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ПРОГНОСТИЧНА РОЛЬ PD-L-ЛІГАНДІВ 
ПРИ ЛІМФОМІ ХОДЖКІНА

Дослідження імунотерапії при онкологічних захворюваннях проводяться 
протягом останніх 20 років. Існує система інгібіторних механізмів — чекпоїнтів 
(англ. checkpoints), які впливають на активацію імунної відповіді. Оскільки 
більшість чекпоїнтів функціонують за рахунок взаємодії ліганд — рецептор, 
головною стратегією протипухлинної терапії є використання нових монокло-
нальних антитіл. За останні роки в цьому напрямі досягнуто значних резуль-
татів. Рецептор запрограмованої смерті 1 (PD-1) та його ліганди (PD-L1/2) 
відіграють важливу роль у пухлино-індукованій імунній супресії та високо 
оцінені щодо використання їх в розробці імунотерапевтичних препаратів.

ВСТУП
Імунотерапевтичні підходи до ліку-

вання пацієнтів з онкологічними захво-
рюваннями поглиблено досліджуються 
протягом останніх років у різних вузьких 
напрямах. Таке поняття, як сигнальні 
шляхи, включає рецептор запрограмо-
ваної смерті 1 (programmed cell death 1 — 
PD-1) та його ліганди (PD-L1/2), які 
відіграють важливу роль у пухлино-
індукованій імунній супресії та високо 
оцінені щодо використання їх в розробці 
імунотерапевтичних препаратів [1]. 

Відомо, що PD-L1 і PD-L2 здатні 
інгібувати проліферацію Т-клітин, ви-
кликати їх апоптоз чи анергію, пригні-
чувати продукцію цитокінів і хемокінів. 
Вважають, що PD-L2 контролює акти-
вацію Т-клітин у лімфоїдних органах 
та експресується лише на активованих 
макрофагах і дендритних клітинах, тоді 
як PD-L1 міститься на макрофагах, 
дендритних клітинах, ендотеліальних 
клітинах серця, β-клітинах підшлункової 
залози, гліальних клітинах та пригнічує 
функцію периферичних Т-клітин. PD-
1-механізм деактивації Т-лімфоцитів 
полягає у підвищеному синтезі білків клі-
тиною пухлини, які зв’язуються із рецеп-
торами PD-1 на поверхні Т-лімфоцитів 
та запускають процес деактивації імун-
ної системи. Також PD-l експресується 
не лише на активованих Т-клітинах, 
а й на В-клітинах і на клітинах мієлоїдного 
ряду, що свідчить про ширший спектр 
функцій у регуляції роботи імунної сис-
теми [2]. Багато досліджень демонструють 
та пов’язують функцію цих рецепторів 
з імунологічною толерантністю. Інгібі-
тори рецептора PD-1 сприяють розвитку 
потужної імунної відповіді за рахунок 
Т-лімфоцитів та знищенню пухлини. 

Перші клінічні дослідження препара-
ту MDX-1106, який пізніше отримав на-
зву ніволумаб, розпочалися у 2010 р. [3]. 
У I фазі дослідження взяли участь 39 па-
цієнтів із колоректальним раком, раком 

передміхурової залози та нирки, мета-
статичною меланомою, недрібноклітин-
ним раком легені. Уже на цьому етапі 
інгібітори PD-l показали значний проти-
пухлинний ефект та безпечний профіль 
застосування. Для деяких солідних пух-
лин та гемобластозів гіперекспресія PD-
L1 асоціюється з несприятливим про-
гнозом перебігу захворювання, зокрема 
резистентністю до лікування та швидким 
прогресуванням хвороби [4, 5].

Пухлини, які експресують PD-L1, 
частіше за все агресивні та мають не-
сприятливий прогноз перебігу патоло-
гічного процесу. Анти-PD-1 і анти-PD-
L1-агенти мають хороший профіль без-
пеки і, як результат, сприяють тривалій 
відповіді при різних формах раку, в тому 
числі меланомі, раку нирки і раку легені, 
навіть після припинення лікування. Роль 
цих агентів наразі оцінюється, особливо 
при гемобластозах, окремо або в ком-
бінації з іншими методами лікування, 
як інгібіторів, так і у вигляді таргетної або 
цитотоксичної хіміотерапії [6–9].

