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Аннотация
Исследовано сывороточное содержание растворимых мо-
лекул HLA I класса, CD8 антигена и растворимого комп-
лекса HLA-I-CD8 при хроническом миелолейкозе до лече-
ния и на фоне современной молекулярно направленной
терапии препаратом гливек (иматиниб). Получены дан-
ные о значительном повышении уровня растворимой
формы HLA-I, а также комплекса HLA-I-CD8 в сыворот-
ке пациентов, получавших препараты б-интерферона в
качестве предшествующей гливеку терапии. Установлена
корреляция между содержанием sHLA-I, sHLA-I-CD8 и
цитогенетическим ответом (количеством Ph-позитивных
клеток в костном мозге пациентов), который отражает
эффективность проводимой терапии.
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Summary
Serum level of soluble HLA class I molecules, CD8 antigen
and soluble complex HLA-I-CD8 were studied in patients with
chronic myelogenous leukemia before treatment and during
molecular targeted therapy with glivec (imatinib). The data
about substantial increase of soluble HLA-I and complex HLA-
I-CD8 concentration in serum of patients received interferon
as previous to glivec therapy were obtained. The correlation
between sHLA-I, sHLA-I-CD8 concentration and cytogenetic
response (quantity of Ph-positive cells in bone marrow of
patients) that reflects the efficiency of  carried out therapy was
established.

Key words
Soluble HLA class I molecules, CD8, complex HLA-I-CD8,
chronic myelogenous leukemia, cytogenetic response.

Антигены главного комплекса гистосовмес-
тимости, как и многие другие мембранные бел-
ки клеток иммунной системы, имеют раствори-
мые формы. Они могут быть продуктами шед-
динга (протеолитического отщепления с мемб-
раны клетки) или альтернативного сплайсинга
мРНК. Экспериментально показано, что ра-

створимые молекулы HLA I класса и HLA-DR
модулируют реактивность T-клеток и стимулиру-
ют апоптоз in vitro. Так, растворимые молекулы
HLA I класса связываются с CD8 молекулами на
поверхности цитотоксических Т-клеток, препят-
ствуя распознаванию презентируемых антиген-
ных пептидов и вызывая продукцию раствори-
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мого Fas-лиганда. Секретирующийся раствори-
мый Fas-лиганд, выступая в роли аутокринного
фактора, способен взаимодействовать с мембран-
ным Fas (CD95) антигеном на этих же клетках с
последующей инициацией апоптоза цитотокси-
ческих CD8-положительных Т-лимфоцитов [1,2].

Сохранение растворимыми дифференциро-
вочными антигенами способности связывать
растворимые гомологи мембранных партнеров
подразумевает возможность существования в
биологических жидкостях белковых комплек-
сов, состоящих из взаимодействующих друг с
другом растворимых антигенов. Эксперимен-
тально продемонстрировано существование
растворимых комплексов, состоящих из моле-
кул HLA I класса и CD8 антигена [3]. Количе-
ственное содержание таких комплексов, а так-
же растворимых комплексов CD54 и CD18 ан-
тигенов, изменяется при развитии различных
заболеваний, и вносит свой нейтрализующий
вклад в иммуномодулирующий потенциал об-
щего пула растворимых форм мембранных ан-
тигенов клеток иммунной системы [4,5,6].

Хронический миелолейкоз (ХМЛ) является
клональным миелопролиферативным заболева-
нием, характеризующимся присутствием в лей-
козных клетках хромосомной транслокации
(9;22)(q34;q11) – так называемой филадельфий-
ской хромосомы (Ph-хромосомы). В результате
указанной хромосомной перестройки происхо-
дит слияние 9q34 участка гена ABL и 22q11 фраг-
мента гена BCR с формированием химерного гена
BCR/ABL, кодирующего продукцию белка р210,
обладающего повышенной тирозинкиназной ак-
тивностью. В конечном итоге это ведет к блоки-
рованию апоптоза и преимущественной выжи-
ваемости клеток-носителей BCR/ABL [7]. В свя-
зи с этим изучение путей нарушения иммунного
ответа при ХМЛ, и, в особенности, механизмов
апоптоза приобретает особую актуальность.

Целью настоящей работы явилось исследо-
вание сывороточного содержания растворимых
молекул HLA I класса, CD8 антигена и раство-
римого комплекса HLA-I-CD8 при ХМЛ до ле-
чения и на фоне современной молекулярно на-
правленной терапии.

