли 
долю Т-хелперов (CD4+) и цитотоксических Т-кле-
ток (CD8+) с коэкспрессией PD-1, PD-L1. Кроме того, 
определяли  соотношение  популяций  CD95-CD28+ 
клеток, эффекторных (CD95+CD28-) и Т-клеток па-
мяти (CD95+CD28+).

Материалы и методы
С 2016 по 2017 г. в исследовании приняли участие 

46 пациентов с ХЛЛ. Из них у 16 человек заболевание 
прогрессировало  после  химиотерапии,  у  30  впервые 
установлен диагноз ХЛЛ (первичные больные), ранее 
специфическую терапию они не получали. Первичные 
пациенты  категоризированы  согласно  стадиям  ХЛЛ 
по J. Binet. Стадия A установлена у 14 пациентов, B – 
у 10, C – у 6. Характеристики пациентов представлены 
в табл. 1.

В контрольную группу вошли 29 здоровых доно-
ров. Медиана возраста составила 37 лет (24–54 года), 
соотношение мужчин и женщин – 8:21.

В  качестве  материала  для  анализа  использовали 
периферическую кровь с этилендиаминтетрауксусной 
кислотой (ЭДТА). Сначала проводили лизис эритро-
цитов раствором, содержащим хлорид аммония, Pharm-
Lyse  (BD Biosciences, США), затем клетки осаждали 
центрифугированием и отмывали в растворе CellWash 
(BD Biosciences, США). Панель моноклональных ан-
тител включала антитела против: CD19 PE (SJ25C1), 
CD5  PerCP-Cy5.5  (L17F12),  CD4  APC–Cy7  (SK3), 
CD8  PerCP  (SK1),  CD3  APC  (SK7),  CD279  (PD-1) 
FITC (MIH4), CD274 (PD-L1) PE-Cy7 (MIH1), CD80 
FITC (L307.4), CD86 APC (2331), CD95 (FAS) PE-Cy7 
(DX2), CD28 PE (CD28.2), CD45 APC–Cy7 (2D1) про-
изводства  BD  Biosciences.  Исследование  проводили 
на 6-цветном проточном цитофлуориметре BD FACS 
Canto II (BD Biosciences, США).

Опухолевые В-клетки у пациентов с ХЛЛ выделя-
ли по экспрессии CD19 и CD5 и определяли долю В-
клеток, экспрессирующих CD80, CD86, PD-1, PD-L1 
и FAS. B-клетки здоровых доноров выделяли на осно-
вании  экспрессии  CD19.  Пример  цитометрического 
анализа приведен на рис. 1. Для выделения субпопуля-
ции, экспрессирующей определенный антиген, исполь-
зовали  так  называемый  метод  флуорохром-минус-
один (ФМО).

Т-клетки выделяли по экспрессии CD3 и подраз-
деляли на CD4+ Т-хелперы и CD8+ цитотоксические 
Т-клетки. Среди Т-хелперов и цитотоксических Т-кле-
ток определяли долю CD95-CD28+ клеток (включающих 
в свой состав наивные клетки), эффекторных клеток 
(клетки CD95+CD28–, включающие эффекторные клет-
ки памяти и терминальные эффекторные клетки [19]) 
и клеток памяти (CD95+CD28+ – клетки, включающие 
стволовые клетки центральной памяти, клетки цент-
ральной  памяти  и  транзиторные  клетки  памяти  [19]) 
(табл.  2).  Также  подсчитывали  долю  клеток  CD4+ 
и CD8+, экспрессирующих молекулы PD-1 и PD-L1.

Статистический  анализ  проводили  с  помощью 
GraphPadPrism  6.01.  Данные  представлены  в  виде 
среднего ± стандартной ошибки среднего. Нормаль-
ность  распределения  данных  проверяли,  используя 
критерий Шапиро–Уилка (при р <0,05 распределение 
не  нормальное).  Проверку  достоверности  различий 
средних  выборок  с  нормальным  распределением 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Диагностика гемобластозов

осуществляли  с  помощью  критерия  Стьюдента.  Для 
проверки достоверности различий выборок, подчиня-
ющихся ненормальному распределению, использова-
ли  критерий  Манна–Уитни.  Достоверными  считали 
различия при р <0,05.