Основне завдання при проведенні 
терапії з приводу онкогематологічних 
захворювань — досягнути гарної від-
повіді та довготривалої ремісії за умов 
прийнятної ремісії. Пошуки нових 
можливостей імунотерапії для мінімізації 
токсичності стали досить популярними 
в останні роки [10, 11]. Імунотерапія 
з використанням моноклональних 
антитіл у терапевтичних протоколах 
сприяла значному підвищенню загальної 
виживаності пацієнтів. В-клітинна не-
ходжкінська лімфома стала прикладом 
успішної концепції імунохіміотерапії. 
Незважаючи на це, ще досі залишається 
деяка частка пацієнтів, які є рефрактер-
ними до терапії або у яких діагностують 
ранній рецидив після проведеної терапії.

PD-1/PD-L1 патогенетичні шляхи 
беруть участь у розвитку імунної депресії 
в злоякісних пухлинах, тому вважаються 
перспективними терапевтичними міше-
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нями. Проведені клінічні дослідження 
показали, що біомаркер PD-1 може бути 
предиктором відповіді на анти-PD-1/PD-
L1-терапію при різних онкологічних 
захворюваннях, а також стати новою 
стратегією для покращення результатів 
лікування, тому багато науковців із нетер-
пінням очікують подальших результатів 
завершених і поточних досліджень.

ОБ’ЄКТ І МЕТОДИ 
ДОСЛІДЖЕННЯ
В основу роботи покладено аналіз без-

посередніх та віддалених результатів комп-
лексного лікування 49 хворих на лімфому 
Ходжкіна (ЛХ), які перебували на лікуван-
ні у відділенні хіміотерапії гемобластозів 
Національного інституту раку. Діагнози 
пацієнтів верифіковано за даними мор-
фологічного, цитологічного, імуногістохі-
мічного досліджень біопсійного матеріалу 
лімфатичних вузлів або іншого вогнища 
ураження за Міжнародною клініко-мор-
фологічною класифікацією Всесвітньої 
організації охорони здоров’я (2008).

Методика визначення рівня експресії 
PD-L-лігандів. Для стабілізації РНК 
біоптату поміщали в мікропробірки, 
які містять 0,3 мл RNA-later («Ambion», 
США). Матеріал, призначений для ви-
ділення РНК, зберігали при темпера-
турі 2–8 °С протягом 1 доби, після чого 
його використовували або зберігали 
при −70 °С довготривало.

Для виділення тотальної РНК із ден-
дритних клітин методом кислотно- 
фенольної екстракції використовували 
тест-набір для полімеразної ланцюгової 
реакції (ПЛР) «Рибо-золь» («Амплисенс», 
Росія). Для роботи з РНК використову-
вали одноразові стерильні пластикові 
матеріали, які мають спеціальні марку-
вання «RNase-free», «DNase-free». Отри-
маний зразок РНК готовий до обробки 
ДНКазою та проведення реакції зворотної 
транскрипції. Обробка виділеної РНК 
ДНКазою необхідна для позбавлення 
від геномної ДНК, яка може бути дже-
релом хибних результатів. Для обробки 
виділеної РНК ДНКазою використо-
вували реактиви DNase, DNase-buffer 
(«Ambion», США) та IRNase-inhibitor 
(«Applied Bіosystems», США), проводили 
за протоколом виробника. Концентрацію 
РНК визначали методом спектрофото-
метрії за допомогою спектрофотометра 
Nano Drop 1000 («Thermo Fisher Scientific», 
США) та доводили зразок РНК до концен-
трації 200 нг/мкл.

Після цього РНК була готова до ре-
акції зворотної транскрипції.

Для проведення реакції зворотної 
транскрипції використовували ПЛР-
тест-набір «Реверта-L-100» («Ампли-
сенс», Росія). Отриману в результаті 
реакції зворотної транскрипції компле-
ментарну ДНК (кДНК) для наступного 
виконання ПЛР розводили в 2 рази 
ДНК-буфером (до 20 мкл розчину кДНК 

додають 20 мкл ДНК-буфера). кДНК 
може зберігатися протягом 2–3 тиж 
при температурі 4 °С, до 1 року при тем-
пературі −20 °С та довготривало при тем-
пературі −70 °С. Використаний пласти-
ковий посуд (пробірки, наконечники) 
знезаражували в спеціальному контей-
нері, який містить дезінфікуючий 5% 
розчин хлораміну або 1Н розчин соляної 
кислоти.

