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Потеря пациент-специфичного HLA-гаплотипа на поверхности бластной популяции является одним 
из способов «ускользания» опухоли из-под иммунного надзора донорских клеток. Данный феномен 
наблюдается примерно в 30% случаев рецидивов онкогематологических заболеваний после 
частично несовместимой аллогенной трансплантации гемопоэтических стволовых клеток (ТГСК). 
В данном исследовании впервые проанализирована большая когорта педиатрических пациентов 
(n = 80) с рецидивами острого миелоидного (ОМЛ) и острого лимфобластного (ОЛЛ) лейкозов 
после аллогенной ТГСК с помощью метода STR (анализ высокополиморфных микросателлитных 
маркеров) по 6 маркерам HLA-гаплотипа. Исследование одобрено независимым этическим 
комитетом и утверждено решением ученого совета ФГБОУ ВО ПСПбГМУ им. И.П. Павлова Минздрава 
России. Потеря гетерозиготности в рецидиве наблюдалась у 18/80 (22%) пациентов с различными 
вариантами острых лейкозов: у 8/44 (18%) пациентов с В-клеточным ОЛЛ, у 4/10 (40%) -  
с Т-клеточным ОЛЛ, у 6/25 (24%) -  с ОМЛ. Все случаи рецидивов с потерей HLA-гаплотипа были 
обнаружены у пациентов после гаплоидентичной ТГСК и развивались позднее, чем рецидивы без 
потери HLA-гаплотипа (медиана 8,8 мес против 6,2 мес, p = 0,043). Среди пациентов, получивших 
гаплоидентичную ТГСК (n = 61), был проведен анализ факторов, влияющих на риск потери 
HLA-гаплотипа в рецидиве заболевания. Факторами, ассоциированными с повышенным риском 
генетической потери HLA-гаплотипа, стали: в группе пациентов с ОМЛ (n = 17) -  количество линий 
предшествующей терапии, в группе пациентов с ОЛЛ (n = 44) -  наличие острой и хронической 
реакции «трансплантат против хозяина», p = 0,008 и p = 0,015 соответственно. Рецидив после 
повторной аллогенной ТГСК у 4/5 (80%) пациентов был ассоциирован с потерей HLA-гаплотипа, 
p = 0,008. Прогноз пациентов с потерей HLA-гаплотипа был крайне неблагоприятным. Общая 
выживаемость от момента рецидива при медиане наблюдения 6 мес составила 22% в группе с 
потерей HLA-гаплотипа и 37% в группе без потери HLA-гаплотипа. Медиана общей выживаемости -  
4,5 мес (95% доверительный интервал 3-NA) и 10,3 мес (95% доверительный интервал 5,7-16,1) 
соответственно, p = 0,063. Наилучшую выживаемость среди пациентов с потерей гаплотипа 
имели дети, прошедшие повторную аллогенную ТГСК со сменой донора. Таким образом, потеря 
HLA-гаплотипа в педиатрической когорте пациентов с острыми лейкозами имеет большое значение 
для определения прогноза и дальнейшей терапевтической стратегии при рецидиве заболевания, 
что требует введения данного тестирования в стандартное обследование пациентов после частично 
несовместимой аллогенной ТГСК.
Ключевые слова: гаплоидентичная трансплантация гемопоэтических стволовых клеток, дети, 
острый лейкоз, рецидив, потеря HLA
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The loss of a patient-specific HLA haplotype on the surface of the blast cell population is one of the ways a tumor can evade the 
immune surveillance of donor cells. This phenomenon is observed in approximately 30% of relapses in patients with hematologic 
malignancies who underwent partially mismatched allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (HSCT). In this study, 
for the first time, a large cohort of pediatric patients (n = 80) with relapsed acute myeloid (AML) or acute lymphoblastic (ALL) 
leukemia after allogeneic HSCT was analyzed with the help of the STR method (highly-polymorphic microsatellite marker 
analysis) using 6 HLA haplotype markers. The study was approved by the Independent Ethics Committee and the Scientific 
Council of the I.P. Pavlov First Saint Petersburg State Medical University of Ministry of Healthcare of the Russian Federation. 
Loss of heterozygosity (LOH) was observed in 18/80 (22%) relapsed patients with various types of acute leukemia: out of these, 
8/44 (18%) patients had B-cell ALL, 4/10 (40%) patients -  T-cell ALL and 6/25 (24%) patients -  AML. All relapses with LOH were 
observed in patients who had undergone haploidentical HSCT, and were found to occur later than relapses without loss of the 
HLA haplotype (median time to relapse: 8.8 months vs 6.2 months, p = 0.043). In the patients treated with haploidentical HSCT 
(n = 61), we assessed factors increasing the risk of LOH at relapse. The number of previous therapy lines in the patients with 
AML (n = 17) and acute or chronic graft-versus-host disease in the patients with ALL (n = 44) were associated with an increased 
risk of genetic loss of the HLA haplotype (p = 0.008 and p = 0.015 respectively). A relapse following the second allogeneic HSCT 
was associated with LOH in 4/5 (80%) patients, p = 0.008. The prognosis of the patients with LOH was extremely poor. At a 
median follow-up of 6 months, the overall survival from relapse was 22% in the LOH group and 37% in the non-LOH group. The 
median overall survival was 4.5 months (95% confidence interval 3-NA) and 10.3 months (95% confidence interval 5.7-16.1) 
respectively, p = 0.063. Among the patients with LOH, the best survival rates were observed in those who had undergone a 
repeat allogeneic HSCT from a different donor. Thus, the analysis of LOH is an important tool for determining the prognosis 
and further treatment in pediatric patients with acute leukemias. We strongly recommend that this diagnostic test should be 
included into standard testing of patients after partially-mismatched allogeneic HSCT.
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Аллогенная трансплантация гемопоэтиче­
ских стволовых клеток (алло-ТГСК) явля­
ется важнейшей терапевтической опцией 

