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О Р И Г И Н А Л Ь Н Ы Е  С ТА Т Ь И

Доклиническая разработка протокола 
производства анти-CD5  
CAR-T-лимфоцитов для терапии 
Т-линейных острых лимфобластных 
лейкозов и лимфом 
Э.Я. Мусаева1, Е.А. Малахова1, 2, В.А. Ведмедская1, А.А. Дудорова1, Д.С. Осипова1, Д.В. Волков3,  
А.С. Чернов3, А.С. Федорова1, М.С. Фадеева1, О.Б. Лодоева1, Е.А. Кулаковская1, Т.А. Созонова1,  
А.В. Степанов1, Д.Е. Першин1, М.А. Масчан1

1ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр детской гематологии,  
онкологии и иммунологии им. Дмитрия Рогачева» Минздрава России, Москва
2ФГБУН Институт теоретической и экспериментальной биофизики Российской академии наук, Пущино
3ФГБУН ГНЦ РФ Институт биоорганической химии им. академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова 
Российской академии наук, Москва

Разработка методов клеточной терапии Т-линейного острого лимфобластного лейкоза является 
актуальной задачей. В настоящем исследовании представлен доклинический этап разработки анти-
CD5 CAR-T-лимфоцитов в условиях отсутствия дополнительных генетических модификаций за счет 
естественной down-регуляции маркера CD5. Полученные клеточные продукты продемонстрировали 
удовлетворительные показатели кратности экспансии и доли CAR-экспрессирующих клеток, 
преобладание Tem-фенотипа (CD197–CD45RA–), низкие уровни экспрессии маркеров истощения 
(PD-1, CD57, TIGIT). Функциональная активность была продемонстрирована как in vitro посредством 
оценки дегрануляции, синтеза цитокинов и цитотоксичности в отношении клеточной линии Jurkat, 
так и in vivo посредством исследования элиминации CD5+-лейкоза на мышиной модели. Полученные 
данные могут быть использованы для формирования клинического протокола производства анти-
CD5 CAR-T-лимфоцитов. Исследование одобрено независимым этическим комитетом и утверждено 
решением ученого совета НМИЦ ДГОИ им. Дмитрия Рогачева. 
Ключевые слова: острый лимфобластный лейкоз, иммунотерапия, CAR-T-клеточная терапия
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Preclinical development of a protocol for the manufacturing  
of anti-CD5 CAR-T lymphocytes for the treatment of T-lineage acute 
lymphoblastic leukemia and lymphoma
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The development of cell therapy methods for T-lineage acute lymphoblastic leukemia remains a relevant clinical challenge. 
The current study presents a preclinical stage of anti-CD5 CAR-T cell development without the use of additional genetic 
modifications, relying on down-regulation of CD5. The resulting cell products demonstrated sufficient expansion rates and CAR 
expression levels, the predominance of the Tem phenotype (CD197–CD45RA–) and low expression of exhaustion markers (PD-1, 
CD57, TIGIT). The antitumor function was confirmed both in vitro through the assessment of degranulation, cytokine production, 
and cytotoxicity against the Jurkat cell line, and in vivo through the evaluation of CD5+ leukemia elimination in a murine model. 
The data obtained may serve as a basis for the development of a clinical manufacturing protocol for anti-CD5 CAR-T cells. The 
study was approved by the Independent Ethics Committee and the Scientific Council of the Dmitry Rogachev National Medical 
Research Center of Pediatric Hematology, Oncology and Immunology.
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Musaeva E.Ya., et al. Pediatric Hematology/Oncology and Immunopathology 2025; 24 (2): 14–26.  
DOI: 10.24287/1726-1708-2025-24-2-14-26