Результаты
Мы провели сравнение исследуемых параметров 

В- и Т-клеток в 3 группах пациентов: 1-я группа – пер-
вичные с ХЛЛ без терапии, 2-я – с ХЛЛ в стадии про-
грессии после терапии и 3-я – здоровые доноры. Доля 
В-клеток,  экспрессирующих  ко-стимуляторные 

молекулы  CD80  и  CD86,  у  лиц  с  ХЛЛ  обеих  групп 
была достоверно ниже, чем у доноров (табл. 3). У пер-
вичных  пациентов  доля  CD80+  В-клеток  ХЛЛ  была 
выше, чем у больных, находящихся в стадии прогрес-
сии  (4,02 ± 1,04 % против 1,15 ± 0,43 %, p = 0,04) (см. 
табл. 3).

Доля  PD-1+  В-клеток  у  пациентов  с  ХЛЛ  была 
выше,  чем  у  доноров,  а  доля  PD-L1+  В-клеток  ХЛЛ 
оказалась ниже. У пациентов 1-й и 2-й групп отличий 
по экспрессии PD-1 и PD-L1 не наблюдалось (табл. 3). 
Доля FAS+ В-клеток у лиц с ХЛЛ была ниже, чем у до-
норов. У участников в стадии прогрессии ХЛЛ доля 

Рис. 1. Примеры точечных диаграмм экспрессии CD80, FAS, PD-1 на В-клетках: а – у первичных пациентов с хроническим лимфолейкозом;   
б – у пациентов с прогрессирующим хроническим лимфолейкозом; в – у доноров
Fig. 1. Point diagrams examples of CD80, FAS, PD-1 expression on B-cells: а – patients with «primary» chronic lymphocytic leukemia; б – patients with 
progression of chronic lymphocytic leukemia; в – donors

ХЛЛ «первичный» / “Primary” CLL  ХЛЛ в стадии прогрессии / Progression of CLL Донор / Donor
а б в
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Диагностика гемобластозов

FAS+ В-клеток была выше, чем у первичных пациен-
тов (11,34 ± 2,60 против 6,14 ± 1,21, р = 0,036) (табл. 3).

Доля PD-1+ Т-хелперов была выше у участников 
с ХЛЛ по сравнению с участниками группы доноров. 
Доля PD-1+ Т-хелперов у больных с прогрессирующим 
ХЛЛ выше, чем у первичных пациентов. Однако среди 
цитотоксических клеток отличий между группами ХЛЛ 
и донорами по экспрессии PD-1 не наблюдалось. До-
ля  PD-L1+  Т-хелперов  и  цитотоксических  Т-клеток 
у лиц с ХЛЛ была ниже, чем у доноров (табл. 3).

Доля CD95-CD28+ Т-хелперов у первичных паци-
ентов  с  ХЛЛ  была  такой  же,  как  в  группе  доноров. 
У лиц с прогрессирующим заболеванием она была ниже, 
чем  у  доноров  (5,35  ±  1,90 %  против  40,20  ±  3,83 %, 
p <0,0001) и первичных пациентов (5,35 ± 1,90 % про-
тив 30,93 ± 3,74 %, p <0,0001). Доля CD95-CD28+ ци-
тотоксических Т-клеток оказалась ниже у пациентов 
обеих групп по сравнению с донорами, а у пациентов 
в стадии прогрессии – ниже, чем у первичных паци-
ентов (3,76 ± 1,61 % против 16,92 ± 3,39 %, p = 0,0001). 
Доля CD4+ клеток памяти (CD4+CD95+CD28+) была 
выше у лиц с прогрессирующим ХЛЛ по сравнению 
с первичными пациентами и донорами. Доля эффек-
торных цитотоксических клеток (CD8+CD95+CD28-) 
была выше среди участников 1-й и 2-й групп по срав-
нению с донорами. Среди CD8+ клеток памяти (CD8+ 

CD95+CD28+), эффекторных Т-хелперов (CD4+CD95+ 

CD28-) отличий не было (см. табл. 3).
Нами было проведено сравнение опухолевых В-лим-

фоцитов  и  Т-клеток  у  первичных  пациентов  (ранее 

не  получавших  терапию)  по  стадиям  заболевания. 
Доля СD80+ и CD86+ клеток среди опухолевых В-лим-
фоцитов  у  пациентов  с  ХЛЛ  в  стадии  C  была  ниже 
в  сравнении  с  больными  со  стадией  A.  Доля  CD86+ 

B-клеток была ниже у пациентов в стадии B, чем у лиц 
в стадии A (табл. 4, рис. 2).

Доля PD-1+ опухолевых клеток была достоверно 
выше у пациентов с ХЛЛ в стадиях B и C, чем у лиц 
с  заболеванием  в  стадии  А.  Доля  PD-L1+  B-лим фо-
цитов у пациентов в стадии A была выше, чем у боль-
ных со стадией B. Экспрессия FAS у пациентов в раз-
ных стадиях не различалась (см. табл. 4).

