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В-клітинні лімфопроліферативні захворювання 
(ЛПЗ), клінічний спектр яких досить різноманітний, 
привертають значну увагу гематологів. Незважаючи 
на широке коло генетичних і фенотипових маркерів 
злоякісних лімфоїдних клітин (ЗЛК), лишається чима-
ло нез’ясованих питань стосовно походження, класи-
фікації та прогнозу різних форм цих захворювань. Згід-
но з сучасною класифікацією ВООЗ злоякісних пухлин 
кровотворної та лімфоїдної тканин, В-клітинний хро-
нічний лімфолейкоз (В-ХЛЛ) є єдиною нозологічною 
формою [1], але характеризується значною гетероген-
ністю. Індивідуальні біологічні характеристики транс-
формованих клітин можуть суттєво розрізнятися, завдя-
ки чому В-ХЛЛ може розглядатися як одна з моделей 
для розробок у галузі персоналізованої медицини [2]. 
Накопичена на сьогодні інформація щодо біологічної 
різнорідності В-ХЛЛ вимагає детального аналізу фено-
типових та генетичних характеристик, а також біологіч-
них властивостей лейкемічної популяції клітин. Вели-
ку увагу приділяють пошуку нових та аналізу відомих 
фенотипових та генетичних маркерів ЗЛК при В-ХЛЛ, 
а також аналізу кореляцій між цими ознаками.

Характерним для В-ХЛЛ є наявність в мазках пери-
феричної крові (ПК) хворих пошкоджених лімфоцитів, 
які відомі під назвою клітин лейколізу (ЛЛ), або тіней 
Боткіна — Гумпрехта. Хоча цей морфологічний фено-

мен було описано ще наприкінці ХІХ ст.*, лише в робо-
тах початку ХХІ ст. зроблено спроби з’ясувати його мож-
ливе прогностичне значення та проаналізувати зв’язок 
з іншими властивостями ЗЛК. Клітини ЛЛ (а точніше, 
залишки зруйнованих лімфоцитів) є артефактами, які 
виникають при розчавленні клітин у процесі приготу-
вання мазка, що пов’язано з їхньою підвищеною чут-
ливістю до механічного ушкодження. Загалом відомо, 
що клітини ЛЛ містяться в мазках ПК при різних фор-
мах патології, але в разі В-ХЛЛ їх можна виявити в маз-
ках крові багатьох хворих. Клітини ЛЛ характеризують-
ся зміненою формою, відсутністю видимої цитоплазми 
та порушенням ядерної мембрани. Наявність у мазках 
ПК збільшеної кількості таких клітин з характерними 
морфологічними проявами вважається патогномоніч-
ною ознакою В-ХЛЛ [3]; їх виявлення у сукупності з ін-
шими клінічними та гематологічними особливостями 
може стати в пригоді, аби запідозрити наявність цього 
захворювання та провести належне гематологічне об-
стеження [4–6].

Минуло більше сторіччя з часу першого повідом-
лення щодо тіней Боткіна — Гумпрехта, тепер цей фе-
номен знов привернув до себе увагу. Так, показано, 
*Gumprecht F. Leukozytenzerfall im Blute bei Leukamie und bei 
schweren Anamien. Deutsches Archiv fur klinische Medizin, Leipzig, 
1896; 57: 523–48.
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що відсоток клітин ЛЛ у мазках крові прямо корелює 
з виживаністю хворих на В-ХЛЛ і тому може засто-
совуватися для прогнозування перебігу захворюван-
ня [7–9]. Підвищений відсоток клітин ЛЛ у мазках 
свідчить про ймовірність більш сприятливого прогно-
зу. На противагу цьому в деяких інших дослідженнях 
кореляції між часткою клітин ЛЛ і загальною вижи-
ваністю пацієнтів із В-ХЛЛ не помічено [10].