для детей с острыми лейкозами, результат которой 
во многом зависит от иммуноадоптивного эффекта 
клеток донора и связанной с ним реакции «транс­
плантат против лейкоза». Рецидивы, возника­
ющие после алло-ТГСК, обусловлены механизмами 
«ускользания» опухоли от иммунного контроля, один 
из которых представлен утратой гетерозиготности 
генов HLA I и II классов клетками лейкемической 
популяции [1]. HLA-гаплотип -  совокупность генов 
HLA, расположенных в регионе короткого плеча 
6-й хромосомы (6p21). Потеря участка 6-й хромо­
сомы в области, кодирующей HLA, приводит к полной 
или частичной утрате отцовского или материнского 
гаплотипа, в результате чего нарушается презен­
тация опухолевых антигенов. Наиболее подробно 
данный механизм изучен при солидных опухолях [2].

При острых лейкозах данный феномен впервые 
был описан L. Vago и соавт. (2009) у взрослых паци­
ентов с миелоидными неоплазиями после алло-ТГСК 
от гаплоидентичного донора (гапло-ТГСК) [3]. В даль­
нейшем участие данного механизма было показано 
при алло-ТГСК от неродственного частично совме­
стимого донора [4] и полностью совместимого донора 
[5, 6].

Генетическая потеря пациент-специф ич- 
ного HLA-гаплотипа клетками бластной популяции 
характерна как для миелоидных, так и для лимфо­

идных неоплазий и обнаруживается примерно в 30% 
случаев рецидивов после алло-ТГСК от не полностью 
совместимого донора [7-9].

Опубликованные исследования, касающиеся 
изучения роли изменения HLA-гаплотипа в развитии 
рецидива при ОМЛ и ОЛЛ включают в основном паци­
ентов взрослого возраста или смешанные группы. 
У детей феномен потери гетерозиготности HLA-га- 
плотипа широко не изучен. Отдельно описаны 
2 случая потери HLA-гаплотипа у детей с В-кле- 
точным ОЛЛ (В-ОЛЛ) после гапло-ТГСК с примене­
нием TCRaP/CD19-деплеции [10]: потеря HLA II класса 
у 12-летнего пациента с B-ОЛЛ после повторной 
гапло-ТГСК и потеря HLA II класса у ребенка с 
младенческим B-ОЛЛ после гапло-ТГСК [7].

Важность изучения потери HLA-гаплотипа 
обусловлена необходимостью выбора оптимальной 
стратегии ведения рецидива после алло-ТГСК. В 
случае утраты HLA-гаплотипа иммуноадоптивная 
терапия с включением инфузии донорских лимфо­
цитов (ИДЛ), а также повторная алло-ТГСК от того же 
донора, вероятно, не будут эффективны.

Для определения потери HLA-гаплотипа исполь­
зуются методы, оценивающие донорский химеризм 
реципиента в целом, и методы HLA-типирования. 
Из них раньше всего появились методы визу­
альной детекции: SSP (Sequence-Specific Primer) 
и SSO (Sequence-Specific Oligonucleotide). Первый 
основан на амплификации конкретных аллелей 
HLA с помощью сиквенс-специфичных праймеров и
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оценкой результатов полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) с помощью гель-электрофореза низкого 
разрешения. Второй включает амплификацию инте­
ресующих локусов HLA в мультиплексной ПЦР с 
последующей гибридизацией флуоресцентномеченых 
олигонуклеотидов специфичной последовательности 
к амплифицированным фрагментам HLA. Однако в 
последнее время данные методики теряют популяр­
ность по причине низкой чувствительности и заменя­
ются цифровыми методами -  HLA-типирование генов 
I и II классов методом секвенирования по Сэнгеру, 
секвенирование нового поколения (next generation 
sequencing, NGS) [11].

Для выявления потери HLA-гаплотипа также 
используется комбинация метода SNP-array (SNP -  
single nucleotide polymorphism) и анализа CNV (copy 
number variation). С помощью одновременного иссле­
дования большого числа однонуклеотидных замен 
по всему геному данный способ позволяет выявлять 
потерю генов HLA и протяженность делетированного 
региона. Однако из-за трудоемкости выполнения 
и дороговизны данный метод не получил широкого 
распространения в клинических лабораториях [11].

На сегодняшний день широкое распространение 
получил метод определения потери HLA-гаплотипа с 
помощью исследования коротких тандемных повторов 
STR (short tandem repeat) на хромосоме 6p и донор­
ского химеризма в целом. Метод основан на ампли­
фикации участков генома, несущих повторяющуюся 
последовательность из 1-6 нуклеотидов. Аллели STR 
различаются длиной повторяющегося фрагмента. 
Микросателлиты обнаружены по всему геному, включая 
хромосому 6p. Данный метод считается «золотым стан­
дартом» для определения уровня донорского химе­
ризма. Анализ потери HLA-гаплотипа осуществляется 
с помощью капиллярного гель-электрофореза [12]. 
Данная методика используется для определения потери 
HLA-гаплотипа при солидных опухолях [13].