Доля CD4+PD-1+ клеток была выше у лиц с ХЛЛ 
в стадии C, чем B (27,43 ± 4,75 % против 14,43 ± 2,51 %, 
p = 0,046). При этом доля CD8+PD-1+ клеток не раз-
личалась  у  больных  в  разных  стадиях.  Доля  CD8+ 
клеток памяти (CD8+CD95+CD28+) была выше у па-
циентов со стадией C по сравнению со стадией A. 
Различий по CD95-CD28+ клеткам и эффекторным 
Т-клеткам (CD95+CD28) у пациентов с ХЛЛ в разных 
стадиях не наблюдалось (см. табл. 4).

Одним  из  факторов,  от  которого  могут  зависеть 
особенности T-клеточного иммунитета, является воз-
раст. Группы первичных пациентов и лиц с заболева-
нием в стадии прогрессии, вошедшие в исследование, 
не различались по возрасту (р = 0,462). В группе пер-
вичных  пациентов  различий  между  стадиями  также 
не было. Медиана возраста доноров составила 35,5 го-
да и была достоверно ниже (p <0,0001), чем у первич-
ных пациентов (медиана возраста – 60,5 года) и у боль-
ных в стадии прогрессии (57 лет).

Обсуждение
ХЛЛ  –  заболевание,  динамически  протекающее 

в течение длительного времени. В отличие от солид-
ных опухолей, при ХЛЛ, как и при других лимфомах, 
опухолевые В-лимфоциты экспрессируют MHC клас-
са  II  и  костимуляторные  молекулы  CD80  и  CD86, 
которые  функционально  активны  [20].  Мы  обнару-
жили, что при ХЛЛ доля CD80/CD86+ В-клеток ХЛЛ 
ниже по сравнению с нормальными В-лимфоцитами [21]. 

Таблица 1. Характеристика участников исследования с хроническим лимфолейкозом

Table 1. Characteristics of CLL patients included in the study

Показатель 
Parameter

Пациенты в стадии 
прогрессирования ХЛЛ (n = 16) 

CLL patients with progression (n = 16) 

Пациенты с впервые установленным диагнозом ХЛЛ 
Primary diagnosed CLL patients

А (n = 14) В (n = 10) С (n = 6) Всего (n = 30) 
Total (n = 30) 

Медиана возраста 
Age, mediane

57 58 62 63,5 60,5

Соотношение 
мужчины: женщины 
Males:females ratio

12:4 9:5 5:5 5:1 19:11

Примечание: ХЛЛ – хронический лимфолейкоз. 
Note: CLL – chronic lymphocytic leukemia.

Таблица 2. Иммунофенотип исследуемых субпопуляций Т-клеток

Table 2. Immunophenotype of T-cell subpopulation

Антиген 
Аntigen

Наивные 
T-клетки 

Naїve T-cells

Т-клетки 
памяти 

Memory T-cells

Т-клетки 
эффекторы 

Effector T-cells

CD28 + +  – 

CD95  –  + +
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Эти данные соответствуют результатам других групп 
исследователей  [22,  23].  Данный  факт  служит  дока-
зательством  неэффективности  формирования  ИС 
клеток ХЛЛ с Т-клетками, что приводит к снижению 
функциональной способности Т-лимфоцитов и к не-
эффективному  противоопухолевому  иммунитету. 
У лиц с прогрессирующим заболеванием доля CD80 
и CD86 на опухолевых клетках ниже, чем у первичных 
пациентов  с  ХЛЛ,  а  у  пациентов  в  стадии  C  доля 
B-клеток с экспрессией этих антигенов оказалась ниже, 
чем у больных в стадиях A и B. У первичных пациентов 
в менее продвинутой стадии заболевания Т-клеточный 
иммунитет в большей степени способен контролиро-
вать опухоль, поскольку при отсутствии ко-стимули-
рующего  сигнала  происходит  апоптоз  или  анергия 

Т-клеток [24], что служит показателем более глубоко-
го  нарушения  формирования  ИС.  Однако  при  ХЛЛ 
происходят и другие изменения В- и Т-клеток, кото-
рые нарушают формирование ИС, например сниже-
ние экспрессии молекул адгезии [25].