DOI: 10.24287/1726-1708-2025-24-2-14-26
 2025 ФГБУ «НМИЦ ДГОИ 

им. Дмитрия Рогачева» 
Минздрава России
Поступила 05.06.2025

Принята к печати 26.06.2025

Контактная информация:
Мусаева Эльвира Яшаровна,  

врач клинической лабораторной 
диагностики лаборатории 

трансплантационной иммунологии  
и иммунотерапии гемобластозов  

ФГБУ «НМИЦ ДГОИ им. Дмитрия Рогачева» 
Минздрава России 

Адрес: 117997, Москва, 
ул. Саморы Машела, 1 

E-mail: elvira.musaeva@dgoi.ru

 2025 by «D. Rogachev NMRCPHOI»
Received 05.06.2025
Accepted 26.06.2025

Correspondence: 
Elvira Ya. Musaeva, 

MD in Clinical Laboratory Medicine 
at the Laboratory of Transplantation 

Immunology and Immunotherapy 
of Hemoblastoses of the Dmitry Rogachev 

National Medical Research Center of Pediatric 
Hematology, Oncology and Immunology, 

Ministry of Healthcare 
of the Russian Federation 

Address: 1 Samory Mashela St.,  
Moscow 117997, Russia 

E-mail: elvira.musaeva@dgoi.ru

Т-линейный острый лимфобластный лейкоз 
(Т-ОЛЛ) составляет 10–15% всех случаев острых 
лимфобластных лейкозов у детей и характери-

зуется достаточно высокой частотой развития рефрак-
терного течения и рецидивов [1]. Результаты терапии 
при рефрактерном течении, даже при использовании 

трансплантации гемопоэтических стволовых клеток, 
остаются неудовлетворительными [2].

На текущий момент выбор препаратов с селек-
тивным действием в отношении Т-клеточных пред-
шественников для пациентов с рефрактерными 
формами или рецидивами Т-ОЛЛ ограничен примене-

EDN: BTJSEB
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нием неларабина [3–5]. В то же время в терапии В-ли-
нейных лейкозов хорошо зарекомендовала себя CAR-T 
(chimeric antigen receptor) клеточная терапия, пред-
ставляющая собой производство генно-модифициро-
ванных Т-лимфоцитов с цитотоксической активностью 
в отношении CD19 или других антигенов, специфичных 
для В-клеточной линии дифференцировки [6–10].

Одной из перспективных мишеней для таргетной 
иммунотерапии является поверхностный антиген CD5, 
широко экспрессируемый опухолевыми клетками 
при Т-ОЛЛ, однако использование его при разра-
ботке клеточной терапии сопряжено с рядом трудно-
стей ввиду наличия экспрессии маркера на здоровых 
Т-лимфоцитах, тимоцитах, а также ряде В-клеток [11, 
12]. В частности, потенциальными проблемами явля-
ются как аутоагрессия (так называемый фратрицид) в 
процессе производства анти-CD5 CAR-T-лимфоцитов, 
так и элиминация нормальных клеток иммунной 
системы наравне с бластными у пациентов с Т-ОЛЛ 
при применении данной терапии [13]. 

В процессе производства CAR-T-лимфоцитов 
проблема фратрицида может быть решена несколь-
кими путями: включением этапа генетического редак-
тирования с использованием технологии CRISPR/
Cas9, подразумевающего нокаут гена, кодирую-
щего CD5, включением в конструкцию белкового 
модуля, опосредующего внутриклеточную дегра-
дацию либо блокирующего экспрессию белка CD5, а 
также культивированием в присутствии ингибиторов 
тирозинкиназы, снижающих эффекты фратрицида у 
трансдуцированных Т-лимфоцитов [14–16]. Однако 
использование данных методик может быть сопряжено 
со снижением показателей жизнеспособности и общей 
клеточности финального продукта, что может созда-
вать трудности в достижении необходимых для клини-
ческого применения количественных показателей. 

В настоящее время в литературе имеются данные 
об эффекте снижения экспрессии CD5 Т-лимфоци-
тами в случае трансдукции их анти-CD5 CAR-век-
тором. Данный биологический феномен позволяет 
производить анти-CD5 CAR-T-лимфоциты без допол-
нительных генетических модификаций, позволяя 
получить биомедицинский клеточный продукт (БМКП) 
с необходимыми клеточностью и фенотипом [17, 18]. 