Определение потери гаплотипа HLA и уровня 
донорского химеризма также возможно при помощи 
метода количественной ПЦР. Существуют коммерче­
ские наборы, включающие маркеры на хромосоме 6p 
в локусах HLA-A, HLA-C и DPB1 (KMRtype и KMRtrack, 
GenDx, Нидерланды). В их основе лежит реакция 
аллель-дискриминационной ПЦР в режиме реального 
времени. За счет использования флуоресцентноме- 
ченных зондов, которые комплементарны специ­
фичным вариантам SNP или InDel (insertion/deletion), 
достигаются высокие показатели чувствительности и 
специфичности, что позволяет выявлять микрохиме- 
ризм и ранний рецидив [14].

Следующим шагом в развитии методов опреде­
ления потери HLA-локусов стало применение NGS. 
Основным преимуществом данного метода считается 
универсальность. NGS позволяет выявлять широкий

спектр генетических нарушений, в том числе уровень 
донорского химеризма и HLA-статус [8].

Для выполнения текущего исследования был 
разработан диагностический тест, который иссле­
дует 6 различных STR-маркеров, расположенных на 
различных участках короткого плеча 6-й хромосомы 
(D6S265, D6S473, D6S277, D6S105, D6S273, D6S291).

В работе впервые продемонстрирован анализ 
потери гетерозиготности HLA-гаплотипа методом STR 
у детей с рецидивами ОМЛ и ОЛЛ после алло-ТГСК.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В ретроспективный анализ включены 80 паци­
ентов (42 мальчика и 38 девочек) с морфологически 
подтвержденным костномозговым рецидивом забо­
левания после проведенной алло-ТГСК в клинике 
НИИ ДОГиТ им. Р.М. Горбачевой. Пациенты имели 
следующие диагнозы: В-ОЛЛ (п = 44), Т-клеточный 
ОЛЛ (Т-ОЛЛ) (п = 10), острый лейкоз со смешанным 
фенотипом -  Т/миело (п = 1), ОМЛ (п = 25). Исследо­
вание одобрено независимым этическим комитетом 
и утверждено решением ученого совета ФГБОУ ВО 
ПСПбГМУ им. И.П. Павлова Минздрава России.

Медиана возраста на момент проведения алло- 
ТГСК составила 8 лет (диапазон 3 месяца -  20 лет). 
Пять (6%) пациентов были включены в исследование 
после повторной алло-ТГСК. Миелоаблативный 
режим кондиционирования (МАК) на основе бусуль- 
фана проведен 47 (59%) пациентам: бусульфан 
10-16 мг/кг + флударабин 150 мг/м* 2 3 -  34 больным, 
бусульфан 16 м г/кг + циклофосфамид 100 мг/кг -
2 детям, бусульфан 12 м г/кг + циклофосфамид 
100 м г/к г  + цитарабин 8000 мг/м2 + ломустин 
120 мг/м2 -  11 пациентам. МАК со сниженной токсич­
ностью на основе треосульфана проведен 10 (12,5%) 
пациентам: треосульфан 42 г/м 2 + флударабин 
150 мг/м2 + тиотепа 10 мг/кг -  5 детям, треосульфан 
42 г/м 2 + циклофосфамид 80 м г/кг -  2 больным, 
треосульфан 36 г/м 2 + флударабин 150 мг/м2 -
3 пациентам. Режим кондиционирования со 
сниженной интенсивностью  доз проведен 
24 (30%) пациентам: флударабин 150 м г/м 2 + 
мелфалан 140 мг/м2 -  21 больному, бусульфан 
8 м г/кг + флударабин 150 мг/м2 -  2 пациентам. 
Профилактику острой реакции «трансплантат против 
хозяина» (РТПХ) на основе циклофосфамида на 
дни +3, +4 в дозе 50 мг/кг использовали у 71 (89%) 
пациента, на основе моноклональных антител с 
применением технологии TCRaP/CD19+-деплеции -  
у 3 (4%), серопрофилактику -  у 2 (2,5%). Гаплои- 
дентичный родственный донор был у 61 (76%) боль­
ного, родственный совместимый донор -  у 6 (7,5%), 
неродственный совместимый донор -  у 11 (14%), 
неродственный частично совместимый донор 9/10 -
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у 2 (2%) (mismatch в локусе В у 1 пациента, в локусе 
DRB1 у 1 больного). Медиана уровня донорского 
химеризма на момент включения пациентов в иссле­
дование составила 20-30% (0-90%). Развитие изоли­
рованного костномозгового рецидива заболевания 
отмечено у 67 (84%) пациентов, комбинированного 
рецидива с вовлечением костного мозга + экстра­
медуллярное поражение (нейролейкоз -  4, мягкие 
ткани -  5, тестикулы -  1, сочетанное поражение -  3) -  
у 13 (16%) больных. Медиана количества бластов в 
костном мозге на момент рецидива -  37% (6-93%).