Известно, что доля FAS+ опухолевых клеток ХЛЛ 
снижена [26, 27], это подтверждается и в нашем иссле-
довании. И у первичных пациентов с ХЛЛ, и у боль-
ных  в  стадии  прогрессии  доля  FAS+  В-клеток  была 
ниже,  чем  у  здоровых  доноров.  Это  свидетельствует 
о  наличии  дополнительного  механизма  опухолевого 
уклонения клеток ХЛЛ от иммунного контроля, обу-
словленного  блокированием  FAS-опосредованного 
пути апоптоза. Интересно, что у лиц в стадии прогрессии 
ХЛЛ доля FAS+ В-клеток была выше, чем у первичных 

Таблица 3. Сравнение особенностей иммунофенотипа В-лимфоцитов и Т-клеток у лиц с ХЛЛ в стадии прогрессирования, первичных пациентов 
с ХЛЛ и доноров

Table 3. Comparison of B-lymphocytes and T-cells immunophenotype in «primary» CLL patients, in patients with progression and healthy donors

Показатель 
Parameter

Больные ХЛЛ первичные, % 
«Primary» CLL patients

Больные ХЛЛ в стадии прогрессирования, % 
CLL patients with progression

Доноры, % 
Healthy donors

В-лимфоциты 
B-lymphocytes

CD19+CD80+ 4,02 ± 1,04 1,15 ± 0,43** 16,89 ± 1,55*

CD19+CD86+ 5,81 ± 1,62 2,46 ± 0,66 9,77 ± 2,32*

CD19+PD-1+ 12,31 ± 2,64 19,57 ± 3,75 1,27 ± 0,23*

CD19+PD-L1+ 5,17 ± 2,78 4,14 ± 2,99 35,76 ± 3,13*

CD19+FAS+ 6,14 ± 1,21 11,34 ± 2,60** 16,59 ± 1,99*

Т-клетки 
T-cells

CD4+PD-1+ 19,8 ± 2,21 30,05 ± 3,90** 10,78 ± 0,93*

CD8+PD-1+ 18,14 ± 2,30 15,35 ± 2,39 16,89 ± 1,36

CD4+PD-L1+ 0,93 ± 0,15 0,59 ± 0,12 1,21 ± 0,16***

CD8+PD-L1+ 0,43 ± 0,08 0,25 ± 0,05 1,09 ± 0,26*

НаивныеCD4+ 
“Naїve” CD4+ cells

30,93 ± 3,74 5,35 ± 1,90** 40,20 ± 3,83***

СD4+ клетки памяти 
“Memory” CD4+ cells

59,47 ± 3,53 78,76 ± 4,54** 54,36 ± 3,27***

CD4+ эффекторные 
“Effectors” CD4+ cells

9,32 ± 2,17 15,75 ± 4,68 5,24 ± 1,85

Наивные CD8+ 
“Naїve” CD8+ cells

16,92 ± 3,39 3,76 ± 1,61** 34,39 ± 3,90*

CD8+клетки памяти 
“Memory” CD8+ cells

26,75 ± 2,49 33,74 ± 4,60 27,97 ± 2,03

CD8+ эффекторные 
“Effectors” CD8+ cells

9,32 ± 2,17 15,75 ± 4,68 5,24 ± 1,85*

Примечание: ХЛЛ – хронический лимфолейкоз. *Различия между донорами и обеими группами пациентов с ХЛЛ, **различия 
между 2 группами пациентов с ХЛЛ, ***различия между донорами и пациентами с прогрессирующим ХЛЛ. 
Note: CLL – chronic lymphocytic leukemia. *Differences between donors and both groups of CLL patients, **differences between the two groups of CLL 
patients, ***differences between donors and CLL patients in progression.
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пациентов. Предполагается, что в стадии прогрессии 
заболевания опухолевые клетки активно пролифери-
руют, а за счет взаимодействия с Т-клетками посред-
ством  связывания  с  CD40  индуцируется  экспрессия 
FAS на клетках ХЛЛ, но парадоксальным образом это 
проводит к сильным опосредованным NF-κB сиг-
налам,  которые  были  необходимы  для  выживания 
лейкемических клеток в условиях in vitro [28]. Не ис-
ключаются и дополнительные механизмы преодоле-
ния FAS-опосредованного апоптоза при прогрессиро-
вании заболевания.

Недавно  при  изучении  функционирования  нор-
мальных В-лимфоцитов стало известно, что экспрес-
сия  рецептора  PD-1  регулируется  и  индуцируется 
поступлением  сигнала  через  В-клеточный  рецептор 
(BCR – B-cell receptor), и не исключено, что антиген 
PD-1 может играть роль в выборе клона В-лимфоци-
тов, так как позволяет отобрать наиболее аффинный 
BCR  [29].  Установлено,  что  PD-1  экспрессируется 
как на наивных, так и на В-клетках памяти, при акти-
вации T- и В-клеток, а также на моноцитах и дендрит-
ных  клетках.  Стоит  сказать,  что  на  активированных 