Целью настоящей работы являлось проведение 
доклинических исследований для последующего 
формирования клинического протокола производства 
анти-CD5 CAR-T-лимфоцитов в условиях НМИЦ ДГОИ 
им. Дмитрия Рогачева. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследование одобрено независимым этическим 
комитетом и утверждено решением ученого совета 
НМИЦ ДГОИ им. Дмитрия Рогачева.

Производство и характеристика вирусного 
вектора

Ретровирусный вектор MM25b, содержащий 
ген CAR и пакующий сигнал (y) вируса мышиного 
лейкоза Молони, был получен в дар от доктора  
М.А. Мамонкина (Baylor College of Medicine Houston, 
Техас, США). CAR содержит одноцепочечный вари-
абельный фрагмент из моноклонального антитела 
H65 к CD5 [19], шарнирную область из человеческого 
иммуноглобулина G4, трансмембранный и внутрикле-
точный домены из человеческого CD28, сигнальный 
домен из человеческого CD3z. 

Ретровирусный вектор был получен с использо-
ванием упаковочной клеточной линии 293Vec-Galv 
(Biovec pharma). Клеточную культуру культивировали 
на двухслойной клеточной фабрике (NEST) с исполь-
зованием среды StemMacs (Miltenyi Biotec) при стан-
дартных условиях (37⁰С, 5% СО2). Конфлюэнтность 
монослоя (80 ± 5%) оценивали с помощью микро-
скопии. Трансфекцию осуществляли с использова-
нием комплексов плазмидной ДНК с линейным PEI 
(PolyPlus) в соотношении 1:4 в бессывороточной 
среде Opti-MEM (Gibco). Через 24 ч проводили полную 
замену среды. Вируссодержащий супернатант соби-
рали через 48 ч после трансфекции, центрифугиро-
вали при 500g в течение 10 мин и пропускали через 
фильтр 0,45µm PES. Аликвоты вирусного вектора 
хранили при –80⁰С.

Для определения титра вирусный вектор обра-
батывали бензоназой (DiaGene, Россия) в концен-
трации 50 Ед/мл. Вирусную РНК выделяли с 
помощью набора HiPure Viral RNA kit (Magen, 
Китай), затем обрабатывали ДНКазой (DNase I, 
New England Biolabs, Великобритания) и прово-
дили обратную транскрипцию с использованием 
набора Реверта-L (AmpliSens, Россия). Подсчет 
вирусных геномных копий выполняли методом 
цифровой капельной полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) на системе QX200 ddPCR System (Bio-Rad 
Technologies, США) с применением специфиче-
ских праймеров (F-5’-CTCCGATTGACTGAGTCGC-3'; 
R-5'-GAACAGCGAGACCACAAGT-3’) и зонда (FAM-5’-
ACCCGTGTATCCAATAAACCCTCTTGC-3’) к LTR-элементу 
ретровируса. Титр рассчитывали по формуле:

где Т – титр (геномные копии/мл); R – объем ПЦР 
(20 мкл); C – концентрация (копий/мкл); D – коэф-
фициент разведения вируса; V – объем образца в 
реакции (8 мкл). 

Процесс производства анти-CD5 CAR-T-лимфо-
цитов

В день 0 осуществляли взятие периферической 
крови здорового донора в пробирки CPT (Becton 
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Dickinson, США) с последующим выделением монону-
клеарных клеток согласно протоколу производителя. 
Фракции CD4+-и CD8+-клеток сортировали на приборе 
MACSQuant Tyto (Miltenyi Biotec) с использованием 
антител CD4-VioBlue human GMP (Miltenyi Biotec) и 
CD8-APC human GMP (Miltenyi Biotec). Из полученной 
фракции 5 × 106 клеток вносили в 6-луночный биоре-
актор G-Rex (Wilson Wolf Manufacturing, 80240M) в 
среде TexMacs (Miltenyi Biotec), содержащей цито-
кины интерлейкин (IL)-7 и IL-15 (Miltenyi Biotec) в 
концентрации 12,5 нг/мл, активировали с помощью 
реагента TransAct (Miltenyi Biotec). 

