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It is revealed that, in patients with AML, the amount of CD80+ CD33+, CD86+CD33+ mo-
nocytes is higher in remission than in the first acute period. This testifies to the activation
of mechanisms of control over the expression of costimulatory molecules. It is shown that the
duration of the first remission increases at a simultaneous expression of molecules CD80+,
CD86+ on CD33 + monocytes of peripheric blood. Restoration of parameters of the T-system
of immunity (CD3+ CD28+, CD4+, CD8+ lymphocytes) in patients with AML in a period of
remission is revealed.

Острая миелоидная лейкемия (ОМЛ) является заболеванием системы крови, в основе ра-
звития которой лежит злокачественная трансформация миелоидных клеток-предшествен-
ников. Как правило, ОМЛ сопровождается нарушением противоопухолевого иммунитета.
Ведущая роль в реакциях антигенспецифической противоопухолевой защиты принадле-
жит CD4+, CD8+ лимфоцитам. Кроме того, эффективность противоопухолевых иммун-
ных реакций во многом зависит от особенностей иммунофенотипического профиля самих
опухолевых клеток. Злокачественным клеткам крови свойственна экспрессия мембранных
молекул, достаточно активно влияющих на реакции противоопухолевой иммунологической
защиты организма. К одним из них относятся костимуляторные молекулы, входящие в се-
мейство В7 (В7-1/CD80, В7-2/CD86). Данные структуры являются сигнальными молекула-
ми, которые способствуют повышению функциональной активности эффекторных клеток
с цитотоксическим потенциалом, а также синтезу иммунорегуляторными Т-лимфоцитами
спектра цитокинов, участвующих в индукции иммунного ответа [1, 2]. Костимуляторные
молекулы усиливают эффекторную функцию цитотоксических лимфоцитов после взаимо-
действия с лигандом CD28, транслирующим сигнал активации внутрь клетки [1]. Известно,
что костимуляторные молекулы экспрессируют антигенпрезентирующие клетки (моноци-
ты/макрофаги, дендритные клетки, В-лимфоциты) [2, 3]. Наряду с этим при многих пато-
логических состояниях, в частности при ОМЛ, костимуляторные молекулы несут бластные
клетки миеломоноцитарного происхождения. Существует мнение, что низкий уровень экс-
прессии опухолевыми клетками костимуляторных молекул приводит к их “ускользанию” от
иммунологического надзора [4]. Имеются и другие данные, подтверждающие взаимосвязь
высокого уровня экспрессии костимуляторных молекул на бластных клетках с неблагопри-
ятным течением ОМЛ [5]. Вместе с тем показано позитивное влияние костимуляторных
молекул на индукцию противоопухолевого иммунного ответа [6].

Как видим, сведения относительно роли В7 молекул в индукции противоопухолевой им-
мунной защиты у больных ОМЛ достаточно противоречивы. Обусловлено это тем, что до
настоящего времени недостаточно изучены процессы на молекулярном уровне, происходя-
щие в иммунной системе больных ОМЛ при манифестации заболевания, в частности при
взаимодействии лейкемических клеток и лимфоцитов. В связи с этим представляются акту-
альными исследования по изучению механизмов, влияющих на экспрессию самих молекул
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CD80, CD86 на злокачественных клетках, а также контролирующих передачу сигнала от
костимуляторных молекул через лиганд CD28 [7]. Раскрытие механизмов, управляющих
противоопухолевыми иммунными реакциями, необходимо для разработки патогенетически
обоснованных подходов к иммунотерапиии и прогнозирования течения заболевания у боль-
ных ОМЛ.

Цель исследования — определение опухолевых клеток и моноцитов, экспрессирующих
молекулы CD80, CD86, а также Т-лимфоцитов, несущих лиганд CD28, в периферической
крови (ПК) больных ОМЛ в различные периоды заболевания.