Таблица 4. Особенности иммунофенотипа опухолевых В-лимфоцитов и Т-клеток у первичных пациентов с хроническим лимфолейкозом 
без предшествующей терапии в зависимости от стадии заболевания по J. Binet

Table 4. Immunophenotype features of tumor B-lymphocytes and T-cells in patients with “primary” chronic lymphocytic leukemia without prior therapy 
depending on the J. Binet disease stage

Показатель 
Parameter

Стадия A 
Stage A

Стадия B 
Stage B

Стадия C 
Stage C

p

В-лимфоциты 
B-lymphocytes

CD19+CD80+ 5,94 ± 1,61 3,49 ± 1,95 0,43 ± 1,67 А против C, p = 0,0006 
А vs C, p = 0,0006

CD19+CD86+ 8,95 ± 2,49 4,04 ± 3,11 1,45 ± 0,75

A против C, p = 0,046
A против B, p = 0,008 

A vs C, p = 0,046
A vs B, p = 0,008

CD19+PD-1+ 15,37 ± 4,38 12,40 ± 4,72 5,02 ± 2,01

A против B, p ˂0,0001
B против C, p = 0,005 

A vs B, p ˂0,0001
B vs C, p = 0,005

CD19+PD-L1+ 10,02 ± 5,75 0,25 ± 0,03 2,05 ± 1,32 A против B, p = 0,004 
A vs B, p = 0,004

CD19+FAS+ 8,87 ± 2,04 2,91 ± 1,48 5,13 ± 1,90 –

Т-клетки 
T-cells

CD4+PD-1+ 20,37 ± 3,61 14,43 ± 2,51 27,43 ± 4,75 B против C, p = 0,046 
B против C, p = 0,046

CD4+PD-L1+ 1,04 ± 0,27 0,63 ± 0,14 1,17 ± 0,30 –

CD8+PD-1+ 17,06 ± 3,20 14,46 ± 1,98 26,78 ± 7,70 –

CD8+PD-L1+ 0,42 ± 0,13 0,31 ± 0,08 0,65 ± 0,22 –

CD4+“CD95-5CD28+” 35,75 ± 6,74 27,87 ± 5,24 26,48 ± 7,77 –

СD4+ клетки памяти 
“Memory” CD4+ cells

51,54 ± 6,16 63,61 ± 4,19 68,64 ± 7,38 –

CD4+ эффекторы 
“Effectors” CD4+ cells

12,41 ± 4,54 8,18 ± 2,22 4,82 ± 2,57 –

CD8+“CD95-CD28+” 20,65 ± 6,68 15,62 ± 4,87 11,34 ± 2,16 –

CD8+ клетки памяти 
“Memory” CD8+ cells

20,48 ± 3,16 30,28 ± 4,41 33,48 ± 4,48 A против C, p = 0,028 
A vs C, p = 0,028

CD8+ «эффекторы» 
“Effectors” CD8+ cells

51,03 ± 6,34 48,73 ± 7,76 53,04 ± 4,75 –
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Диагностика гемобластозов

В-клетках  экспрессия  PD-1  выше,  чем  на  наивных 
В-клетках [30, 31]. При входе В-лимфоцита в герминаль-
ный центр экспрессия PD-1 снижается или полностью 
исчезает.  После  выхода  В-клетки  из  герминального 
центра PD-1 вновь начинает экспрессироваться. Это 
свидетельствует о том, что PD-1 является регулятором 
неконтролируемой активации В-лимфоцитов [31].

По нашим данным, доля PD-1+ В-клеток как у пер-
вичных  пациентов,  так  и  у  лиц  с  прогрессирующим 
ХЛЛ была выше, чем у доноров, что свидетельствует 
о наиболее выраженной негативной регуляции BCR, 
возможном активированном фенотипе данных клеток, 
прошедших деление в герминальных центрах лимфо-
узлов. У пациентов в стадии прогрессии после терапии 
доля  PD-1+  В-клеток  была  выше,  чем  у  первичных. 
С другой стороны, среди первичных пациентов доля 
PD-1+ опухолевых клеток была ниже в более продви-
нутых стадиях. В настоящее время клиническое зна-
чение  этого  факта  остается  невыясненным.  Можно 

предположить, что сниженная экспрессия PD-1 на опу-
холевых клетках также свидетельствует об их наивном 
фенотипе и высокой способности к активации BCR и, 
соответственно, более агрессивному течению заболе-
вания.