Через 24 ч к активированным Т-лимфоцитам 
добавляли ретровирусный анти-CD5-вектор и реагент 
Vectofusin-1 (Miltenyi Biotec) в концентрации 10 мкг/
мл. Далее клетки культивировали в течение 13 дней с 
полной оценкой фенотипа и функциональной актив-
ности продукта на +9-й и +14-й дни. Доливку среды 
осуществляли на +3-й день, замену – на +7-й и  
+10-й дни. 

Оценка клеточного состава, фенотипа и 
экспрессии CAR методом проточной цитометрии

Исследование экспрессии CD5 проводи-
лось в дни 0, +7, +9 и +14 посредством инкубации 
клеточной суспензии с моноклональными антите-
лами 7-AAD-PerCP (Beckman Coulter), CD3-APC (клон 
UCHT1, Invitrogen), CD5-PC7 (клон BL1a, Beckman 
Coulter). Оценивалось относительное количество 
CD5+-клеток в регионе 7AAD-CD3+-клеток. 

В целях оценки фенотипа клеточного продукта 
клетки инкубировали с моноклональными антителами 
CD4-Pacific Blue (клон 13В8.2, Beckman Coulter), 
CD8-Pacific Orange (клон MEM-31, Exbio Diagnostics), 
CD279-FITC (клон EH12.2h7, Exbio Diagnostics), 
tigit-ECD (клон A15153G, BioLegend), 7-AAD-PerCP 
(Beckman Coulter), CD197-PC7 (клон REA108, Miltenyi 
Biotec), CD3-APC (клон UCHT1, Invitrogen), CD45RA-
APC-A700 (клон 2H4, Beckman Coulter), CD57-
APC-A750 (клон REA769, Miltenyi Biotec). Оценивали 
экспрессию маркеров истощения, а также следующие 
популяции Т-лимфоцитов: наивные (CD197+CD45RА+), 
центральные (CD197+CD45RА–), эффекторные 
(CD197–CD45RА–) и терминально дифференциро-
ванные (CD197–CD45RА+). 

Уровень экспрессии CAR оценивался посредством 
инкубации клеток с реагентом CD5 CAR-detection FITC 
(Acro Biosystems), антителами CD45-VioBlue (клон 
5B1, Miltenyi Biotec), CD4-VioGreen (клон REA623, 
Miltenyi Biotec), CD3-APC (клон UCHT1, Invitrogen), 
7AAD-Per-CP (Beckman Coulter), CD8-APC-Vio770 
(клон REA734, Miltenyi Biotec).

Образцы анализировали на проточном цитометре 
CytoFLEX (Beckman Coulter), данные обрабатывали с 
помощью программы CytExpert 2.3.

Определение числа копий вектора 
Для определения числа копий вектора (vector 

copy number, VCN) клеточный продукт обрабатывали 
бензоназой (DiaGene, Россия). ДНК выделяли набором 
ExtractDNA Blood & Cells (Евроген, Россия). Подсчет 
VCN выполняли методом цифровой капельной ПЦР на 
системе QX200 ddPCR System (Bio-Rad Technologies, 
США) с применением специфичных праймеров и 
зонда к LTR-элементу ретровируса и к референс-
ному гену RPP30 (F-5’-GATTTGGACCTGCGAGCG-3’; 
R-5 ’ -  GCGGCTGTCTCCACAAGT-3 ’ ;  HEX-5 ’ - 
CTGACCTGAAGGCTCT-3’). VCN рассчитывали по 
формуле:

Функциональная оценка цитотоксичности, 
продукции цитокинов и дегрануляции

Для функциональной оценки полученных 
клеточных продуктов использовали CD5-экспресси-
рующие клеточные линии Jurkat и Jeko-1, в каче-
стве отрицательного контроля – линию K562. В целях 
оценки цитотоксичности клеточные линии были 
трансдуцированы реагентом Incucyte Nuclight Red 
Lentivirus Reagent (EF1a, Puro, Essen BioScience) и 
селектированы в присутствии пуромицина в концен-
трации 1 мкг/мл.

Для проведения функциональных тестов из 
продукта производства в дни +9 и +14 отбирали  
10 млн клеток, вносили в среду TexMacs (Miltenyi 
Biotec) при отсутствии цитокинов IL-7 и IL-15, инку-
бировали в течение суток в стандартных условиях.