Підвищену чутливість ЗЛК до механічного руйну-
вання пояснюють зниженою експресією в них білка ци-
тоскелета віментину порівняно з такою в нормальних 
лімфоцитах, бо саме віментин забезпечує ригідність по-
верхневої мембрани та сталу форму клітини [7]. У низ-
ці досліджень здійснено спроби з’ясувати кореляції між 
відсотком клітин ЛЛ та іншими характерними марке-
рами лімфоїдних клітин, які можуть бути асоційова-
ні з перебігом та прогнозом В-ХЛЛ. Зокрема, проде-
монстровано, що у хворих на В-ХЛЛ з високим відсо-
тком клітин ЛЛ значно нижчою була експресія CD45 
у лімфоїдних клітинах, а також виявлено обернену за-
лежність між відсотком клітин ЛЛ та експресією анти-
гену CD38 [10]. Чутливість до пошкодження під впли-
вом різних фізичних та хімічних факторів теж є важли-
вою ознакою ЗЛК. Зокрема, показано, що лімфоцити 
хворих на В-ХЛЛ характеризуються підвищеною чут-
ливістю до осмотичного шоку з оберненою залежніс-
тю такої чутливості з експресією антигену CD45 [10].

Раніше N.F. Gamaleia та співавтори показали, що, 
на відміну від лімфоцитів здорових донорів та хворих 
із поліклональною проліферацією лімфоїдних клі-
тин, ЗЛК людини (як в культурах перещеплюваних лі-
ній клітин, так і в первинних культурах мононуклеа-
рів ПК хворих на ЛПЗ) є дуже чутливими до фотосен-
сибілізуючої дії амінолевулінової кислоти (АЛК) [11]. 
Оскільки АЛК є не безпосереднім фотосенсибілізато-
ром, а метаболічним попередником активного про-
дукту протопорфірину IX, в який АЛК перетворюєть-
ся при введенні в організм, то різниця в чутливості клі-
тин до АЛК-опосередкованої фотодинамічної (ФД) дії, 
скоріш за все, є наслідком змін у метаболізмі трансфор-
мованих лімфоцитів [12]. Підвищена чутливість зло-
якісних клітин до АЛК-опосередкованого ФД впливу 
при інших формах гемобластозів також показана багать-
ма авторами [13], але слід зазначити, що в ЗЛК відсоток 
загибелі в результаті ФД впливу був особливо високим.

У нашій попередній роботі показано, що ЗЛК хворих 
на В-ХЛЛ характеризуються значною гетерогенністю 
цитотоксичної відповіді та індукції апоптозу ex vivo під 
впливом хіміопрепаратів, зокрема етопозиду або флу-
дарабіну [14]. Цікавим є той факт, що чутливість ЗЛК 
при В-ХЛЛ до індукції апоптозу хіміопрепаратами ex vivo 
корелює із рядом фенотипових ознак цих клітин, які асо-
ціюються зі сприятливістю перебігу захворювання [15]. 
Метою цієї роботи було з’ясувати, чи існує зв’язок між 
підвищеною чутливістю до механічного пошкодження 
ЗЛК при В-ХЛЛ (утворення клітин ЛЛ в мазках), чутли-
вістю цих клітин до АЛК-опосередкованого ФД впли-
ву та проапоптогенної дії етопозиду, а також експресі-
єю відомих предиктивних маркерів В-ХЛЛ.

ОБ’ЄКТ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ
Діагностику хронічних ЛПЗ виконано у відділі онко-

гематології Інституту експериментальної патології, он-
кології і радіобіології ім. Р.Є. Кавецького НАН України 
на підставі морфологічних, цитохімічних та імуноцито-
хімічних досліджень клітин ПК і кісткового мозку паці-
єнтів із врахуванням клінічних даних. Усього обстежено 
57 хворих на В-ХЛЛ і 6 пацієнтів із поліклональним лім-
фоцитозом (ПКЛ). Хворі перебували на лікуванні у ге-
матологічних відділеннях Київської клінічної лікарні 
№ 9 і Київської обласної клінічної лікарні № 1. Визна-
чення імунофенотипу проводили за допомогою панелі 
МкАТ («Dako», Данія) для диференціації антигенів Т- 
(CD3, CD4, CD5, CD8) і В-лімфоцитів (CD19, CD20, 
CD22, CD23, CD43, CD38) за загальноприйнятими ме-
тодами [16]. Визначення експресії білка Zap-70 прово-
дили за допомогою проточної цитометрії, використо-
вуючи антитіла проти Zap-70, мічені FITC (клон 1Е7.2, 
«BD Biosciences», США). Клітини фіксували та пермеа-
білізували в буфері Cytofix/Cytoperm («BD Biosciences»).