Рівень експресії генів мембранних 
білків визначали за допомогою методу 
кількісної ПЛР з детекцією результатів 
у режимі реального часу на приладі 
7500 Real-Time PCR Systems («Applied 
Bіosystems», США) з використанням 
специфічних праймерів та асиметрично-
го ціанінового катіонного флюорохрому 
SYBRGreen (С32Н37N4S+) з піком по-
глинання λmax=488 нм та флюоресценції 
λmax=522 нм, який має високу афінність 
до дволанцюгової ДНК. SYBRGreen, 
що міститься у розчині ПЛР, зв’язується 
з дволанцюговою ДНК, тим самим під-
вищуючи рівень флюоресценції пропор-
ційно до накопичення продукту ПЛР.

Послідовності праймерів були піді-
брані з використанням програми Primer 
Express® Software v3.0 фірми «Applied 
Bіosystems» (США) та синтезовані фірмою 
«Applied Bіosystems» (США). Послідовність 
праймерів для PDL-1: прямий праймер — 
TCAATGCCCCATACAACAAA, зворотний 
праймер –TGCTTGTCCAGATGACTTCG; 
P D L - 2 :  п р я м и й  п р а й м е р  — 
GTACATAATAGAGCATGGCAGCA, 
з в о р о т н и й  п р а й м е р  — 
CACCTTTTGCAAACTGGCTGT.

Для проведення ПЛР використовува-
ли такий температурний режим:

•	2 хв при температурі 50 °C;
•	ампліфікація: початок ампліфікації 

при температурі 94 °С — 8 хв, нако-
пичення ампліфікаційного продукту 
протягом 45 циклів при температурі 
94 °С — 15 с, 55 °С — 15 с, 72 °С — 30 с;

•	дисоціація (розділення отриманих 
продуктів за температурою плавлен-
ня): при температурі 95 °С — 15 с, 
60 °С — 30 с, 95 °С — 15 с.

Для контролю рівня експресії 
мРНК досліджуваних цитокінів та хе-
мокінів вимірювали експресію мРНК 
гліцеральдегід-3-фосфатдегідрогенази 
(GAPDH). Після закінчення реакції 
ампліфікації проводили облік одержа-
них результатів згідно з рекомендаціями 
фірми — виробника приладу. Рівень екс-
пресії генів цитокінів оцінювали за допо-
могою методу ΔΔCt з нормуванням щодо 
експресії контрольного гена.

РЕЗУЛЬТАТИ
Дослідна група становила 49 хво-

рих на ЛХ, які перебували на лікуванні 
у відділенні хіміотерапії гемобластозів 
Національного інституту раку, серед них 
28 (57,1%) жінок та 21 (42,9%) чоловік. 
Вік пацієнтів коливався від 18 до 64 років 
(у середньому 32,8±8,9 року).

Пацієнтів розподілено за стадіями 
захворювання таким чином: ІА–IIA 
та III–IV стадії — верифіковано по 23 ви-
падки, IIB стадія — діагностовано лише 
у 3 хворих.

За морфологічним варіантом ЛХ пе-
реважав нодулярний склероз — 18 (36,7%) 
випадків, змішаноклітинний варіант 
діагностовано у 8 (16,3%) пацієнтів, лім-
фоїдне виснаження — у 3 (6,1%) хворих, 
лімфоїдне переважання — у 5 (10,2%) 
випадках, не встановлено варіанта — 
у 15 (30,6%) пацієнтів.

Пацієнти отримали лікування за схе-
мами ABVD або BEACOPP-14/esc як те-
рапію першої лінії та променеву терапію.