Для включенных в исследование пациентов в 
ДНК-банке лаборатории трансплантологии и молеку­
лярной гематологии НИИ ДОГиТ им. Р.М. Горбачевой 
были отобраны образцы ДНК, выделенные из ядро­
содержащих клеток костного мозга в рецидиве забо­
левания. У 6 пациентов в качестве материала была 
использована ДНК, выделенная из сортированной 
бластной популяции. Также были отобраны образцы 
ДНК, выделенные из периферической крови реци­
пиентов перед алло-ТГСК, и образцы ДНК доноров. 
Для определения потери HLA-локусов использовали 
сравнение высокополиморфных микросателлитных 
маркеров (STR), локализованных на 6-й хромосоме, 
в пробах пациента до трансплантации и в рецидиве.

Методика включала в себя следующие этапы:
1. Выделение геномной ДНК из клеточного мате­

риала пациента с помощью набора «К-сорб» (НПК 
«Синтол», Россия).

2. Амплификация анализируемых участков STR 
геномной ДНК с использованием 6 STR-маркеров: 
D6S265, D6S473, D6S277, D6S105, D6S273, D6S291 
(рисунок 1).

3. Определение длины исследуемых фрагментов 
методом капиллярного электрофореза на приборе 
ABI PRISM 3130 (Thermo Fisher Scientific, США).

4. Анализ потери HLA-локусов при помощи срав­
нения электрофореграмм амплифицированных 
STR-фрагментов. Положительный ответ теста 
«Потеря HLA-локусов» определялся как отсутствие 
аллеля хотя бы одного из маркеров STR. В случае 
амплификации всех специфических фрагментов тест 
«Потеря HLA-локусов» считался отрицательным.

Основными задачами исследования стали: анализ 
факторов риска, ассоциированных с потерей HLA-га- 
плотипа в рецидиве заболевания, сравнительный 
анализ общей (ОВ) и безрецидивной (БРВ) выжи­
ваемости пациентов с потерей гетерозиготности 
генов HLA и без нее. Время ОВ рассчитывали от 
момента рецидива до смерти, повторной алло-ТГСК 
или последнего контакта. Оценку БРВ проводили от 
момента рецидива до прогрессии, следующего реци­
дива или последнего контакта.

Статистическая обработка данных осуществля­
лась в программах SPSS Statistics v.26 и R v.4.2. 
Однофакторный анализ проводился с помощью 
точного критерия Фишера, критерия с2 и U-критерия 
Манна-Уитни. Сравнительный анализ ОВ и БРВ -  с 
помощью метода Каплана-Майера и long-rank-теста.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Потеря гетерозиготности по генам HLA была 
обнаружена у 18/80 (22%) пациентов: 8/44 (18%) -  с 
В-ОЛЛ, 4/10 (40%) -  с Т-ОЛЛ, 6/25 (24%) -  с ОМЛ. У 
13/18 (72%) пациентов обнаружена потеря гетеро­
зиготности по генам HLA I класса, у 5/18 (28%) -  по 
генам HLA I и II классов. После первой алло-ТГСК 
потеря гетерозиготности генов HLA была обнаружена 
у 14/75 (18%) пациентов.

После повторной алло-ТГСК частота потери 
HLA-гаплотипа была выше и наблюдалась у 4/5 
(80%) больных, p = 0,008. Пациентам с детектиро­
ванной потерей гетерозиготности после повторной 
алло-ТГСК также был проведен ретроспективный 
анализ потери HLA-гаплотипа после первой алло- 
ТГСК. Примечательно, что на момент выпол­
нения повторной алло-ТГСК у данных пациентов не 
отмечали генетической потери гетерозиготности 
генов HLA.

Все случаи потери гетерозиготности генов HLA 
были обнаружены после гапло-ТГСК. В связи с этим 
дальнейший сравнительный анализ факторов риска 
и выживаемости был проведен для пациентов после 
гапло-ТГСК (п = 61). Рецидивы с потерей HLA-га- 
плотипа возникали позже по времени по сравнению

Рисунок 1
Амплификация анализируемых участков STR геномной ДНК с использованием 6 STR-маркеров: D6S265, D6S473, 
D6S277, D6S105, D6S273, D6S291
Figure 1
Amplification of the analyzed STR regions of genomic DNA using 6 STR markers: D6S265, D6S473, D6S277, D6S105, D6S273, 
D6S291
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с «классическим» типом рецидива (без потери гете- 
розиготности генов HLA). Медиана времени развития 
рецидива с потерей HLA-гаплотипа составила 8,8 
(2-63) мес после гапло-ТГСК, без потери HLA-га­
плотипа -  6,2 (1-30) мес, р = 0,043 (рисунок 2). 
Тем не менее было зафиксировано 3 случая 
развития раннего рецидива с потерей HLA-гаплотипа 
(в течение 6 мес после алло-ТГСК).