Материал и методы. Объектом исследований были клетки ПК 17 больных ОМЛ,
которые находились на обследовании и лечении в отделении заболеваний системы кро-
ви Института гематологии и трансфузиологии АМН Украины (зав. проф. Н.Н. Третяк).
Больные ОМЛ по ФАБ-класификации распределялись на следующие подварианты лейке-
мии: М4 — миеломоноцитарная (n = 8); М5 — моноцитарная (n = 9). Из них 12 человек
находились в первом остром периоде (7 женщин и 5 мужчин, в возрасте от 25 до 64 лет;
средний возраст 46,1 ± 3,3); 5 человек на момент обследования, после проведения химио-
терапии по протоколу “7 + 3” (цитарабин, доксирубицин), вышли в ремиссию (3 женщины
и 2 мужчин, в возрасте от 28 до 58 лет; средний возраст 40,6 ± 0,5).

Диагноз ОМЛ верифицировали на основании клинических признаков заболевания,
а также цитоморфологической характеристики бластных клеток согласно ФАБ-классифи-
кации и иммунофенотипических критериев, предложенных Европейской группой для им-
мунологической классификации лейкемий [8]. Состояние полной ремиссии подтверждалось
клиническим статусом больных (отсутствием симптомов интоксикации) и соответствую-
щими лабораторными критериями (нормализацией показателей гемоглобина, тромбоцитов,
гранулоцитов и отсутствием бластов в ПК, а также нормоклеточным костным мозгом с ко-
личеством бластов, не превышающим 5% порог).

Для оценки коэкспрессии молекул CD80, CD86 на CD13 (маркер миелоидных кле-
ток), CD33 (маркер панмиелоидный и моноцитарный) клетках, а также лиганда CD28
на CD3 лимфоцитах мононуклеары ПК больных ОМЛ и 10 практически здоровых до-
норов окрашивали в прямом двухцветном иммунофлюоресцентном тесте соответствую-
щими моноклональными антителами (МКА) (фирм “Caltag Laboratories” и “Becton Di-
ckinson”, США), мечеными флюоресцеинизотиоцианатом (FITC) и фикоэритрином (PE).
Для контроля уровня неспецифического связывания коньюгатов МКА образцы крови
окрашивали мышиными МКА против гемоцианина фиссуреллы (Keyhole limpet) субклас-
сов IgG1 и IgG2а, мечеными соответственно FITC и PE. “Гейты” анализируемых кле-
ток выделяли по переднему и боковому светорассеянию с учетом экспрессии антигенов
CD45/CD14.

Сбор данных и статистическую обработку полученных результатов проводили с помо-
щью программного обеспечения LYSYS-II Ver.1.1 (“Becton Dickinson”), WinMDI 2.8 (Joseph
Trotter, Scripps Institute, La Jolla, CA) и Microsoft Excel 2000 из пакета Microsoft Office 2000.

Результаты исследований. По данным гемограмм у больных ОМЛ в первом остром
периоде отмечено наличие в ПК бластных клеток, содержание которых варьировало от 2,0
до 90,0%, и не соответствующее норме количество лейкоцитов (табл. 1). В 60% случаев
снижено количество гранулоцитов и тромбоцитов, что указывает на серьезные изменения
системы кроветворения. Количество CD13+ и CD33+ миелобластов, экспрессирующих ко-
стимуляторную молекулу CD80, в среднем было довольно низким (табл. 2). Однако оценка
индивидуальных значений свидетельствует о том, что у части больных содержание CD13+,
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CD33+ опухолевых клеток, несущих молекулу CD80, по сравнению со средними величина-
ми было повышенным — в 25 и 16,7% случаев соответственно. Количество CD13+, CD33+

бластных клеток, экспрессирующих молекулу CD86+, в среднем было выше, чем несущих
молекулу CD80+ (рис. 1, а).

В период полной ремиссии у больных ОМЛ в периферической циркуляции отсутство-
вали бластные клетки; среднее содержание лейкоцитов, гранулоцитов, моноцитов, а также
лимфоцитов и тромбоцитов было в пределах нормативных значений (см. табл. 1). В ПК
определялись моноциты, несущие молекулы CD80, CD86, поскольку они потенциально яв-
ляются субстратными клетками опухоли при М4, М5 подвариантах ОМЛ. По сравнению
с первым острым периодом в ПК пациентов в периоде ремиссии повышено количество
CD80+CD33+ моноцитов. Количество CD13+ клеток, которые экспрессировали молекулу
CD80 было незначительным, что подтверждено анализом средних и индивидуальных значе-
ний (см. табл. 2). Из оценки средних значений следует, что у больных в периоде ремиссии
количество CD86+CD13+ клеток и CD86+CD33+ моноцитов выше, чем у лиц в первом
остром периоде (см. табл. 2). Анализ индивидуальных параметров свидетельствует о зна-
чительном диапазоне колебаний количества CD86+CD33+ моноцитов. Выявленные законо-
мерности, характеризующие количественное распределение CD80+CD33+и CD86+CD33+