Цитотоксичность оценивали посредством инку-
бации 3 × 104 клеток продукта производства с 
трансдуцированными клеточным линиями в соотно-
шении 1:1 при 37°C и 5% CO2. С помощью прибора для 
визуализации клеток Incucyte (Sartorius) фиксиро-
вали изображения клеток каждый час в течение 48 ч. 
Далее анализировали количество красных объектов 
в зависимости от времени инкубации, рассчитывали 
значения площади под кривой (Area Under the Curve, 
AUC). 

Оценка дегрануляции и продукции цитокинов 
проводилась с клеточной линией Jurkat в соотно-
шении 1:1. Для оценки секреции цитокинов допол-
нительно вносили ингибитор трансмембранного 
транспорта белков (GolgiPlug, BD) и инкубировали 
в течение 3 ч. В целях исследования дегрануляции 
клетки инкубировали с клеточной линией в присут-
ствии антитела CD107a (клон H4A3, Elabscience) 
в течение 2 ч. Далее инкубировали с антите-
лами к поверхностным маркерам CD5-Pacific Blue 
(клон BL1a, Beckman Coulter), CD4-Pacific Orange 
(клон MEM-241, Exbio Diagnostics), 7AAD-Per-CP 
(Beckman Coulter), CD3-APC (клон UCHT1, Invitrogen), 
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CD8-APC-Vio770 (клон SK1, Becton Dickinson). Для 
оценки дегрануляции дополнительно использовали 
антитело CD107a (клон H4A3, Elabscience). Продукция 
цитокинов оценивалась посредством внутри-
клеточного окрашивания с антителами IFN-g-PE 
(клон REA600, Miltenyi Biotec), TNF-a-PE-Vio-770 
(клон Mab11, Invitrogen) с использованием набора 
Fix&Perm (Abcam). Анализ образцов проводили на 
проточном цитометре CytoFLEX (Beckman Coulter), 
оценивали количество фактор некроза опухоли- 
и интерферон-продуцирующих клеток, а также 
CD107a-экспрессирующих в регионе CD3+CD8+.

Для всех функциональных исследований парал-
лельно с оценкой продукта производства были 
исследованы генетически немодифицированные 
Т-лимфоциты от идентичного донора (Mock-клетки). 
Эффект Mock-клеток вычитали из эффекта анти-
CD5 CAR-T-лимфоцитов. В целях сопоставимости 
результатов между собой все функциональные 
исследования проводились с пересчетом на процент 
CAR-экспрессирующих Т-клеток. 

Оценка эффективности элиминации CD5+-кле-
точной линии in vivo

Для эксперимента использовали самок мышей 
линии NCG (NOD.Cg-PrkdcscidIl2rgem1Smoc) в 
возрасте 6–8 недель, содержавшихся в стан-
дартных условиях питомника лабораторных 
животных «Пущино» (уникальная научная установка 
«Био-модель» ИБХ РАН; Биоресурсная коллекция 
лабораторных грызунов SPF-категории для фунда-
ментальных, биомедицинских и фармакологических 
исследований, при поддержке Министерства науки и 
высшего образования (075-15-2025-486)). Экспери-
ментальные процедуры проводились в соответствии 
с рекомендациями по уходу за лабораторными живот-
ными. 

Опухолевые клетки Jurkat модифицировали 
методом лентивирусной трансдукции для стабильной 
экспрессии ffluc (firefly luciferase, люцифераза 
светлячка). Далее клетки вводили в хвостовую 
вену в дозе по 2,5 × 106 на мышь. На 5-й день, по 
итогам визуализации опухолей, мышей разделяли на  
3 экспериментальные группы и вводили в хвостовую 
вену эффекторные клетки. Первая группа получала 
терапию контрольными T-клетками (Mock-T; n = 5), 
вторая и третья группы – анти-CD5 CAR-T-клетками 
по 2,5 × 106 (n = 7) и 5 × 106 (n = 7) на мышь соответ-
ственно.