Анализ факторов риска рецидива с потерей 
гетерозиготности генов HLA у детей после гаплои- 
дентичной трансплантации гемопоэтических ство­
ловых клеток

Следующей задачей было оценить взаимосвязь 
клинических факторов с риском развития рецидива 
с потерей генов HLA. Для этого мы разделили паци­
ентов на 2 группы: рецидив с потерей гетерозигот­
ности по генам HLA и без нее (классический тип 
рецидива). Отдельно был проведен анализ в группе 
пациентов с ОЛЛ и ОМЛ. Оценке подлежали следу­
ющие клинические характеристики: пол пациента, 
пол донора, ABO-несовместимость, статус забо­
левания на момент выполнения алло-ТГСК, число 
линий предшествующей терапии, режим кондицио­
нирования, клеточность трансплантата по 0й34+/кг, 
0й3+/кг, степень несовместимости по числу локусов 
HLA-генов, возникновение РТПХ до или в момент 
развития рецидива, персистенция минимальной оста­
точной болезни (МОБ) после алло-ТГСК.

Для группы пациентов с диагнозом ОЛЛ была 
выявлена взаимосвязь клинически значимых форм 
РТПХ (острая + хроническая) и отдельно хронической 
РТПХ с риском развития потери гетерозиготности 
генов HLA, p = 0,015 и p = 0,05 соответственно.

Для пациентов с ОМЛ фактором, ассоцииро­
ванным с потерей гетерозиготности генов HLA в

Рисунок 2
Кумулятивный риск развития рецидива с потерей ге- 
терозиготности генов HLA и без нее у пациентов после 
гапло-ТГСК
Figure 2
Cumulative risk of relapse w ith/w ithout loss of heterozy­
gosity of HLA genes in the patients after haploidentical he­
matopoietic stem cell transplantation (haplo-HSCT)

рецидиве, стало большее число линий предшеству­
ющей терапии, включая предшествующую алло-ТГСК. 
Медиана линий терапии составила 6 при рецидиве с 
потерей HLA-гаплотипа против 3 при классическом 
рецидиве (р = 0,008) (таблица).

Прогностическое значение потери гетерозигот­
ности генов HLA у детей в рецидиве после гапло- 
идентичной трансплантации гемопоэтических 
стволовых клеток

Проведен сравнительный анализ ОВ и после­
дующей БРВ 61 пациента с первым рецидивом 
после гапло-ТГСК, из них 18 (29%) имели зафик­
сированную потерю гетерозиготности генов HLA, 
43 (71%) не имели потери гетерозиготности генов 
HLA. При медиане наблюдения 6 (0,1-68) мес БРВ с 
момента первого рецидива до прогрессии/следую- 
щего рецидива заболевания значимо не различалась 
между группами и составила 16% в группе с потерей 
HLA-гаплотипа и 23% в группе без потери HLA-га­
плотипа. Медиана БРВ составила 1,7 мес (95% дове­
рительный интервал (ДИ) 1-NA) в группе с потерей 
HLA-гаплотипа и 2,5 мес в группе без потери HLA-га­
плотипа (95% ДИ 1,6-9,3), р = 0,25 (рисунок 3).

В качестве терапии первого рецидива с потерей 
HLA-гаплотипа после гапло-ТГСК химиотерапия была 
проведена 6/18 (33%) пациентам, химиотерапия в 
сочетании с моноклональными антителами (блина- 
тумомаб -  3, инотузумаб озогамицин -  1, гемтузумаб 
озогамицин -  2, даратумомаб -  2) -  8/18 (44%). ИДЛ 
выполнена 6/18 (33%) пациентам, повторная алло- 
ТГСК -  5/18 (27%).

В качестве терапии рецидива у пациентов без 
потери HLA-гаплотипа химиотерапия была проведена 
7/43 (16%) пациентам, в сочетании с моноклональ­
ными антителами/таргетными препаратами/гипо- 
метилирующими агентами -  11/43 (26%), терапия 
моноклональными антителами/гипометилирующими 
препаратами без химиотерапии -  11/43 (26%). ИДЛ 
выполнена 21/43 (49%) пациенту, повторная алло- 
ТГСК -  5/43 (12%).

ОВ при медиане наблюдения 6 мес составила 22% 
в группе с потерей HLA-гаплотипа и 37% в группе без 
потери HLA-гаплотипа. Медиана ОВ -  4,5 мес (95% 
ДИ 3-NA) и 10,3 мес (95% ДИ 5,7-16,1) соответственно, 
р = 0,063 (рисунок 4).

Наилучшие показатели ОВ имели пациенты, 
прошедшие повторную алло-ТГСК как в группе с 
потерей HLA-гаплотипа, так и в группе без нее.

Повторная алло-ТГСК была выполнена 
5/18 (27%) пациентам с потерей гетерозиготности 
генов HLA: 4 больным со сменой гаплоидентичного 
донора и 1 пациенту без смены донора. У паци­
ента, прошедшего повторную гапло-ТГСК без смены 
донора, не удалось достичь стойкой ремиссии забо-

Pediatric Hematology/Oncology and Immunopathology
2023 | Vol. 22 | № 2 | 44-53



Т р а н с п л а н т а ц и я  и к л е т о ч н ы е  т е х н о л о г и и 49

Таблица
Анализ факторов риска, ассоциированных с потерей гетерозиготности HLA-гаплотипа в рецидиве после гапло-ТГСК
Table
The analysis of risk factors associated with loss of heterozygosity (LOH) of the HLA haplotype in the relapsed patients after 
haplo-HSCT

ОЛЛ (n = 44) ОМЛ (n = 17)
ALL (n := 44) AML (n = 17)

