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Вплив протипухлинної терапiї на експонування Тn-антигену  
на мембранах лейкоцитiв хворих на лейкози  

Г.С. Маслак 4 

ДЗ «Дніпропетровська медична академія МОЗ України», Дніпропетровськ, Україна  

Проаналiзовано експонування Тn-антигену на поверхнi лiмфоцитiв, моноцитів і гранулоцитів у групах хворих на 
мiєлопролiферативнi захворювання: еритремію, сублейкемічний мієлоз і у хворих iз хронічним лiмфолейкозом. Оцiнено вплив 
цитостатичних терапiй за схемами: COP (циклофосфамід, вінкристин, преднізолон) та FC (комбінація флударабіну із циклофосфа-
мідом) на інтенсивність експонування Тn-антигену під час лiкування хворих на хронічний лімфолейкоз. Цей вуглеводний антиген 
не виявлено на поверхнi клітин кровi (лiмфоцитiв, моноцитів, гранулоцитiв) у хворих на еритремiю та сублейкемiчний мiєлоз. 
За допомогою проточної цитометрiї iдентифiковано Tn-антиген на поверхнi понад 80% лімфоцитів, показано значне (в 100 разiв) 
зростання інтенсивності його експонування на цих клітинах за хронічного лімфолейкозу. Після лікування таких хворих за схемами 
COP та FC виявлено зниження кількостi лімфоцитів із поверхневим Tn-антигеном до 28,1 ± 0,8 % та до 9,5 ± 0,5%, вiдповiдно.  
Показано позитивний вплив цитотоксичних терапiй, використаних у лiкуваннi хворих на хронічний лімфо лейкоз, на інтенсивність 
експонування Tn-антигену на поверхнi лімфоцитів. Бiльш дiєва щодо зниження кiлькостi поверхневого Tn-антигену під час 
лiкування хронічного лiмфолейкозу терапiя комбінацією флударабіну з циклофосфамідом.  

Ключові слова: Тn-антиген; лімфоцити; цитостатична терапія; хронічний лімфолейкоз  

Effect of anticancer therapy on Tn antigen exposure  
on the leucocyte membranes in patients with leukemia  
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Tn-antigen (Thomsen-nouvelle antigen) is tumor-associated carbohydrate antigen with only one GalNAc residue attached to serine or 
threonine of polypeptide chain. There is not enough data about the expression of this glycotope in hematologic processes. But the correlations 
between increasing Tn-antigen expression on the cell surface and tumor growth progression, invasion, and activation of cell migration are 
well known. Therefore, the currently important area of modern research is studying of the impact of anticancer therapy by expression of this 
carbohydrate antigen in the onco-proliferative process. There are two types of cytostatic therapies in clinical hospitals of Ukraine: COP-
therapy (cyclophosphamide, vincristine, prednisone) and FC-therapy (fludarabine, cyclophosphamide), which are the most popular due to 
their effectiveness and low price. The aim of our study was to investigate Tn-antigen exposure on the surface of lymphocytes, monocytes and 
granulocytes in polycythemia vera and subleukemic myelosis; to examine the influence of COP- and FC-therapies on Tn-antigen exponation 
in patients with chronic lymphocytic leukemia. The objects of the study were blood cells of patients with chronic lymphocytic leukemia (n = 
25), polycythemia vera (n = 15) and subleukemic myelosis (n = 15) aged 58–66 years. Healthy hematologic volunteers (n = 15) aged 55 to 
65 years were in the control group. Lymphocytes of patients with chronic lymphocytic leukemia (n = 25) were also studied after the 
chemotherapy treatment of patients divided into two groups: those who took COP-therapy (n = 13); and those who treated with FC-therapy 
(n = 12). Tn-antigen exposure on lymphocytes, monocytes and granulocytes was investigated by Beckman Сoulter EPICS flow cytometer 
with primary monoclonal Tn-antigen anybodies (Institute of Immunology, Moscow, Russia) and secondary fluorescein isothiocyanate 
labeled antybodies (Millipore, USA). The number of dead cells was monitored by binding them with propidium iodide. The result was 
analyzed with FC Express. According to our data, Tn-antigen exposure was not detected on the surface of blood cells (lymphocytes, 
monocytes and granulocytes) in the control group and in patients with polycythemia vera and subleukemic myelosis. Nevertheless,  
Tn-antigen was identified on the surface of more than 80% of lymphocytes in chronic lymphocytic leukemia patients. The intensity of this 
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tumor-associated antigen exposure on lymphocytes membrane was 100 times higher compared with that in normal lymphocytes. In chronic 
lymphocytic leukemia patients after COP-treatment the number of lymphocytes with surface Tn-antigen was equal to 28,1 ± 0,8%, and after 
FC-treatment it decreased to 9,5 ± 0,5%. Moreover, positive effect of cytotoxic therapy used in treatment of patients with chronic 
lymphocytic leukemia on intensity of Tn-antigen exposure on the surface of lymphocytes was shown. FC-therapy (fludarabine, 
cyclophosphamide) is more effective; compared with the data prior to this treatment it 40 times reduced the relevant index. Therefore, it can 
be applied in Ukraine for chemotherapeutic treatment schemes effective against Tn-antigen.  