Лигандом PD-1 рецептора выступает PD-L1, ко-
торый  широко  экспрессируется  гемопоэтическими 
(T-  и  B-клетки,  моноциты,  макрофаги,  дендритные 
клетки, миелоидные супрессорные клетки) и негема-
тологическими  клетками  (эндотелиальные,  эпите-
лиальные,  мышечные,  клетки  трофобласта,  клетки 
островков Лангерганса поджелудочной железы и др.). 
При взаимодействии PD-L1 с его рецептором проис-
ходит  инактивация  и/или  апоптоз  клетки,  этот  ме-
ханизм  играет  важную  роль  в  регуляции  иммунного 
ответа и препятствует аутоагрессии Т-клеток. Предпо-
лагается также, что данный механизм широко исполь-
зуется опухолевыми клетками для уклонения от им-
мунного  контроля.  Однако  в  ходе  исследования  мы 

Рис. 2. Экспрессия CD86 и PD-1 на B-лимфоцитах доноров и опухолевых клетках пациентов с хроническим лимфолейкозом: а – доля CD86+ В-
клеток в периферической крови у лиц с прогрессирующим хроническим лимфолейкозом, первичных пациентов с хроническим лимфолейкозом и до-
норов; б – доля CD86+ В-клеток в периферической крови у первичных пациентов с хроническим лимфолейкозом в зависимости от стадии заболе-
вания (А, В, С); в – доля PD-1+CD4+ Т-клеток в периферической крови у лиц с хроническим лимфолейкозом в стадии прогрессии, у первичных 
пациентов с хроническим лимфолейкозом и доноров; г – доля PD-1+CD4+ Т-клеток в периферической крови у первичных пациентов с хроническим 
лимфолейкозом в зависимости от стадии заболевания (А, В, С)
Fig. 2. Expression of CD86 and PD-1 on donors B-lymphocytes and CLL patients tumor cells: а – proportion of CD86+ B-cells in peripheral blood of CLL 
patients with progression, “primary” CLL patients and donors; б – the proportion of CD86+ B-cells in peripheral blood of “primary” CLL patients, depending 
on disease stage (A, B, C); в – the proportion of PD-1+CD4+ T-cells in the peripheral blood of CLL patients with progression, “primary” CLL patients and 
donors; г – the proportion of PD-1+CD4+ T-cells in peripheral blood of “primary” CLL patients, depending on disease stage (A, B, C)  
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выяснили, что доля PD-L1+ В-клеток была ниже у па-
циентов с ХЛЛ, чем у здоровых доноров. Вероятно, что 
в патогенезе ХЛЛ данный механизм уклонения от им-
мунного  контроля  не  играет  значительной  роли. 
В  большей  степени  клетки  ХЛЛ  вызывают  анергию 
Т-клеток за счет снижения экспрессии ко-стимулиру-
ющих  молекул  CD80  и  CD86  и  избегают  FAS-опо-
средованного апоптоза. С другой стороны, клетки ХЛЛ 
у больных в стадии А в большей степени экспрессируют 
не только CD80 и CD86, но и PD-L1, чем в более про-
двинутых стадиях. Вполне вероятно, что в менее про-
двинутых  стадиях  опухолевые  клетки  в  большей  сте-
пени  используют  PD-1-опосредованный  механизм 
уклонения  от  Т-клеточной  агрессии.  Данный  факт 
также можно объяснить и тем, что клетки ХЛЛ в пери-
ферической крови значительно отличаются от опухо-
левых клеток, расположенных в лимфатических узлах. 
Имеются данные о том, что клетки ХЛЛ в лимфатиче-
ских узлах способны к активации, взаимодействуя с Т-
клетками и другими клетками микроокружения, а клет-
ки ХЛЛ в периферической крови такой способностью 
не обладают или обладают в меньшей степени [3].

В работе M. Grzywnowicz и соавт.  [32] показано, 
что доля PD1+ клеток ХЛЛ и доля PD1+ Т-лимфоцитов 
выше, чем у здоровых доноров. Не отмечено взаимо-
связи экспрессии PD-1 с полом, возрастом, стадией 
заболевания согласно классификации Binet, экспрес-
сией  ZAP-70  и  CD38,  хромосомными  аберрациями. 
В образцах крови пациентов с мутированными генами 
IGHV экспрессия PD-1 была выше, чем при немути-
рованном  статусе  [32].  В  работе  J.  Lee  и  соавт.  [33] 
также показано повышение экспрессии PD-1 у паци-
ентов с ХЛЛ, однако не наблюдалась корреляции с PD-1 
и мутационным статусом IGHV или экспрессией CD38. 
Показано,  что  гипометилирование  ДНК  в  области 
промотера PD-1 приводит к аберрантной сверхэкс-
прессии  PD-1  на  поверхности  B-клеток  ХЛЛ  [33]. 
В работе J. Li и соавт. [34] PD-1 и PD-L1 были высоко-
экспрессированы на клетках ХЛЛ и коррелировали со 
стадией заболевания по Rai, наличием CD38, ZAP-70, 
аномальным кариотипом, но не с β

2
-микроглобулином. 