Для дослідження ФД впливу виділені з гепарині-
зованої крові клітини переносили в сольовий розчин 
Хенкса (рН 7,2). АЛК («Synbias», Україна) розчиня-
ли безпосередньо перед експериментами в буферному 
сольовому розчині, рН 7,2. Суспензію клітин інкубу-
вали протягом 4 год з 1,0 ммоль/л АЛК при 37 °C, а по-
тім опромінювали світлом гелій-неонового лазера (до-
вжина хвилі 633 нм). Доза опромінення — 25 Дж/см2. 
Опромінені клітини інкубували при 37 °C у середови-
щі RPMI-1640 із додаванням ембріональної сироватки 
великої рогатої худоби («Sigma», США) протягом 20 год 
для закінчення індукованих ФД впливом процесів 
апоптозу. Кількість загиблих клітин визначали за допо-
могою трипанового синього або в тесті з МТТ («Sigma»). 
Підрахунок клітин ЛЛ у нових та архівних мазках ПК 
проводили рутинним методом із використанням світ-
лового мікроскопа. Такими клітинами вважали пошко-
джені лімфоцити зі зміненою формою, без видимої ци-
топлазми та з порушеною ядерною мембраною.

Дослідження апоптогенної активності етопози-
ду проводили в первинних культурах мононуклеарів 
ПК хворих на В-ХЛЛ, які культивували за загально-
прийнятими методиками у суспензії при 37 °С в ат-
мосфері, що містила 5% СО2, у поживному середо-
вищі RPMI-1640 із додаванням 10% сироватки емб-
ріонів великої рогатої худоби («Сангва», Україна), 
2 ммоль/л L-глутаміну та 40 мкг/мл гентаміцину. Ето-
позид («Brystol-Myers Squibb Spa», Італія) вносили в се-
редовище на 24 год в концентрації 5 мкмоль/л. Вміст 
гіподиплоїдних клітин визначали методом проточної 
цитометрії за I. Nicoletti та співавторами [17].

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ
Лімфоїдні клітини ПК усіх хворих на В-ХЛЛ 

мали характерний фенотип CD19+CD5+CD10–

CD23+CD20+CD43+; кількість пацієнтів зі значним 
вмістом позитивних за СD38 лімфоцитів (рис. 1) стано-
вила близько 10%. У забарвлених за Романовським — 
Гімзою мазках ПК хворих на В-ХЛЛ постійно виявля-
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ли артефактні клітини ЛЛ із характерними брилуватими 
зруйнованими ядрами та залишками нуклеол (рис. 2); 
чисельність цих структур коливалася в межах 1,0–51,5% 
з медіаною 9,3%. Клітини ЛЛ виявляли в мазках крові 
хворих як позитивних, так і негативних за CD38. Пев-
ну частку цих клітин (2–10%) знаходили також у маз-
ках частини хворих на інші форми ЛПЗ, гострий лім-
фобластний лейкоз, а також пацієнтів, у яких не вияв-
лено онкогематологічної патології, зокрема у хворих 
із ПКЛ. Кількість клітин ЛЛ у мазках крові здорових 
донорів (8 осіб) зазвичай не перевищувала кількох від-
сотків. За допомогою непараметричного U-критерію 
Манна — Уїтні показано наявність вірогідної різниці як 
щодо медіани, так і розподілу індивідуальних значень 
вмісту клітин ЛЛ у препаратах крові хворих на В-ХЛЛ 
та пацієнтів із ПКЛ (рис. 3, а; U = 81,5; p < 0,05).

Паралельно досліджували чутливість ЗЛК до ФД 
дії, опосередкованої АЛК. У нашій вибірці хворих 
на В-ХЛЛ чутливість лімфоцитів до ФД впливу варі-
ювала та знаходилася в межах 17,2–100,0%, хоча біль-
шість індивідуальних показників чутливості були до-
сить високими (медіана 60,5%; рис. 3, б). Загибель клі-
тин внаслідок АЛК-опосередкованої ФД дії у хворих 
із ПКЛ різного генезу коливалася від 5,7 до 64,4% з ме-
діаною 21,6%. Важливим є той факт, що лімфоцити 
крові здорових донорів не проявляли підвищеної чут-
ливості до такого впливу.