Keywords: Tn-antigen; lymphocytes; cytostatic therapy; chronic lymphocytic leukemia  

Вступ  

Tn-антиген (Thomsen-nouvelle antigen) – пухлино-
асоцiйований вуглеводний антиген, який являє собою 
тільки один залишок GalNAc, приєднаний α-звязком до 
серину чи треоніну поліпептидної ланки. Він є основою 
для подальшого формування О-глiканiв у нормi, коли 
внаслiдок добудови вуглеводного ланцюга ця 
послідовність повністю маскується. За умов розвитку 
пухлин такі процеси значно порушуються або блоку-
ються (Springer, 1984), а Tn-антиген ідентифікований та 
охарактеризований як один із найспецифічніших пухли-
но-асоцiйованих структур на поверхні патологічних 
клітин у майже 90% видів раку молочної та 
підшлункової залози, легенів і простати (Freire and Osi-
naga, 2003). Відносно експресії цього глікотопу під час 
онкогематологічних процесів літературних даних недос-
татньо. З одного боку, відомо, що за хронічного 
лімфолейкозу (ХЛЛ) – онкологічного захворювання 
лімфатичної тканини, підвищується експресія Tn-
антигену на поверхні В-лімфоцитів (Libisch et al., 2014). 
З іншого – цей пухлино-асоцiйований вуглеводний анти-
ген гетерогенно експресується тільки на клітинах Рід-
Штернберга за лімфоми Ходжкіна, та дуже незначною 
мірою в разі інших онкогематологічних захворювань, у 
тому числі на В-хронічний лімфолейкоз (Lawrie et al., 
2006). Отже, питання щодо експонування цього 
глікотопу на лейкоцитах при ХЛЛ залишається 
нез’ясованим. Слід зазначити, що дослідження лейкозiв 
в основному сконцентровані на виявленні Tn-антигену 
на поверхні клітин пухлинного клону, не беручи до ува-
ги інші клітинні лінії. Відтак, за літературними даними, 
при мієлолейкозах вуглеводний та ліпідний обмін 
лімфоцитів змiнюється, знижується їх антиоксидантний 
захист (Savchenko et al., 2008). Нині зовсім відсутні 
дослідження саме цих клітин за еритремії (Polycythemia 
vera) та сублейкемічного мієлозу, які характерізуються 
надмірним формуванням клітин мієлоїдного ростку 
(Lakey et al., 2010).  

Відомий факт кореляції експонування Tn-антигену 
на поверхні клітин із прогресуванням росту пухлин, 
активацією процесів клітинної міграції, інвазії та ухи-
лення її від впливу імунної системи хворої людини. То-
му важливим сучасним напрямом досліджень є вивчення 
впливу протипухлинної терапії на експонування цього 
вуглеводного антигену (Li et al., 2009). У клiнiчних 
лiкарнях України застосовується протипухлинна терапiя 
COP (циклофосфамід, вінкристин, преднізолон), яка є 
однiєю з найпоширеніших завдяки її ефективності та 
невеликій вартості, та комбінація флударабіну з 
циклофосфамідом (FC-терапія) – антиметаболітна 
терапія на клітини пухлинного клону бiльш високої дії, 
нiж COP терапія (Flinn et al., 2007). За попередніми да-
ними, отриманими в нашій лабораторії, комбінована 