Для визуализации опухоли субстрат D-люци-
ферин (GoldBio) еженедельно вводили интрапери-
тонеально в концентрации 15 мг/мл. До и после 
введения субстрата мышей помещали в камеру для 
наркоза изофлураном в концентрации 1,5–2,5% 
в течение 5 мин. Через 10 мин после введения 

D-люциферина проводили детекцию люминес-
ценции в системе IVIS Lumina III (PerkinElmer,  
США).

Для оценки персистенции CAR-T-лимфоцитов 
в периферической крови мышей со дня введения 
клеточного продукта еженедельно осуществляли 
забор крови из ретроорбитального синуса. 

На 26-й день от введения опухолевых клеток по 
одной мыши из каждой группы были забраны для 
проведения гистологического исследования тканей 
селезенки, легкого и печени. 

Оценка персистенции анти-CD5 CAR-T-лимфо-
цитов в образцах крови мышей

Образцы крови мышей инкубировали с реагентом 
CD5 CAR-detection (Acro Biosystems), антите-
лами anti-Mouse CD45-PE (клон REA599, Sony 
Biotechnology), 7-AAD-PerCP (Beckman Coulter), 
CD5-PC7 (клон BL1a, Beckman Coulter), CD3-APC 
(клон UCHT1, Invitrogen), CD8-APC-Vio770 (клон SK1, 
Becton Dickinson), CD45-VioBlue (клон 5B1, Miltenyi 
Biotec), CD4-Pacific Orange (клон MEM-241, Exbio 
Diagnostics). Далее лизировали с помощью раствора 
ExCellLyse (Exbio). Каждый образец сопровождался 
пробиркой негативного контроля, в которую реагент 
CAR-detection не добавлялся. Анализ образцов прово-
дили на проточном цитометре CytoFLEX (Beckman 
Coulter), оценивали абсолютное количество челове-
ческих СD3+-клеток и относительное число CD3+CAR+ 
Т-лимфоцитов. 

Гистологическое исследование 
Аутопсийный материал от лабораторных мышей 

помещался в 10% нейтральный забуференный 
раствор формалина на 24 ч. Далее ткани поме-
щались в гистологические кассеты. Гистологиче-
ская заливка осуществлялась с помощью станции 
HistoStar (Thermo Fisher Scientific, США). Для гисто-
логической проводки материала использовались 
аппараты Sakura Tissue-Tek VIP 5 и Sakura Tissue-Tek 
Xpress Х120. Изготовление срезов осуществлялось с 
использованием микротома Thermo Fisher Scientific 
Microm HM 355S. 

C помощью иммуногистохимического метода 
исследования на срезах с парафиновых блоков 
образцов ткани определялось наличие экспрессии 
CD3 (Cell Marque, клон MRQ-39), CD5 (Cell Marque, 
клон SP19) с применением набора ultraView Universal 
DAB Detection Kit, VENTANA. Для проведения исследо-
вания использовалась система Ventana Bench-Mark 
Ultra с последующим докрашиванием гематокси-
лином и автоматическим накрыванием покровными 
стеклами с помощью системы Dako CoverStainer. 
Готовые препараты оценивались методом световой 
микроскопии.
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Статистическая обработка 
Для статистической обработки результатов 

исследования использовали программу GraphPad 
Prism 8.0.1 (GraphPad Software, США). Для всех 
показателей данные представлены в виде медианы 
и разброса. Уровень статистической значимости 
описывался как *, **, *** и **** для значений p <0,05, 
<0,01, <0,001 и <0,0001 соответственно. Для срав-
нения двух выборок применяли парный t-критерий 
Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Нами были проведены 5 процессов производства 
анти-CD5 CAR-T-БМКП с помощью неавтоматизиро-
ванной платформы G-Rex.

В целях исследования эффекта снижения 
экспрессии маркера CD5 в процессе производ-
ства CAR-T-лимфоцитов нами проводилась оценка 
его экспрессии в дни 0, +7, +9 и +14. При оценке 
продукта сортинга в день 0 наблюдалась тотальная 
экспрессия CD5 полученными клетками. При оценке 
данного маркера на +7-е сутки отмечалось снижение 
экспрессии до медианного значения 4,1% (разброс 
0–7%) с ее полным отсутствием к 9-му дню (рисунок 1).