Характеристика
Characteristics

Потеря Классический Потеря Классическийгетерозиготности 
HLA (n = 12; 27%) 

Loss of HLA 
heterozygosity 
(n = 12; 27%)

тип рецидива
(n = 32; 73%) 
Classic relapse 
(n = 32; 73%)

P гетерозиготности 
HLA (n = 6; 35%) 

Loss of HLA 
heterozygosity 

(n = 6; 35%)

тип рецидива
(n = 11; 65%) 
Classic relapse 
(n = 11; 65%)

P

Пол пациента, n (%): 
Patient gender, n (%):

женский 5 (42) 16 (50) 0,7 3 (50) 7 (54) 0,8female
мужской
male

7 (58) 16 (50) 3 (50) 6 (46)

Возраст пациента на момент 
гапло-ТГСК, медиана (диапазон), годы 5 (0,5-16) 7,7 (0,5-16) 0,5 13 (5-20) 4(0-16) 0,1
The median age at the time of haplo-HSCT (range), years
Диагноз, n (%):
Diagnosis, n (%):

В-ОЛЛ
B-ALL

8 (67) 26 (81) 0,4
Т-ОЛЛ
T-ALL

4 (33) 6 (19)

Количество линий терапии до гапло-ТГСК, 
медиана (диапазон)
The median number of therapy lines before haplo- 
HSCT (range)

5 (2-9) 5(2-12) 0,9 6(5 -8 ) 3(2-12) 0,008

Статус заболевания перед гапло-ТГСК, n (%): 
Disease status before haplo-HSCT, n (%):

1-2-я ремиссия, МОБ- 
1st/2nd remission, MRD-

6 (50) 13 (41) 0,7 0 3 (27) 0,2
вне ремиссии/МОБ+
not in remission, MRD+

6 (50) 19 (59) 6 (100) 8 (73)

Режим кондиционирования, n (%):
Conditioning regimen, n (%):

МАК
myeloablative

9 (75) 19 (59) 0,4 2 (33) 9 (82) 0,05
немиелоаблативный
non-myeloablative

3 (25) 13 (41) 4 (67) 2 (18)

Посттрансплантационный циклофосфамид 
в профилактике РТПХ, n (%)
GVHD prophylaxis with post-transplant 11 (92) 30 (94) 1 6 (100) 10 (90) 1
cyclophosphamide, n (%)
Пол донора, n (%):
Donor gender, n (%):

женский 1 (8) 6 (19) 0,6 1 (17) 3 (27) 1female
мужской
male

11 (92) 26 (81) 5 (83) 8 (73)

Пара донор/реципиент, n (%): 
Donor/recipient gender pairing, n (%): 

мужчина/мужчина 
male/male

5 (42) 15 (47) 3 (50) 2 (18)

мужчина/женщина 5 (42) 10 (31) 0,7 2 (33) 6 (55) 0,2male/female
женщина/женщина
female/female

0 6 (19) 1 (17) 0 (0)

женщина/мужчина
female/male

2 (16) 1 (3) 0 (0) 3 (27)

ABO-несовместимость
ABO blood group mismatch 5 (42) 18 (55) 0,5 4 (67) 4 (36) 0,2

HLA mismatch локусы, n (%):
HLA locus mismatch, n (%): 0,5 0,65/10 5 (45) 17 (56) 3 (75) 7 (63)

< 5/10 6 (54) 13 (43) 1 (25) 4 (36)
СЭ34+/кг, медиана (диапазон), n (%)
Median CD34+/kg (range), n (%) 5,8 (2,8-11) 5 (2,1-15,8) 0,5 7.6 (3,4-10,8) 7,3 (2,9-10,5) 0,6

СЭ3+/кг медиана (диапазон), n (%)
Median CD3+/kg (range), n (%) 6 (5,2-21) 6,3 (0,18-14,8) 0,4 8 (4,5-43) 6,7 (4,5-9,1) 0,2

ИДЛ до рецидива, n (%)
DLI before a relapse, n (%) 4 (33) 10 (31) 1 4 (67) 2 (18) 0,1

РТПХ до рецидива, n (%): 
GVHD before a relapse, n (%):

6 (50) 4 (13) 0,015 2 (33) 3 (27)

острая РТПХ II-IV степени
grade II-IV acute GVHD

5 (42) 6 (19) 0,2 1 (17) 2 (18) 1
хроническая РТПХ средней степени
moderate chronic GVHD

3 (25) 1 (3) 0,05 1 (17) 1 (9)

Персистенция МОБ после алло-ТГСК, n (%)
MRD persistence after allo-HSCT, n (%) 2 (16) 6 (19) 1 4 (67) 3 (27) 0,1

Notes. ALL -  acute lymphoblastic leukemia; AML -  acute myeloid leukemia;
B-ALL -  B-cell ALL; T-ALL -  T-cell ALL; GVHD -  graft-versus-host disease; DLI -  donor lymphocyte infusion; MRD -  minimal residual disease; allo-HSCT -  allogeneic hematopoietic 
stem cell transplantation.
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левания, что привело к летальному исходу. Два 
пациента после повторной гапло-ТГСК от альтерна­
тивного донора умерли от трансплантат-ассоцииро- 
ванных осложнений, 2 остаются живы с сохранением 
ремиссии заболевания в течение 1,5 года и 7 лет 
после повторной гапло-ТГСК.