COP терапія може впливати на експонування альфа-1-
кислого глікопротеїну, а саме знижувати його кількість 
на поверхні лейкоцитів за умов ХЛЛ порівняно з групою 
гематологічно здорових донорів (Maslak et al., 2014). 
Враховуючи викладене вище, метою роботи було 
дослідити вплив COP та FC терапії на експонування Tn-
антигену за ХЛЛ, з’ясувати наявність цього глікотопу на 
поверхні лімфоцитів, моноцитів і гранулоцитів при 
мієлолейкозі (еритремія та сублейкемічний мієлоз).  

Матеріал і методи дослiджень  

Об’єкт дослідження – клітини крові хворих на хроні-
чний лімфолейкоз (n = 25), еритремію (n = 15) та 
сублейкемічний мієлоз (n = 15) віком 58–66 років. Кон-
трольну групу становили гематологічно здорові волон-
тери (n = 15) віком 55–65 років. Лімфоцити групи хворих 
на хронічний лімфолейкоз (n = 25) також досліджували 
після призначення хворим курсу комплексної 
поліхіміотерапії та поділу їх на дві групи: тих, які прий-
мали ліки за програмою COP (n = 13), та тих, які прохо-
дили лікування за схемою FC (n = 12).  

Клінічне обстеження пацієнтів проводили відповідно 
зі стандартами медичної допомоги в умовах спеціалізо-
ваного стаціонару – гематологічного відділення комуна-
льного закладу «Міська багатопрофільна клінічна лікар-
ня № 4», м. Дніпропетровськ. Усі обстежені давали зго-
ду (у письмовому вигляді) на участь у дослідженні.  

Виділення лімфоцитів із гепаринізованої крові (20–
25 ОД гепарину на 1 мл крові) робили за модифікованим 
методом А. Boyum (1976), заснованим на седиментації 
клітин у градієнті густини фікол-урографіну (ρ = 
1,077 г/мл) (Kovalchuk et al., 2010). Для цього у центри-
фужну пластикову пробірку наливали 2–3 мл градієнта 
густини, на нього нашаровували 4–6 мл відстояної попе-
редньо розведеної удвічі у фізіологічному розчині плаз-
ми та верхній шар еритроцитів. Пробірки центрифугува-
ли упродовж 40 хв із прискоренням 200 g за кімнатної 
температури. Інтерфазне кільце з лімфоцитів відбирали 
у суху конічну центрифужну пробірку. Отриману 
суспензію клітин двічі відмивали в забуференому 
фізіологічному розчині (ЗФР) таким чином: до суспензії 
лімфоцитів додавали 3–4 мл ЗФР, уміст пробірки ре-
тельно перемішували та центрифугували з прискорен-
ням 200–300 g за кімнатної температури, потім рідину 
над осадом відбирали. Після відмивання клітини ресус-
пендували у ЗФР, підраховували їх кількість у камері 
Горяєва. Життєздатність клітин (понад 90%) визначали 
за допомогою триптанового синього та готували робочу 
концентрацію лімфоцитів (300 тис./мл у кожному зраз-
ку). Клітини крові для аналізу розподілу фракцій 
лейкоцитів готували таким чином: проводили лізис 
еритроцитів за допомогою розчину OptiLyse C (Beckman 
Coulter, USA), фіксацію клітин 8% параформальдегідом.  
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Локалізацію Tn-антигену у перелічених фракціях клі-
тин крові визначали методом проточної цитофлуориметрії 
з використанням моноклональних антитіл до Tn-антигену 
(Інститут імунології, Москва, Росія) та вторинних антитіл 
до імуноглобулінів миші, кон’югованих із флуоресцеїн-
ізотіоціонатом – ФІТЦ (Millipore, USA). Кількість мерт-
вих клітин контролювали за їх зв’язуванням із пропідій 
йодидом. Реєстрацію даних проводили на проточному 
цитометрі Beckman Сoulter EPICS. Обробку результатів 
робили за допомогою програми FC Express.  

Статистичну обробку результатів проводили за до-
помогою пакета програм Statisticа 6.0. Достовірність 
відмінностей у групах порівняння встановлювали з ви-
користанням t-критерію Стьюдента.  