Кореляційний аналіз вмісту клітин ЛЛ та загибе-
лі клітин внаслідок ФД впливу для хворих на В-ХЛЛ 
за допомогою непараметричного критерію — ко-
ефіцієнта рангової кореляції Спірмена — показав 
наявність суттєвої оберненої кореляції між цими 
показниками (r = –0,44; 95% довірчий інтервал 
(ДІ) –0,63... –0,2; рис. 4, а). На відміну від В-ХЛЛ, 
для інших ЛПЗ показники чутливості до АЛК-
опосередкованого ФД впливу та відсоток клітин ЛЛ 
не корелювали між собою (рис. 4, б).

Також проаналізовано можливу наявність зв’язків 
характеристик чутливості ЗЛК хворих на В-ХЛЛ 
до механічного та ФД ушкодження з відомими про-
гностичними маркерами В-ХЛЛ. Ми проаналізува-
ли, як зіставляються вміст клітин ЛЛ та рівень екс-
пресії антигену CD38. Результати, наведені на рис. 5, 
свідчать про наявність суттєвої оберненої кореляції 
цих показників (r = –0,64; 95% ДІ –0,9... –0,05). По-
передні дані для обмеженої вибірки хворих свідчать 
про наявність певної прямої залежності між рівнем 
експресії антигену CD38 та загибеллю клітин внаслі-
док ФД дії (дані не наведені).

Кореляційний аналіз не виявив помітної кореляції 
між вмістом клітин ЛЛ та експресією іншого прогнос-
тичного маркера Zap-70 (r = 0,12; рис. 6, а). Кореля-
ція між чутливістю клітин до АЛК-опосередкованого 
ФД впливу та рівнем експресії Zap-70 теж була відсут-
ня (r = –0,055; рис. 6, б). Крім того, не зареєстровано 
помітної кореляції між чутливістю клітин до індукції 
апоптозу етопозидом та загибеллю клітин внаслідок 
ФД дії (рис. 7). У мазках ПК обстеженої групи хворих 
на В-ХЛЛ (як позитивних, так і негативних за CD38) 

постійно виявляли характерні клітини ЛЛ. Кількіс-
ні показники в обстежених пацієнтів, зокрема меді-
ана відсотка вмісту клітин ЛЛ, збігаються з даними, 
наведеними в роботах інших авторів [18, 19]. Кліти-
ни ЛЛ виявляли і в мазках хворих на інші гемобласто-
зи, зокрема на різні форми хронічних ЛПЗ. У нашому 
дослідженні показано, що медіана розподілу відсотка 

а

б
Рис. 1. Різний рівень експресії CD38 на поверхні лімфоїд-
них клітин ПК хворих на В-ХЛЛ: а — поодинокі клітини 
з експресією антигену CD38 у типовому випадку В-ХЛЛ; 
б — значна кількість клітин, позитивних за CD38

Рис. 2. Клітини ЛЛ у мазку ПК хворого на В-ХЛЛ (забарв-
лення за Романовським — Гімзою, зб. × 400)
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клітин ЛЛ для В-ХЛЛ є вірогідно відмінною від такої 
в разі розподілу відсотка клітин ЛЛ для випадків ПКЛ. 
Разом з тим слід зважити на думку D.M. Matos та спів-
авторів [20], що за індивідуальними значеннями лише 
цього показника навряд чи можна віддиференціюва-
ти В-ХЛЛ від інших хронічних ЛПЗ.

Як і в попередніх дослідженнях N.F. Gamaleia 
та спів авторів [11], у середньому загибель лімфоци-
тів внаслідок АЛК-опосередкованої ФД дії була сут-
тєво вищою в разі В-ХЛЛ, аніж при інших хронічних 
ЛПЗ. Цілком припустимо, що індивідуальний показ-
ник чутливості до ФД впливу може мати більшу роз-
дільну здатність щодо диференціації В-ХЛЛ від інших 
ЛПЗ, ніж індивідуальний показник вмісту клітин ЛЛ, 
хоча це припущення потребує додаткової експери-
ментальної перевірки. У нашому дослідженні показа-
но, що медіана розподілу відсотка загибелі внаслідок 
ФД впливу в разі В-ХЛЛ вірогідно більша за таку для 
ПКЛ, причому різниця між медіанами розподілу відсо-
тка загибелі внаслідок ФД впливу при В-ХЛЛ та ПКЛ 
є суттєво більшою, ніж у разі аналогічного порівняння 
показників вмісту клітин ЛЛ (див. рис. 3). Слід заува-
жити, що значення індивідуальних показників чутли-
вості до ФД дії у більшості хворих були досить високи-
ми. Високі показники загибелі ЗЛК ex vivo при АЛК-
опосередкованій ФД дії у більшості пацієнтів із В-ХЛЛ 