Материалы и методы
Материалом для цитогенетического исследо-

вания служили 81 образец костного мозга па-
циентов с диагнозом ХМЛ, проходивших лече-
ние на базе гематологического отделения Ни-
жегородской областной клинической больни-
цы им. Н.А. Семашко. При этом с целью под-

тверждения диагноза проведено 11 цитогенети-
ческих исследований, наличие специфической
транслокации t(9;22)(q34;q11) было зафикси-
ровано в 95-100%  метафаз. Для динамического
мониторинга лечения препаратом гливек иссле-
дованы образцы костного мозга 70 пациентов
на период 6, 12, 18 и более мес. терапии, из них
17 человек в качестве предшествующей терапии
получали препараты б-интерферона.

Продолжительность лечения гливеком на
момент исследования составила от 6 до 72
мес., медиана длительности – 18 мес. Эффек-
тивность применения гливека оценивали со-
гласно действующим критериям цитогенетичес-
кого ответа (ЦГО): большой и полный ЦГО – 0-
5% Ph-позитивных метафаз; частичный и малый
ЦГО – 6-90% Ph-позитивных метафаз; отсутствие
или минимальный ЦГО – 91-100% Ph-позитивных
метафаз [8]. Препараты хромосом получали пос-
ле суточного культивирования клеток костного
мозга с добавлением колхицина согласно суще-
ствующей методике [9]. Дифференциальное G-
окрашивание проводили по методу Seabright [10].
Препараты анализировали с учетом рекоменда-
ций Международной классификации хромосом
ISCN 2005 г. [11] В каждом наблюдении иссле-
довали не менее 20 метафазных пластин.

У всех обследуемых параллельно осуществ-
лялся забор периферической крови для изу-
чения содержания растворимых молекул
HLA I класса, CD8 антигена и растворимого
комплекса HLA-I-CD8. В качестве контроля
использовали образцы сыворотки крови 40
здоровых волонтеров. Определение уровня
растворимых молекул HLA I класса и CD8 ан-
тигена проводили двухсайтовым иммунофер-
ментным методом с использованием меченых
пероксидазой хрена моноклональных антител
(МКА) ИКО-53 и ИКО-31, соответственно, и
поликлональных антител, специфичных к
мембранным антигенам мононуклеарных
клеток крови человека, применяемых в каче-
стве «первых» антител и сорбируемых в лунки
планшетов для иммуноферментного анализа.
Для определения ассоциатов HLA-I-CD8 в
качестве первых антител, сорбируемых на
твердую фазу, использовали МКА ИКО-53
против молекул HLA I класса; в качестве им-
муноферментного конъюгата применяли
МКА ИКО-31 против CD8 антигена. Результа-
ты выражали в условных единицах (U/ml).

Статистический анализ проводили с исполь-
зованием критериев Манна-Уитни, Стьюдента
и критерия ранговой корреляции Спирмена.
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Результаты и обсуждение
Согласно имеющимся в литературе данным,

терапия интерфероном-a приводит к повыше-
нию содержания растворимой формы HLA-I у
пациентов с ХМЛ [12]. Известно, что концентра-
ция растворимых мембранных антигенов в сыво-
ротке крови может выступать как показатель тя-
жести течения и прогноза некоторых заболева-
ний, в том числе онкологических [1]. В связи с
этим мы проанализировали уровень этих молекул
у больных, получающих только гливек в качестве
первой линии терапии, и у больных, предлечен-
ных интерфероном-a, а затем получавшим гли-
век по стандартной схеме (Рисунок 1). Доля па-
циентов, достигших полного или большого ци-
тогенетического ответа различалась в этих
группах в 1,8 раза и составила 52% и 29%, соот-
ветственно (р<0,05). Частичный и малый цитоге-

нетический ответ обнаруживался у больных двух
тестированных групп с одинаковой частотой, рав-
ной 29%. В то же время, отсутствие ответа или
минимальный ответ отмечен у 19% пациентов,
которые получали только гливек, и в 2,6 раза
чаще (42%) у больных, предлеченных интерферо-
ном-a (р<0,05). Таким образом, эффективность
применения ингибиторов тирозинкиназ у таких
пациентов намного снижена. Вероятно, это мо-
жет быть связано с развитием цитопении на фоне
терапии препаратами интерферона-a, которая
является неблагоприятным фактором, ответ-
ственным за развитие миелосупрессии [13].