Предполагается, что PD-1 и PD-L1 может быть про-
гностическим фактором при ХЛЛ [34]. В исследова-
ниях  D.  Brusa  и  соавт.  [45],  А.  Ramsay  и  соавт.  [39] 
продемонстрирована  высокая  экспрессия  PD-L1, 
однако в данных работах проводилась предварительная 
стимуляция опухолевых клеток, что, вероятно, и по-
влияло на данные результаты. Как известно, стимуляция 
В-клеток приводит к повышению экспрессии PD-L1.

В  течение  заболевания  клетки  ХЛЛ  постоянно 
взаимодействуют с Т-клетками. Поэтому мы изучали 
основные характеристики Т-клеточного звена, а имен-
но доли CD95-CD28+ клеток, в состав которых входят 
наивные клетки, эффекторных (CD95+CD28-) и Т-кле-
ток памяти (CD95+CD28+) среди CD4+ и CD8+ Т-клеток.

В результате наших исследований было установ-
лено, что доля CD95-CD28+ Т-хелперов ниже у паци-

ентов с прогрессирующим заболеванием, чем у доноров 
и первичных пациентов. Доля наивных цитотоксиче-
ских Т-лимфоцитов была ниже среди пациентов 1-й 
и 2-й групп, чем у доноров, причем доля CD95-CD28+ 
цитотоксических  Т-клеток  была  ниже  у  пациентов 
в  стадии  прогрессии  по  сравнению  с  «первичными» 
пациентами. Уменьшение пула CD95-CD28+ Т-клеток 
у пациентов с ХЛЛ в стадии прогрессирования могло 
быть связано с воздействием предшествующей тера-
пии  или  угнетающего  действия  опухолевых  клеток 
ХЛЛ. Более низкое количество CD95-CD28+ цитоток-
сических  Т-клеток  у  первичных  пациентов  с  ХЛЛ 
по сравнению с донорами, скорее всего, связано с тем, 
что они были разного возраста, а, как известно, у лю-
дей  более  молодых  количество  наивных  Т-клеток, 
входящих в данную Т-клеточную субпопуляцию, вы-
ше  [35].  Доля  Т-хелперов  памяти  оказалась  выше 
у пациентов с прогрессирующим ХЛЛ по сравнению 
с первичными пациентами и донорами. Доля эффек-
торных цитотоксических Т-клеток была выше среди 
пациентов  обеих  групп  по  сравнению  с  донорами. 
Среди эффекторных Т-хелперов различий не зареги-
стрировано. В группе первичных пациентов различия 
наблюдали только в компартменте цитотоксических 
Т-клеток  памяти:  в  стадии  A  их  было  меньше,  чем 
в стадии С.

Также мы изучили экспрессию негативного регу-
лятора  PD-1  и  его  лиганда  –  PD-L1  на  Т-хелперах 
и  цитотоксических  Т-клетках.  По  нашим  данным, 
доля PD-1+ Т-хелперов была выше у пациентов ХЛЛ, 
чем у доноров, а у пациентов в стадии прогрессии она 
была выше, чем у первичных пациентов. У первичных 
пациентов  в  стадии  B  доля  PD-1+  Т-хелперов  была 
ниже, чем в стадии С. Среди цитотоксических клеток 
никаких различий между группами ХЛЛ и между до-
норами  по  экспрессии  PD-1  не  было.  Доля  PD-L1 
на Т-хелперах у пациентов в стадии прогрессии была 
ниже по сравнению с донорами, а среди цитотоксиче-
ских T-клеток – ниже по сравнению с донорами в обе-
их группах пациентов.