можуть свідчити про суттєві та, можливо, однотипні 
зрушення в метаболізмі АЛК у процесі біо синтезу гему 
в цих клітинах, зокрема пов’язані з низькою активніс-
тю ферохелатази в ЗЛК [12].

Водночас ми показали наявність чіткої оберненої 
кореляції між вмістом клітин ЛЛ та загибеллю клітин 
внаслідок ФД впливу. Ймовірно, що загибель ЗЛК 
у результаті АЛК-опосередкованої ФД дії визначається 
не тільки власне фотохімічними процесами внаслідок 
впливу лазерного опромінення на фотосенсибілізато-
ри, але й особливостями біохімічних процесів у клі-
тинах, які зумовлюють наявність у них кінцевого фо-

а

б
Рис. 3. Розкид відсотка клітин ЛЛ у мазках ПК (а) та від-
сотка загибелі клітин ПК за АЛК-опосередкованого ФД 
впливу (б) при В-ХЛЛ та ПКЛ

а

б
Рис. 4. АЛК-опосередкована ФД чутливість лімфоцитів 
та відсоток клітин ЛЛ у хворих на В-ХЛЛ (а) та пацієн-
тів із ПКЛ (б)

Рис. 5. Кореляція між відсотком клітин ЛЛ у мазках ПК 
та експресією антигену CD38 у хворих на В-ХЛЛ
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тосенсибілізатора внаслідок перетворень АЛК. Саме 
доступність фотосенсибілізатора є лімітуючим фак-
тором, що визначає чутливість клітин до ФД впливу.

Ми не досліджували зв’язку між вмістом клітин ЛЛ 
в препаратах або індивідуальною чутливістю до АЛК-
опосередкованої ФД дії, з одного боку, та клінічними 
показниками (тяжкість перебігу, стадія захворюван-
ня, показники виживаності), з іншого. Разом з тим ми 
спробували проаналізувати наявність асоціації між чут-
ливістю до ФД впливу та відомими маркерами, що роз-

глядаються як опосередковані прогностичні та предик-
тивні показники, зокрема ті з них, що корелюють 
з мутаційним статусом генів важких ланцюгів імуногло-
булінів [21]. Ми виявили статистично вірогідну обер-
нену кореляцію між вмістом клітин ЛЛ та рівнем екс-
пресії антигену CD38. Разом із тим помітної кореляції 
між вмістом клітин ЛЛ (а також загибеллю клітин вна-
слідок ФД впливу) та експресією Zap-70 не відзначено. 
Виявлену тенденцію до прямої залежності між рівнем 
експресії антигену CD38 та ФД чутливістю клітин слід 
проаналізувати на більшій вибірці хворих.

Кореляції між вмістом клітин ЛЛ та експресією 
CD38 чи Zap-70 у хворих на В-ХЛЛ проаналізовано 
в інших дослідженнях. G.S. Nowakowski зі співавто-
рами [22] показали наявність оберненої кореляції від-
сотка клітин ЛЛ у мазках крові пацієнтів із показни-
ками, що асоціюються з гіршим перебігом та прогно-
зом, до яких належить наявність немутованих генів 
важких ланцюгів імуноглобуліну. Показано також 
обернену кореляцію між відсотком клітин ЛЛ та екс-
пресією CD38 чи Zap-70 [8, 23]. На противагу цьо-
му, деякі дослідники [24] не виявили такої асоціації.