Результати та їх обговорення  

Першим етапом роботи було дослідження перероз-
поділу лейкоцитів (лімфоцитів, моноцитів, гранулоци-
тів) за експонуванням на їх поверхні Tn-антигену у гема-
тологічно здорових донорів та в усіх групах хворих з 
онкопроліферативними порушеннями. Зв’язування з 
антитілами до цього пухлино-асоцiйованого вуглеводно-
го антигену було відсутнє на досліджуваних клітинах у 
групах хворих на еритремію та сублейкемічний мієлоз та 
в контрольній групі. Tn-антиген виявлено тільки на 
поверхні мембран лімфоцитів у групі хворих на ХЛЛ, 
які уперше звернулись до лікарні (табл.).  

Таблиця  
Кількість лейкоцитів крові з поверхневою локалізацією Tn-антигену у хворих на еритремію,  

сублейкемічний мієлоз і хронічний лімфолейкоз до та після проходження поліхіміотерапевтичного лікування  
(додатково показано інтенсивність експонування досліджуваного антигену)  

Група Моноцити Гранулоцити Лімфоцити 
Еритремія, n = 15 не виявлено не виявлено не виявлено не виявлено 
Сублейкемічний мієлоз, n = 15 не виявлено не виявлено не виявлено не виявлено 
Хронічний лімфолейкоз  
до лікування, n = 15 

не виявлено не виявлено 82,09 ± 8,00 
інтенсивність експонування 

вища у 100 разів°° 
Хронічний лімфолейкоз  
після COP-лікування, n = 15 

не виявлено не виявлено 9,50 ± 0,50** 
інтенсивність експонування 

вища удесятеро° 
Хронічний лімфолейкоз  
після FC-терапії, n = 15 

не виявлено не виявлено 28,07 ± 0,80* 
інтенсивність експонування 

вища удвічі° 

Примітки: * – вірогідна різниця порівняно з групою хворих на ХЛЛ до лікування за Р < 0,05, ** – Р < 0,01; ° – вірогідна різ-
ниця порівняно з контрольною групою за Р < 0,05, °° – Р < 0,01.  

Для другого етапу дослідження проведене виділення 
лімфоцитів тільки у хворих на ХЛЛ до лікування та у гру-
пах цих хворих після терапiї за схемами COP та FC. 
За даними проточної цитофлуориметрії кількість лімфо-
цитів, яка взаємодіяла з Tn-антигеном у хворих на ХЛЛ до 
проходження поліхіміотерапевтичного лікування, склада-
ла 82,1 ± 8,0%. У групі хворих на ХЛЛ після проведення 
лікування за схемою COP кількість лімфоцитів із поверх-
невим Tn-антигеном складала 28,1 ± 0,8%. Значення цього 
показника у групі хворих на ХЛЛ, які проходили лікуван-
ня FC-терапією, було нижчим порівняно з групою хворих 
після COP-лікування (Р < 0,05) – 9,5 ± 0,5%.  

Дослідження інтенсивності експонування Tn-анти-
гену на плазматичній мембрані лімфоцитів показали їх 
значне та достовірне підвищення у 100 разiв (Р < 0,01) 
при хронічному лiмфолейкозі порівняно з контрольною 
групою (рис. 1). Ефективнішим відносно зниження цьо-
го показника було лікування хворих на ХЛЛ комбіна-
цією флударабіну з циклофосфамідом, яке сприяло 
нормалізації показника, що був вищим за норму лише в 
2,5 раза (рис. 2).  

У хворих на ХЛЛ після COP-лікування показник 
експонування Tn-антигену на плазматичній мембрані 
лімфоцитів знижувався у 10 разів порівняно з даними цих 
хворих до лікування, однак залишився вищим за норму у 
10 разів. Отже, цей тип лікування не давав значних 
результатів відносно зниження інтенсивності експонуван-
ня Tn-антигену на плазматичній мембрані лімфоцитів 
хворих на ХЛЛ. Таким чином, полiхiмiотерапевтичне 
лiкування хворих на ХЛЛ впливає як на кiлькiсть 
лiмфоцитiв iз поверхневим Tn-антигеном, так на 
інтенсивність його експонування плазматичній мембрані.  