моноцитов в ПК больного ОМЛ М4 в стадии полной ремиссии представлены на рис. 1, б.
Сравнительная оценка средних значений изучаемых параметров показала, что у боль-

ных ОМЛ в первом остром периоде количество CD33+ опухолевых клеток (опухолевый клон

Таблица 1. Показатели ПК больных ОМЛ в различные периоды заболевания: средние значения (M ± m)
и диапазон колебаний (% позитивных клеток)

Группа

Показатели гемограммы

бласты,
%

лейкоциты,
1 · 10

9/л
грануло-
циты, %

моноциты,
%

лимфо-
циты, %

тромбоциты,
1 · 10

9/л

Больные ОМЛ
первый острый 49,0 ± 15,3 46,1 ± 10,1 26,3 ± 6,4 4,8 ± 0,7 21,7 ± 3,5 123,6 ± 36,1

период (n = 12) 2,0 − 90,0 2,4 − 70,0 4,0 − 77,0 2,0 − 10,0 5,0 − 45,0 9,0 − 372,4

полная ремиссия 0 6,6 ± 0,7 57,8 ± 4,2 7,8 ± 1,6 29,4 ± 4,1 213 ± 67,5

(n = 5) 5,2 − 7,7 45,0 − 61,0 7,0 − 13,0 24,0 − 45,0 84,0 − 449,0

Контроль (n = 10) 0 4,0 − 8,8 55,0 − 70,0 3,0 − 11,0 25,0 − 40,0 150,0 − 450,0

Таблица 2. Содержание в ПК клеток, экспрессирующих молекулы CD80, CD86, у больных ОМЛ в различ-
ные периоды заболевания (M ± m) и индивидуальный диапазон колебаний (% позитивных клеток)

Группа
Количество клеток, несущих CD антигены

CD80
+

CD13
+

CD80
+
CD33

+
CD86

+
CD13

+
CD86

+
CD33

+

Больные ОМЛ
первый острый 8,0 ± 3,1 7,0 ± 2,2

∗

40,6 ± 8,4 39,5 ± 10,3
∗

период (n = 12) 0,4 − 35,5 0,2 − 20,4 0,7 − 83,3 1,2 − 87,6

полная ремиссия 1,3 ± 0,5 40,2 ± 22,4
∗∗

81,0 ± 4,9 63,7 ± 21,0
∗∗∗

(n = 5) 0 − 2,2 0 − 79,8 72,5 − 94,3 0,8 − 88,2

Контроль (n = 10) 2,6 ± 0,5 1,5 ± 0,2 51,2 ± 2,9 58,2 ± 2,4

0 − 5,4 0 − 2,6 39,4 − 70,7 49,4 − 72,5

∗

p < 0,05, значения достоверны по сравнению с пациентами в периоде ремиссии и лицами контрольной
группы. ∗∗

p < 0,05, значения достоверны по сравнению с лицами контрольной группы. ∗∗∗

p > 0,05,
значения достоверны по сравнению с лицами контрольной группы.
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Рис. 1. Количество CD13
+ и CD33

+ (PE) бластных клеток периферической крови в первый острый пери-
од (а) и CD33

+ (PE) моноцитов в период полной ремиссии (б ), экспрессирующих костимуляторные моле-
кулы CD80, CD86 (FITC), у больных ОМЛ, М4 (миеломоноцитарная лейкемия). На графиках в правом
верхнем квадранте указано число CD13

+, CD33
+ клеток, коэкспрессирующих молекулы CD80

+, CD86
+
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Рис. 2. Количество CD4
+, CD8

+ и CD3
+
CD28

+ лимфоцитов в ПК больных ОМЛ (% позитивных клеток,
M ± m) в первый острый период (1 ) и в период полной ремиссии (2 )

моноцитарного происхождения), экспрессирующих молекулы CD80+, CD86+, соответствен-
но в 5,7 и 1,6 раза ниже, чем у лиц в периоде ремиссии (p < 0,05). У больных в первом остром
периоде количество CD80+CD33+ моноцитов в 4,7 раза выше, а CD86+CD33+ в 1,5 раза ни-
же, чем у лиц контрольной группы (p < 0,05). У пациентов в периоде ремиссии количество
CD80+CD33+ и CD86+CD33+ моноцитов выше в 26,8 раза (p < 0,05) и 1,1 раза (p > 0,05)
соответственно по сравнению с аналогичными значениями группы контроля.