Подальше вивчення цього питання може бути 
важливим у плані встановлення кореляцій між від-
носно нескладними для визначення показниками, 
таким як наявність клітин ЛЛ, імунологічними або 
молекулярно- біологічними маркерами ЗЛК, що ви-
значають особливості патогенезу, а також значну ге-
терогенність В-ХЛЛ. Щодо цього особливий інте рес 
може становити визначення зв’язку між молекуляр-
но-біологічними характеристиками ЗЛК при В-ХЛЛ 
та інших формах хронічних ЛПЗ і чутливістю до АЛК-
опосередкованої ФД дії з огляду як на виявлені у попе-
редніх дослідженнях [11] суттєві відмінності такої чут-
ливості для В-ХЛЛ та інших форм ЛПЗ, так і на вста-
новлену зараз відмінність у ефективності ФД впливу 
на лімфоцити хворих на В-ХЛЛ та пацієнтів із ПКЛ.

ВИСНОВКИ
1. Лімфоцити хворих на В-ХЛЛ є чутливими 

не тільки до механічного пошкодження при приго-
туванні мазків крові з утворенням тіней Боткіна —
Гумпрехта (клітин ЛЛ), але й до пошкодження че-
рез ФД ефект, опосередкований АЛК.

2. Чутливість до пошкодження внаслідок ФД 
впливу лімфоцитів хворих на В-ХЛЛ суттєво пере-
вищує таку у пацієнтів із ПКЛ. Чутливість до ФД дії 
обернено корелює із вмістом клітин ЛЛ в препаратах.

3. Не виявлено кореляції між загибеллю клітин 
внаслідок ФД впливу, опосередкованого АЛК, та ін-
дивідуальною чутливістю до індукції апоптозу ето-
позидом у первинних культурах.

4. Одержані результати свідчать про можливість 
застосування ФД ефекту як додаткового параметра 
в комплексній діагностиці хронічних ЛПЗ.

Роботу виконано в рамках цільової програми науко-
вих досліджень ВБФМБ НАН України «Функціональ-
на геноміка і метаболоміка в системній біо логії» (дер-
жавної реєстрації теми № 0112U002192; 2012–2016 рр.).

а

б
Рис. 6. Залежність між експресією антигену Zap-70 у лім-
фоїдних клітинах хворих на В-ХЛЛ та наявністю клітин 
ЛЛ в мазках ПК цих хворих (а) або загибеллю лімфоїдних 
клітин внаслідок ФД впливу (б)

Рис. 7. Індукція апоптозу під впливом етопозиду та заги-
бель внаслідок ФД впливу в первинних культурах лімфо-
їдних клітин ПК хворих на В-ХЛЛ
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EX VIVO PHOTODYNAMIC TREATMENT 
OF MALIGNANT LYMPHOID CELLS 
IN CHRONIC LYMPHOPROLIFERATIVE 
DISEASES

M.F. Gamaleia, E.D. Shishko, І.О. Shton, 
M.P. Zavelevych, O.O. Philchenkov, N.І. Ukrainska, 

O.S. Polishchuk

Summary. Aim: To study the relations between the con-
tent of smudge cells in blood smears of the patients with B-
cell chro nic lymphocytic leukemia (B-CLL), the respon-
siveness of the malignant lymphoid cells to aminolevulinic 
acid (ALA) mediated photodynamic (PD) treatment and 
proapoptogenic effect of vepesid as well as the expression 
CD38 and Zap-70 as the predicative markers of B-CLL. 
Object and me thods: the peripheral blood samples of pa-
tients with chronic lymphoproliferative diseases includ-
ing B-CLL were exami ned (smears, cytospin specimens, 
suspension of lymphoid cells). The immunocytochemical 
techniques and morphological methods, PD treatment and 
flow cytometry analysis of apoptosis were used. Results: 
the malignant lymphoid cells of B-CLL patients are re-
sponsive to ALA-PD treatment ex vivo. The percentage of 
B-CLL cell death caused by ALA-PD treatment exceeds 
significantly that in the cases of polyclonal lymphocyto-
sis. The responsiveness to ALA-PD treatment is inversely 
related to the content of smudge cells in the smears. The 
cell death caused by ALA-PD treatment does not corre-
late with the individual susceptibility to apoptosis induc-
tion by vepesid in primary B-CLL cell cultures. Conclu-
sion: the results obtained demonstrate the high suscepti-
bility of the malignant lymphoid cells of B-CLL patients 
to ALA-PD treatment ex vivo.

Key Words: chronic lymphocytic leukemia, 
photodynamic treatment, aminolevulinic acid, 
etoposide, smudge cells, CD38, Zap-70.
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