Ми не виявили досліджуваний антиген на моноци-
тах, гранулоцитах і лімфоцитах, якi не є онкогенними за 
еритремiєю та сублейкемiчним мiєлозом, що 
підтверджує данi вiдносно його наявностi тiльки на 
поверхнi клітин пухлинного клону (Freire and Osinaga, 
2003). Експресія Tn-антигену (або CD175 антигену) при-
сутня на еритробластних клiтинах при гострій 
еритроїдній лейкемiї, яка може розвиватися з еритремiї 
(Blum and Angelillo-Scherrer, 2012). Оскільки хворi, яких 
ми досліджували, перебували на II стадiї цього захворю-
вання та не мали клiнiчних та бiохiмічних ознак його 
злоякiсної трансформацiї, можливо, Tn-антиген на 
поверхнi клітин не було виявлено.  

За нашими даними, цей пухлино-асоцiйований вуг-
леводний антиген iдентифiковано на поверхнi лiмфоци-
тiв хворих на хронiчний лiмфолейкоз. Iншими дослідни-
ками методами iмунопреципiтацiї, гiстологiї та проточ-
ної цитометрiї на поверхнi лейкемiчних клiтинних лiнiй 
виявлено такі вуглеводні структури: Tn-антиген, сiалiл-
Tn-антиген та TF-антиген, якi на думку авторiв можуть 
входити до складу глiкосфiнголiпiдiв та глiкопротеїнiв 
мембран клітин, найбільшим серед яких є сiалофорiн – 
CD43 (Cao et al., 2008). Tn-антиген може бути також 
вуглеводною часткою CD162 та CD45 та протеоглiканiв, 
таких як подiбний до муцинiв сiндекан-3 (Akita et al., 
2001; Blixt et al., 2012).  

Уведення флударабіну (пуринового аналогу) у  
В-клiтиннi лiнiї MEC2 та Raji блокує експресiю  
CD-антигенiв на поверхнi досліджуваних клітин (Cassano 
et al., 2010). Механiзм дiї флударабіну на лейкемiчнi 
клiтиннi лiнiї досить добре вивчений. Вiн впливає на син-
тез ДНК та РНК пухлинних клiтин, активує протеїнкiнази, 
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якi, у свою чергу, фосфорилюють p53, p63 та p73 – чин-
ники, якi сприяють експресії генів апоптозу (Christopher-
son et al., 2014). Цей процес супроводжується порушенням 
фолдiнгу та посттрансляцiйної модифiкацiї білків, у тому 
числi процесів глiкозилювання. А оскільки Tn-антиген є 
О-глiкановою часткою CD-антигенiв, експресія яких 
порушується за дiї флударабіну (Cassano et al., 2010), 

можна припустити, що саме за таким механізмом цей пу-
риновий аналог викликає зниження експонування  
Tn-антигену на поверхнi лімфоцитів, яке ми отримали в 
роботі. Цi данi безумовно потребують додаткового 
підтвердження після проведення експериментів на 
лейкемiчних клітинних лініях, якi в літературних джере-
лах доки вiдсутнi.  
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Рис. 1. Інтенсивність флуоресценції антитіл до Tn-антигену на лімфоцитах гематологічно  
здорового донора (червона лінія) та хворого на хронічний лiмфолейкоз до лікування (чорна лінія)  

за даними проточної цитометрії на Beckman Сoulter EPICS  
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Рис. 2. Інтенсивність флуоресценції антитіл до Tn-антигену на лімфоцитах гематологічно  
здорового донора (чорна лінія) та хворого на хронічний лiмфолейкоз після лікування комбінацією флударабіну  
із циклофосфамідом – FC-терапією (червона лінія) за даними проточної цитометрії на Beckman Сoulter EPICS  