В настоящее время известно, что при ХЛЛ наблю-
дается сужение репертуара Т-лимфоцитов, что, веро-
ятно, связано с постоянным взаимодействием В-кле-
ток ХЛЛ с Т-лимфоцитами, специфичными к тому же 
антигену [36]. В других исследованиях отмечено смеще-
ние иммунофенотипа CD8+ Т-клеток в сторону терми-
нальной  дифференцировки  (CD8+CCR7-CD45RO-) 
и приобретение «стареющего» T-клеточного фенотипа 
(CD57+CD28-CD27-), что являлось фактором неблаго-
приятного  прогноза  заболевания  [37,  38].  А.  Ramsay 
и соавт. [39] показали, что экспрессия PD-1 на Т-клет-
ках значительно выше у пациентов с ХЛЛ по сравнению 
со здоровыми донорами и связана с плохим прогно-
зом. Нами так же было установлено, что Т-клетки лиц 
с  прогрессирующим  ХЛЛ  характеризуются  большей 
экспрессией PD-1, чем у первичных пациентов. Было 
показано,  что  Т-клетки  (CD4+  и  CD8+)  ХЛЛ  имеют 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так  называемый  истощенный  фенотип  (CD4+PD-1+ 
и CD8+PD-1+), т. е. имеют гиперэкспрессию PD-1, а так-
же нарушена их секреторная функция [40, 41]. Подоб-
ное истощение Т-клеточного звена иммунитета было 
отмечено и при хронических инфекциях (цитомегало-
вирусной,  вирусе  иммунодефицита  человека  и  Эп-
штейна–Барр) и связано с повышенной экспрессией 
PD-1 [42, 43]. Под влиянием PD-1 возникает сниже-
ние  пролиферации  Т-клеток  наряду  с  уменьшением 
количества воспалительных цитокинов, включая фак-
тор некроза опухоли α, интерферон γ и ИЛ-2. Одним 
из регулирующих экспрессию PD-1 факторов являет-
ся T-bet, необходимый для развития Т-хелперов 1-го 
типа и осуществления цитотоксического иммунного 
ответа.  После  повторных  антигенных  стимуляций 
 T-bet снижается, что приводит к экспрессии PD-1 
и истощению T-клеточного звена [43, 44]. Обнаруже-
ны эпигенетические механизмы, регулирующие PD-1 
посредством метилирования ДНК, вирусная инфек-
ция приводит к его потере в СD8+Т-клетках, следст-
вием чего является транскрипция гена PD-1. Полученные 
нами данные могут свидетельствовать о постоянном 
антигенном воздействии опухолевых клеток на Т-лим-
фоциты, истощении пула CD95–CD28+ Т-клеток, увели-
чении доли Т-клеток памяти и Т-эффекторных клеток 
и повышении доли Т-клеток с ко-экспрессией PD-1.

Заключение
Нами  показано,  что  опухолевые  В-лимфоциты 

характеризуются иммунофенотипом, отличным от фе-
нотипа В-клеток здоровых доноров, позволяющим им 
избегать  иммунного  контроля.  Отмечено  снижение 
доли CD80+ и CD86+ среди В-клеток пациентов с ХЛЛ, 
которая тем ниже, чем более продвинута стадия забо-
левания,  –  определялась  более  высокая  доля  PD-1+ 

В-клеток ХЛЛ и более низкая FAS+ и PD-L1+В-клеток 
по  сравнению  со  здоровыми  донорами.  Снижение 
экспрессии  FAS-рецептора  позволяет  опухолевым 
клеткам ХЛЛ избегать FAS-опосредованного апоптоза. 
Снижение  ко-стимулирующего  сигнала  приводит 
к  хронической  антигенной  стимуляции  Т-клеток 
и  их  истощению,  что  подтвердилось  тем,  что  у  лиц 
с ХЛЛ уменьшен пул CD95-CD28+ Т-клеток и повы-
шена экспрессия PD-1 на Т-хелперах. Хотя возможно, 
что снижение доли CD95-CD28+ Т-клеток у пациентов 
с ХЛЛ в стадии прогрессии было связано с предшест-
вующей терапией, а более низкая доля CD95-CD28+ 
цитотоксических  Т-клеток  у  первичных  пациентов 
с ХЛЛ по сравнению с донорами могла быть связана 
с принадлежностью их к разным возрастным группам. 
Однако  в  группе  первичных  пациентов  с  ХЛЛ  доля 
PD-1+ Т-хелперов клеток была выше в стадии С, чем В, 
хотя участники были одного возраста.

Современная терапия ХЛЛ дает возможность по-
лучить хорошие результаты, но не позволяет добиться 
эрадикации опухолевых клеток. Остаются рефрактер-
ные формы ХЛЛ или заболевание прогрессирует даже 
на фоне терапии. В настоящее время продолжаются 
поиски новых подходов в обследовании пациентов и раз-
работке препаратов. Воздействие на ко-стимулирую-
щие и ко-ингибирующие молекулы, так называемые 
иммунные контрольные точки, является перспектив-
ным направлением в лечении ХЛЛ. Для применения 
данной терапии необходимы дополнительное обсле-
дование пациентов с ХЛЛ, определение наличия или 
отсутствия на опухолевых клетках антигенов, позво-
ляющих им уклониться от иммунного ответа, а пони-
мание механизмов регуляции данных молекул поможет 
применить адекватную иммунотерапию на различных 
этапах болезни.
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