В дебюте заболевания содержание раствори-
мых молекул HLA-I в сыворотке крови пациен-
тов с ХМЛ (Рисунок 2) было достоверно повы-
шено в 2,0 раза по сравнению с нормой (р<0,05).
У пациентов, получающих гливек в качестве

Рис. 1. Цитогенетический ответ на терапию гливеком в зависимости от предлеченности ИФН-aaaaa
1 – большой и полный ЦГО (0-5% Ph-позитивных метафаз); 2 – частичный и малый ЦГО (6-90% Ph-позитивных метафаз); 3 – отсутствие или минимальный
ЦГО (91-100% Ph-позитивных метафаз)
* – достоверные отличия между группами, р<0,05

Рис. 2. Содержание растворимой формы HLA-I у больных ХМЛ в зависимости от получаемого лечения (примеча-
ние: уровень в норме – 1012±36 U/ml, у первичных больных – 2039 ±679 U/ml).
1 – большой и полный ЦГО (0-5% Ph-позитивных метафаз); 2 – частичный и малый ЦГО (6-90% Ph-позитивных метафаз); 3 – отсутствие или минимальный
ЦГО (91-100% Ph-позитивных метафаз)
* – достоверные отличия по сравнению с нормой, р<0,05

Онкоиммунология: Особенности содержания растворимых молекул HLA I класса, CD8 антигена и их комплексов...
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первой линии терапии, выявлено снижение
уровня sHLA-I до нормальных значений у боль-
ных с большим и частичным цитогенетическим
ответом. При отсутствии и минимальном отве-
те на проводимое лечение отмечена тенденция
к повышению содержания этих молекул
(р>0,05) в сравнении с первичным ХМЛ, и дос-
товерное повышение в 2,0 раза по сравнению с
лицами, характеризующимися большим ЦГО.

У пациентов, ранее получавших препара-
ты a-интерферона, при достижении большо-
го или частичного цитогенетического ответа
на фоне лечения гливеком уровень молекул
sHLA-I также снижался до нормальных значе-
ний. В группе лиц с отсутствием или мини-
мальным цитогенетическим ответом уровень
молекул sHLA-I был в 4,5 раза выше, чем в
норме и в 2,2 раза выше, чем при первичном
ХМЛ. Это повышение было в 2 раза более су-
щественным, чем при монотерапии гливеком.
Однако достоверных отличий в содержании
растворимого sHLA-I между группами паци-
ентов, получающих разную терапию, выявле-
но не было (р>0.05).

Корреляционный анализ позволил устано-
вить положительную взаимосвязь между сы-
вороточным уровнем sHLA-I и цитогенети-
ческим ответом (долей Ph+ клеток в костном
мозге) у пациентов, получавших ранее б-ин-
терферон (r=0,62; p<0,05). При этом в группе
больных, леченных гливеком в качестве пер-
вой линии терапии, данная корреляционная
связь отсутствовала.

Достоверных изменений в содержании ра-
створимых форм CD8 антигена у пациентов с
ХМЛ как в дебюте заболевания, так и при лече-
нии гливеком выявлено не было (Рисунок 3).
Однако при отсутствии ЦГО была отмечена
выраженная тенденция к повышению содержа-
ния sCD8 как в общей группе, так и среди паци-
ентов, получающих гливек в качестве первой
линии терапии.

Наряду с анализом сывороточного содер-
жания растворимых молекул HLA I класса и
CD8 антигена, был определен уровень раство-
римых комплексов, состоящих из данных мо-
лекул. Исследование содержания растворимо-
го комплекса HLA-I-CD8 обнаружило тенден-
цию к его повышению при первичном ХМЛ
(Рисунок 4). У больных, предлеченных интер-
фероном-б и имевших большой и полный
цитогенетический ответ на фоне терапии гли-
веком, наблюдалась тенденция к понижению
сывороточного уровня тестированного моле-
кулярного комплекса. Менее выраженный
цитогенетический ответ характеризовался по-
вышением его уровня и при отсутствии цитоге-
нетического ответа сывороточное содержание
растворимого комплекса sHLA-I-CD8 было в
2,7 раза выше, чем в норме и в 2,3 раза выше,
чем при первичном ХМЛ (р<0,05).

В то же время, в случае применения гливека в
качестве первой линии терапии было отмечено
менее выраженное повышение концентрации
данного комплекса у пациентов с отсутствием
цитогенетического ответа – в 1,5 раза (р<0,05).

Рис. 3. Содержание растворимой формы СD8 антигена у больных ХМЛ в зависимости от получаемого лечения
(примечание: уровень в норме – 378±17 U/ml, у первичных больных – 382 ±45)
1 – большой и полный ЦГО (0-5% Ph-позитивных метафаз); 2 – частичный и малый ЦГО (6-90% Ph-позитивных метафаз); 3 – отсутствие или минимальный
ЦГО (91-100% Ph-позитивных метафаз)
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Обнаружена значимая положительная кор-
реляция между сывороточным содержанием
растворимого комплекса HLA-I-CD8 и долей
Ph+ клеток в пунктате костного мозга (r=0.52;
р<0.05) у пациентов, предлеченных интерферо-
ном. Среди тех, кто получал гливек в качестве
монотерапии, значимой связи между уровнем
растворимого HLA-I-CD8 и цитогенетическим
ответом выявлено не было.