Циклофосфамiд є алкiлувальним препаратом, який 
чинить цитотоксичну дiю та широко застосовується в 
онкологiї (Rao et al., 2005). Досліджено вплив цикло-
фосфамiду на пухлиннi клітини при різних онкологічних 
захворюваннях (Kurtenkov et al., 2005). Miles et al. (1996) 
показано, що попереднє уведення циклофосфамiду значно 
стимулює імунну вiдповiдь та викликає більший ефект 
специфічних антитіл до Tn- та сiалiл-Tn-антигенiв, якi 
потiм уводяться хворим на рак молочної залози. А 
комбiнацiї протипухлинних препаратів за участі 
циклофосфамiду: ЦМФ (циклофосфамiд, метотрексат, 
фторурацил) та ЦАФ (циклофосфамiд, доксорубiцин, 
фторурацил) стимулюють імунну вiдповiдь на пухлино-
асоцiйованi вуглеводнi антигени (TF, Tn та αGal) у 
пацiєнтiв із пухлинами молочної залози. Крім того, перед 
оперативним лікуванням II–III стадiї цiєї хвороби 
внаслiдок прийому ад’ювантної терапiї за участі 
циклофосфамiду, високий рівень антитіл до TF-антигену 
корелює з позитивною динамікою та гарним прогнозом 
одужання таких хворих. Отже, полiхiмотерапевтичнi пре-

парати, якi мiстять циклофосфамiд, не тiльки впливають 
на експресію Tn-антигену, а і стимулюють iмунну вiдпо-
вiдь і продукування антитіл до цього О-глiкану (Kurtenkov 
et al., 2005).  

У хворих на ХЛЛ пiд впливом COP- та FC-терапії 
знижується кiлькiсть лiмфоцитiв, якi мають на поверхнi  
Tn-антиген, і значно падає інтенсивність його експонуван-
ня, що можна пояснити, тим, що до складу обох як основ-
ний діючий засіб входить циклофосфамiд. А комбiнацiя 
цього препарату з флударабіном, за нашими даними, має 
бiльший ефект у напрямі зниження обох показників.  

Tn-антиген бере безпосередню участь у пухлинному 
процесi, а зниження його експресiї на поверхнi клітин є 
одним iз завдань сучасної онкологiї. Нинi розроблено новi 
терапевтичнi засоби для лiкування ХЛЛ, якi поєднують 
фототерапію та бiологiчнi агенти – комбiнацiя порфірину 
(TrMPyP) та лектину (Morniga G), якi високоафiнно 
зв’язують T- та Tn-антигени на поверхнi клітини-носiя та 
призводять до її загибелi (Poiroux et al., 2011). Досить 
дієвими, незважаючи на високу токсичнiсть цикло-
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осфамiду, вважаються схеми лiкування, основані на 
комбiнацiї бiологiчних та цитотоксичних агентів, одним iз 
яких є поєднання циклофосфамiду з антитілами до пух-
лино-асоцiйованих вуглеводних антигенiв (Pallasch et al., 
2014). За нашими даними, полiхiмiотерапевтичне 
лiкування за схемами COP (циклофосфамід, вінкристин, 
преднізолон) та FC (флударабін, циклофосфамід), яке 
застосовують для хворих на хронічний лiмфолейкоз у 
клінічних лікарнях України, має позитивний вплив за 
зниження Tn-антигену на поверхнi лiмфоцитiв.  

Висновки  

Експонування Tn-антигену на поверхнi клітин кровi 
(лiмфоцитiв, моноцитів, гранулоцитiв) у контрольнiй 
групi та у хворих на еритремiю та сублейкемiчний мiєлоз 
не виявлено. При хронічному лiмфолейкозі Tn-антиген 
iдентифiкований на поверхнi понад 80% лімфоцитів. 
Iнтенсивнiсть експонування цього пухлино-асоцiйованого 
вуглеводного антигену на лімфоцитах у 100 разiв вища за 
цей показник у нормi. У групі хворих на хронічний 
лiмфолейкоз після проведення лікування за схемою COP 
кількість лімфоцитів із поверхневим Tn-антигеном склала 
28,1 ± 0,8%, а пiсля лікування FC-терапією знизилась до 
9,5 ± 0,5%. Полiхiмiотерапевтичне лiкування хворих на 
хронічний лiмфолейкоз за схемами COP та FC зумовило 
зниження iнтенсивностi експонування Tn-антигену на 
поверхнi лiмфоцитiв. Дiєвіша FC-терапiя, яка, порiвняно з 
даними до лiкування, зменшувала цей показник у 40 разiв.  
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