Таким образом, увеличение количества моноцитов, несущих костимуляторные молеку-
лы, у больных ОМЛ в периоде полной ремиссии по сравнению с таковым у лиц в пер-
вом остром периоде и контрольной группы отражает активацию механизмов, влияющих на
их экспрессию. Одновременная экспрессия молекул CD80, CD86 на моноцитах выявляется
у той части больных ОМЛ, у которых имеет место большая длительность периода ремис-
сии, что объясняется их важной ролью, осуществляющей контроль опухолевого процес-
са [9]. В наших исследованиях также наиболее длительный период первой полной ремиссии
(10–14 мес.) отмечался у 40% обследованных больных ОМЛ при одновременной экспрессии
на моноцитах костимуляторных молекул семейства В-7 (CD80 и CD86).

Известно, что наличие костимуляторных молекул модифицирует биологические свой-
ства бластов и они приобретают иммунофенотип и функции антигенпрезентирующих кле-
ток [10], способных передавать сигнал для активации Т-лимфоцитов через молекулу CD28
[11–13]. Поэтому дальнейшие исследования были направлены на изучение состояния Т-кле-
точного иммунитета у больных ОМЛ в различные периоды заболевания с последующей
оценкой содержания зрелых лимфоцитов с иммунофенотипическим профилем CD3+CD28+

и субпопуляций лимфоцитов (CD4+, CD8+), наделенных хелперной и супрессорно-цитото-
ксической функцией (рис. 2). Согласно полученным данным, у больных в первом остром
периоде количество CD3+CD28+ лимфоцитов было снижено в 1,7 раза (p < 0,05), CD4+ —
в 1,4 раза (p < 0,05), CD8+ лимфоцитов — в 1,6 раза (p < 0,05) по сравнению с ана-
логичными показателями у больных в периоде полной ремиссии. Увеличение содержания
CD3+CD28+, CD4+, CD8+ лимфоцитов ПК пациентов в периоде ремиссии отражает про-
цесс восстановления показателей Т-системы иммунитета, что прямо связано с элиминацией
клона опухолевых клеток в результате полихимиотерапии.
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Несмотря на успехи в лечении ОМЛ остается реальным возникновение рецидива. Для
его своевременного предупреждения у больных ОМЛ в периоде ремиссии вместе с клини-
ко-гематологическими признаками заболевания необходимо проводить мониторинг состо-
яния противоопухолевого иммунитета. В связи с этим у больных ОМЛ в ремиссии в ПК
необходимо определять количество моноцитов, экспрессирующих костимуляторные молеку-
лы, поскольку они потенциально являются субстратными клетками опухолевого процесса,
а также участвуют в иммунных реакциях как антигенпрезентирующие клетки. Анализи-
руя полученные нами результаты и данные литературы [14, 15], считаем, что повышение
в ПК количества CD80+CD33+, CD86+CD33+ моноцитов с одновременным увеличением
числа CD3+CD28+ лимфоцитов является одним из механизмов, регулирующих продолжи-
тельность периода ремиссии у больных ОМЛ.

Таким образом, можно заключить, что оценка экспрессии костимуляторных молекул на
CD33+ моноцитах ПК и состояния клеточно-опосредованного иммунитета является важным
этапом “слежения” за опухолевым процессом на молекулярном уровне. Иммунологический
мониторинг свидетельствует о том, что у части обследованных больных ОМЛ в периоде ре-
миссии снижалось количество CD33+ моноцитов, экспрессирующих молекулы CD80, CD86,
и число CD3+CD28+ лимфоцитов, что являлось ранним предвестником рецидива. Итак,
уменьшение количества моноцитов ПК, несущих обе костимуляторные молекулы, а также
CD3 лимфоцитов с лигандом CD28 может рассматриваться в качестве прогностического
фактора развития болезни.
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