Серед 49 пацієнтів із ЛХ рівень 
загальної відповіді на терапію першої 
лінії становив 93,9% (n=47). Повної 
та часткової відповіді досягли у 73,5% 
(n=36) та 22,4% (n=11) хворих відпо-
відно (р>0,05). Прогресування захво-
рювання після терапії зареєстровано 
у 4,0% (n=2) пацієнтів. Серед пацієнтів, 
які досягли повної відповіді, рецидив 
захворювання зареєстровано у 25,0% 
(n=9) випадків (діапазон спостереження 
становив 12–36 міс; медіана — 24 міс).

Встановлено, що рівень експресії 
PD-L1 значно вищий при варіанті 
нодулярного склерозу ЛХ та у пацієн-
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Рис. 1. Рівень експресії PD-L1 у хворих на ЛХ залежно від гістологічного варіанта, 
стадії захворювання та відповіді на лікування
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тів із пізніми стадіями захворювання 
(p=0,12) (рис. 1).

У 26,5% хворих на ЛХ не виявлено 
експресії PD-L1.

За результатами дослідження не ви-
явлено залежності рівня експресії PD-
L2 від гістологічного варіанта ЛХ, стадії 
захворювання та прогнозу (рис. 2).

ROC-аналіз показав, що експресія 
PD-L1 у пухлині — це важливий маркер, 
який асоціюється з клінічним прогнозом 
перебігу захворювання для пацієнтів 
із ЛХ (Se=87,5%; Sp=64,5%; AUC=0,75; 
p=0,002). Виявлено, що висока експресія 
PD-L1 впливає на рівень безрецидивної 
виживаності у пацієнтів із ЛХ. Трирічна 
безрецидивна виживаність у хворих 
з високою та низькою (або взагалі від-
сутньою) експресією PD-L1 становила 
66,6% проти 85,1% відповідно (р<0,0054).

ВИСНОВКИ
Отримані дані дозволяють ствер-

джувати, що високу експресію маркера 
PD-L1 слід вважати додатковим фак-
тором ризику несприятливого перебігу 
ЛХ. Дотепер біомаркери не враховували 
як прогностичні критерії при визначенні 
групи ризику при ЛХ, однак отримані 
дані свідчать про доцільність включен-
ня характеристик пухлини як нових 
факторів для оцінки прогнозу перебігу 
захворювання.
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Прогностическая роль PD-L-лигандов 
при лимфоме Ходжкина
О.И. Новосад, Т.В. Скрипец, О.В. Скачкова, Н.Н. Храновская, 
И.А. Крячок

Национальный институт рака, Киев

Резюме. Исследования иммунотерапии при онкологичес-
ких заболеваний проводятся на протяжении последних 20 лет. 
Существует система ингибиторных механизмов — чекпоинтов 
(англ. checkpoints), которые влияют на активацию иммунного 
ответа. Так как большинство чекпоинтов функционируют 
за счет взаимодействия лиганд — рецептор, главной стратегией 
противоопухолевой терапии является использование новых 
моноклональных антител. Рецептор запрограммированной 
смерти 1 (PD-1) и его лиганды (PD-L1/2) играют значитель-
ную роль в опухоль-индуцированной иммунной супрессии 
и высоко оценены в использовании их для разработки новых 
иммунотерапевтических препаратов.

Ключевые слова: лимфома Ходжкина, PD-L-лиганды, 
прогноз.

Prognostic role of PD-L-ligands in patients 
with Hodgkin’s lymphoma
O.I. Novosad, T.V. Skrypets, O.V. Skachkova, N.M. Khranovska, 
I.A. Kriachok

National Cancer Institute, Kyiv

Summary. Over the last 20 years a lot of immunotherapy cancer 
researcher is conducted. Immune checkpoints represent inhibitory 
mechanisms system which regulates the activation of the immune 
response. As the major part of checkpoints are based on the ligand-
receptor interactions, the main strategy of antitumor therapy 
is developing and using of new monoclonal antibodies. Programmed 
cell death ligand 1 (PD-1) and its ligands (PD-L1/2) plays a major 
role in tumor-induced immune suppression and highly appreciated 
on their use in the development of immunotherapy drugs.

Key words: Hodgkin’s lymphoma, PD-L ligands, prognosis.
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Рис. 2. Рівень експресії PD-L2 у хворих на ЛХ залежно від гістологічного варіанта, 
стадії захворювання та відповіді на лікування