Среди пациентов без потери HLA-гаплотипа 
повторная алло-ТГСК со сменой донора была выпол­
нена 5/43 (12%) пациентам, все они остаются живы и 
находятся в ремиссии заболевания на момент послед­
него контакта. Оставшимся 38 пациентам повторная 
алло-ТГСК не выполнялась в связи с прогрессиру­
ющим течением заболевания и/или тяжелым сома­
тическим статусом. Из них 11/38 (29%) остаются 
живы на момент последнего контакта с медианой ОВ 
6 (1-67) мес.

Рисунок 3
БРВ c момента рецидива после гапло-ТГСК у пациен­
тов с потерей HLA-гаплотипа и без нее 
Figure 3
Relapse-free survival (RFS) from relapse after haplo-HSCT 
in the patients w ith/w ithout LOH

В группе с потерей HLA-гаплотипа без прове­
дения повторной алло-ТГСК на момент послед­
него контакта живы 2/13 (15%) пациента в течение 
1 и 8 мес после рецидива.

Результаты терапии в группе с различными 
типами рецидива отражены на рисунках 5, 6.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ ИССЛЕДОВАНИЯ

Рецидив заболевания остается основной 
причиной смертности у детей с острыми лейко­
зами после алло-ТГСК. Существующие возмож­
ности ведения посттрансплантационного рецидива 
в зависимости от варианта острого лейкоза вклю­
чают полихимиотерапию, терапию моноклональными 
антителами, гипометилирующие агенты, комбиниро-

Рисунок 4
ОВ с момента рецидива после гапло-ТГСК у пациентов 
с потерей HLA-гаплотипа и без нее 
Figure 4
Overall survival (OS) from relapse after haplo-HSCT in the 
patients w ith/w ithout LOH

Рисунок 5
Результаты терапии рецидива пациентов 
с потерей HLA-гаплотипа 
Figure 5
The results of relapse treatment in the pa­
tients with HLA loss
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Рисунок 6
Результаты терапии рецидива 
пациентов без потери HLA-гаплотипа
Figure 6
The results of relapse treatment 
in the patients without HLA loss
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8)

ванные методы иммуноадоптивной терапии (биспеци­
фический активатор Т-клеток, ИДЛ) и в отдельных 
случаях проведение повторной алло-ТГСК. Выбор 
того или иного метода терапии в основном опреде­
ляется клиническими характеристиками рецидива, 
соматическим статусом пациента, наличием РТПХ. 
Индивидуальный подход к ведению рецидивов после 
алло-ТГСК может быть основан на понимании причин 
иммунологической резистентности опухолевых 
клеток [15].

Презентация генов HLA I и II классов на бластной 
популяции является необходимым условием для 
эффективного распознавания опухолевых антигенов 
донорскими Т-клетками. Потеря гетерозиготности 
генов HLA на коротком плече 6-й хромосомы счита­
ется важным механизмом резистентности, особенно в 
контексте гапло-ТГСК.

В данном исследовании частота рецидивов с 
потерей HLA-гаплотипа составила 22%, что соответ­
ствует ранее опубликованным работам, включающим 
пациентов взрослого возраста [9].

Мы наблюдали потерю HLA-гаплотипа у детей с 
ОМЛ (24%), ОЛЛ (22%), включая Т-ОЛЛ (40%). Все 
случаи потери HLA были обнаружены после гапло- 
ТГСК.

Рецидивы с потерей HLA-гаплотипа возникали 
позднее, чем рецидивы без потери HLA (медиана 
8,8 мес), что также было описано в других иссле­
дованиях [4, 9]. Причина данного феномена может 
лежать в появлении мутаций de лвУв, приводящих к 
клональной эволюции опухоли.

В работе A. Wang и соавт. такие факторы как 
число HLA-несовместимых локусов (5/10 против 
< 5/10) были значимо ассоциированы с потерей 
HLA-гаплотипа в общей когорте из 160 больных и у 
пациентов с миелоидными неоплазиями, в то время 
как AB0-несовместимость была ассоциирована с 
потерей HLA-гаплотипа при лимфоидных неоплазиях 
[8].

В многофакторном анализе L. C rucitti гипер­
лейкоцитоз в дебюте заболевания, неблагопри­
ятная цитогенетика, предшествующая алло-ТГСК, 
активное заболевание на момент алло-ТГСК, доза 
Т-клеток в трансплантате, появление хрониче­
ской РТПХ были связаны с повышенным риском 
потери HLA-гаплотипа у пациентов с миелоид- 
ными неоплазиями от частично HLA-несовместимых 
доноров [4]. В нашей работе повторная алло-ТГСК 
была ассоциирована с повышенным риском потери 
HLA-гаплотипа в общей когорте больных, p = 0,008.
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Количество линий терапии влияло на риск потери 
HLA-гаплотипа при ОМЛ (р = 0,008), в то время как РТПХ 
(острая + хроническая) и отдельно хроническая РТПХ 
перед рецидивом влияли на риск потери HLA-гапло­
типа при ОЛЛ (р = 0,015 и р = 0,05 соответственно). 
Возможное объяснение влияния хронической РТПХ 
может заключаться в создании более сильного имму­
нологического напряжения на лейкемические клетки, 
что приводит к клональной эволюции опухоли.