Таким образом, можно резюмировать, что
наиболее существенные отклонения в содержа-
нии растворимой формы HLA-I и растворимо-
го комплекса HLA-I-CD8 отмечены в дебюте
заболевания и при отсутствии цитогенетичес-
кого ответа на проводимое лечение гливеком.
Высокие значения sHLA-I в дебюте ХМЛ и при
отсутствии ответа на проводимое лечение согла-
суются с имеющимися в литературе сведениями
об увеличении уровня sHLA-I при гемобласто-
зах [14, 15]. Показано, что растворимые моле-
кулы HLA-I модулируют реактивность Т-клеток
и стимулируют апоптоз in vitro. При этом, по-
вышенная продукция растворимых молекул
гистосовместимости может осуществляться
одними клетками, а эффекторное воздействие
может оказываться на другие клетки [16,17].
Продемонстрировно также, что распознавание
клеток-мишеней CD8-положительными нату-
ральными киллерами ингибируется раствори-
мыми молекулами HLA I класса. Наряду с этим,
растворимые молекулы HLA I класса вызывают
Fas/FasL-зависимый апоптоз CD8+ NK-клеток,

взаимодействуя с CD8 антигеном на их поверх-
ности [18,19]. Следовательно, повышенный
уровень молекул sHLA-I способен вызвать анер-
гию или гибель CD8-положительных цитоток-
сических Т-лимфоцитов и/или натуральных
киллеров, что может явиться важным факто-
ром угнетения противолейкемического иммун-
ного ответа и привести к последующей прогрес-
сии заболевания.

Снижение повышенного уровня sHLA-I до
нормальных значений в случае успешной тера-
пии гливеком является, таким образом, звеном
механизма нормализации апоптотических про-
цессов, касающихся активированных Т-клеток.
Это позволяет предположить возможность ис-
пользования данного протеина для иммуноло-
гического мониторинга пациентов с ХМЛ.

Корреляционый анализ позволил выявить
наличие достоверной положительной связи
между уровнем растворимой формы HLA-I и
относительной концентрацией растворимого
комплекса HLA-I-CD8 (r=0,52; p<0,05), а также
между сывороточным содержанием sCD8 и
комплекса HLA-I-CD8 (r=0,46; p<0,05). Нали-
чие такой корреляции указывает на высокую
вероятность того, что sHLA-I и sCD8 в значи-
тельном количестве содержатся в сыворотке в
составе растворимых комплексов HLA-I-CD8.
Белки, входящие в состав растворимых ассоци-
атов, лишены способности обеспечивать моду-
лирующие эффекты, свойственные свободным
растворимым формам мембранных антигенов,

Рис. 4. Содержание растворимого комплекса HLA-I-СD8 у больных ХМЛ в зависимости от получаемого лечения
(примечание: уровень в норме – 513±22 U/ml, у первичных больных – 520 ±74 U/ml)
1 – большой и полный ЦГО (0-5% Ph-позитивных метафаз); 2 – частичный и малый ЦГО (6-90% Ph-позитивных метафаз); 3 – отсутствие или минимальный
ЦГО (91-100% Ph-позитивных метафаз)
* – достоверные отличия по сравнению с нормой, р<0,05

Онкоиммунология: Особенности содержания растворимых молекул HLA I класса, CD8 антигена и их комплексов...
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поскольку их центры связывания взаимно бло-
кированы. То есть, увеличение содержания ра-
створимых молекул HLA I класса, вероятно,
происходит в большей степени за счет связан-
ных с лигандами молекул, не способных взаимо-
действовать с мембранными партнерами и ока-
зывать проапоптотический эффект. Результа-
том может явиться ограничение программиро-
ванной клеточной смерти CD8-положительных
цитотоксических Т-лимфоцитов и обеспечение
более эффективной работы противолейкеми-
ческого клеточного иммунного ответа.

Таким образом, в ходе исследования было
выявлено значительное повышение содержания
растворимых молекул HLA I класса, а также
комплекса HLA-I-CD8 в сыворотке пациентов с
ХМЛ, получавших препараты б-интерферона в

качестве предшествующей гливеку терапии;
была установлена корреляционная взаимосвязь
между уровнем sHLA-I, sHLA-I-CD8 и цитоге-
нетическим ответом, который является глав-
ным маркером эффективности проводимого
лечения ингибитором тирозинкиназы. Эффек-
тивность применения гливека была закономер-
но выше у пациентов, получавших этот препа-
рат в качестве терапии первой линии. Следова-
тельно, уровень растворимой формы HLA-I и
его комплекса с растворимым CD8-антигеном
отражают особенности патогенеза ХМЛ и фор-
мирования резистентности к гливеку, что по-
зволяет рассматривать эти белки в качестве
возможных прогностических маркеров при
данной тяжелой онкогематологической пато-
логии.
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