Прогноз пациентов с потерей HLA-гаплотипа 
крайне неблагоприятный. Однако ранее не было пока­
зано различий в ОВ у пациентов с потерей HLA-гапло­
типа и без нее. Шестимесячная ОВ после рецидива 
составила 28,5% при потере HLA-гаплотипа и 27,4% 
при «классическом» рецидиве, медиана выживае­
мости 94 (1-1084) дня и 78 (0-484) дней после реци­
дива соответственно [4].

В нашем исследовании БРВ после терапии реци­
дива не различалась у пациентов с потерей HLA-га­
плотипа и без нее. Тем не менее ОВ была несколько 
лучше у пациентов без потери HLA-гаплотипа, 
р = 0,06, что связано, по-нашему мнению, с несколь­
кими причинами. Прежде всего, часть пациентов без 
потери HLA-гаплотипа способны достичь ответа на 
комбинированную химио/иммунотерапию рецидива, в 
то время как большинство больных с потерей HLA-га­
плотипа оказываются рефрактерны к проводимой 
противорецидивной терапии.

В группе без потери HLA-гаплотипа (п = 43) 
11 (29%) пациентов достигли стойкой ремиссии 
(медиана 6 мес) после проведения комбиниро­
ванной химио/иммуноадоптивной терапии и остаются 
живы без повторной алло-ТГСК на момент послед­
него контакта. Повторная алло-ТГСК проведена 
5 (12%) пациентам, все больные из группы без потери 
HLA-гаплотипа живы с сохранением ремиссии забо­
левания.

Среди всех пациентов с потерей HLA-гаплотипа 
(п = 18) на момент последнего контакта живы 4 (22%), 
2 из них прошли повторную алло-ТГСК со сменой 
донора и имеют ОВ 22 и 88 мес после рецидива. Еще 
2 пациента живы на момент последнего контакта 
после химиотерапии в течение 1 и 8 мес. В группе 
больных с потерей HLA-гаплотипа 5 выполнена 
повторная гапло-ТГСК, 2 из них вследствие высокой 
предлеченности умерли от токсических осложнений, 
1 умер от рецидива.

Одной из опций терапии рецидива ОЛЛ с 
потерей HLA-гаплотипа может быть применение 
биспецифического активатора Т-клеток блинату- 
момаба. Три пациента с В-ОЛЛ с потерей HLA-га- 
плотипа получили иммунотерапию с применением 
Сй3/Сй19-биспецифического активатора Т-клеток 
блинатумомаба, у 2 из них удалось достичь клини­
ко-гематологической ремиссии, которая составила

5 и 18 мес. H. Wu и соавт. описали 4 пациентов 
с рецидивами В-ОЛЛ с потерей HLA-гаплотипа 
после гапло-ТГСК, 3 из них достигли МОБ-нега- 
тивной ремиссии заболевания в течение первого 
курса терапии. Благодаря образованию цито­
литического синапса блинатумомаб способен 
восстанавливать антилейкемический эффект цито­
токсических лимфоцитов даже в условиях потери 
HLA-гаплотипа [16].

Анализ STR, используемый в данном исследо­
вании, является простым и доступным в рутинной 
практике. Однако чувствительность данного метода 
низкая, что ограничивает обнаружение малого 
количества бластов (1-5%). Сортировка бластной 
популяции с помощью проточной цитометрии позво­
ляет повысить чувствительность метода, однако 
ее эффективность также зависит от числа опухо­
левых клеток. Пациенты, не соответствующие крите­
риям чувствительности метода, не были включены в 
данный анализ. Другие методы исследования генов 
HLA-локусов, такие как количественная ПЦР-панель 
HLA-KMR и в особенности NGS позволяют опреде­
лить потерю гетерозиготности конкретного локуса 
HLA и охватить большее число случаев генетической 
утраты HLA [8, 11].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Частота потери HLA-гаплотипа при рецидивах 
острых лейкозов у детей сопоставима с таковой у 
взрослых после гапло-ТГСК, по данным литературы. 
Высокая предлеченность до алло-ТГСК у пациентов с 
ОМЛ (р = 0,008), наличие острой и хронической РТПХ 
(р = 0,015) перед рецидивом ОЛЛ были ассоцииро­
ваны с риском потери HLA-гаплотипа. Несмотря на 
более поздние сроки возникновения (8,8 мес против 
6,2 мес, р = 0,043), рецидив с потерей HLA-гаплотипа 
оказался прогностически более неблагоприятным по 
сравнению с рецидивом без потери HLA-гаплотипа 
(медиана ОВ после развития рецидива 4,5 мес против 
10,3 мес, р = 0,063).

В нашем исследовании лишь повторная гапло- 
ТГСК со сменой донора продемонстрировала изле­
чивающий потенциал после рецидива с потерей 
HLA-гаплотипа у 2 пациентов.

Для поиска эффективных терапевтических стра­
тегий тестирование на предмет потери гетерозигот­
ности генов HLA рекомендуется ввести в клиническую 
практику у детей с острыми лейкозами, прошедшими 
гапло-ТГСК.

Совершенствование молекулярно-генетических 
методов может повысить частоту раннего выявления 
случаев потери HLA-гаплотипа для своевременного 
определения индивидуальной тактики ведения паци­
ентов.
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