В целях определения оптимальной длительности 
процесса производства анти-CD5 CAR-T-лимфоцитов 
полная оценка состава и функциональных свойств 
каждого продукта проводилась в дни +9 и +14.

Все 5 процессов демонстрировали удовлетво-
рительную динамику экспансии общего количества 
CD3+-клеток со значимым приростом к +14-му дню. В 
день +9 кратность экспансии составляла ×18,4 с меди-
аной количества Т-лимфоцитов 92 (70–104) × 106.  
В день +14 общее количество Т-лимфоцитов возрас-
тало в 47,6 раза с медианой 238 (192–271) × 106 

(рисунок 2А). Экспрессия CAR была высокой как в 
день +9, так и в день +14 с медианой 88% (69–97%) и 
92% (75–96%) соответственно, что демонстрировало 
статистически незначимую разницу (рисунок 2Б). 
Таким образом, к +14-му дню возможно получение 
значимо большего количества Т-лимфоцитов без 
потери доли CAR-экспрессирующих клеток. Медиана 
VCN полученных клеточных продуктов составляла 
2,81 (2,72–5,6). 

При оценке фенотипа Т-лимфоцитов в продукте 
производства отмечалось преобладание популяции 
CD197–CD45RА– (Tem) (рисунок 3). Медиана их доли 
среди CD4+-клеток составила 89,3% (82,4–92,6%) на 
+9-й день и 98,2% (94–99,1%) на +14-й день. Среди 
CD8+-клеток – 79% (70,8–84,7%) и 97,4% (96–99,3%) 
соответственно. К +14-му дню отмечался статисти-
чески значимый их прирост (р < 0,01). Соотношение 
CD4:CD8 составляло 1,6 (1,4–2,5) на +9-й день и 1 
(0,9–2,4) на +14-й день.

При этом экспрессия маркеров истощения 
значимо не менялась в зависимости от длитель-
ности процесса производства (рисунок 4). К +14-му 
дню экспрессия CD57 демонстрировала достаточно 
низкие значения: 0,9% (0,3–3,4%) среди CD4+-клеток 
и 3,6% (2,4–8,3%) среди CD8+-клеток. Маркер CD279  
к +14-му дню экспрессировался на 11% (9,9–14%) 
CD4+ и 3,7% (2,2–4,1%) CD8+ Т-лимфоцитов. Анало-
гичным образом экспрессия TIGIT составляла 7% 
(5,2–12,3%) и 12,5% (8,1–16,8%) соответственно.

Инкубация полученных CAR-T-лимфоцитов с 
CD5-экспрессирующей клеточной линией демон-
стрировала высокие показатели дегрануляции 
и экспрессии цитокинов (рисунок 5). Медиана 
экспрессии CD107a цитотоксическими Т-лимфо-
цитами при оценке на +9-й день составила 50% 
(26–68%), на +14-й день – 63% (38–74%) (p < 0,01). 

Рисунок 1
Дот-плоты, отражающие кинетику процесса снижения экспрессии СD5
Figure 1
Dot-plots reflecting the kinetics of CD5 down-regulation
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Рисунок 3
Фенотип CAR-Т-лимфоцитов в зависимости от длительности процесса производства
А – индивидуальные значения с указанием медианы и статистической значимости; Б – дот-плоты, отражающие экспрес-
сию CD197 и CD45RA CD4+- и CD8+-клетками на +9-й день
Figure 3
The phenotype of CAR-T lymphocytes depending on the duration of cultivation
А – individual values with a median and statistical significance; Б – Dot-plots representing CD197 and CD45RA expression by CD4+ and CD8+ 
cells on day +9

Рисунок 4
Оценка экспрессии маркеров истощения
Figure 4
The assessment of the expression of T cell exhaustion markers

Рисунок 2
А – динамика темпов экспансии анти-CD5 CAR-T-клеточных продуктов в течение 14-дневного цикла культива-
ции; Б – доля CAR-экспрессирующих Т-лимфоцитов в продукте производства
На графике представлены индивидуальные значения с указанием медианы в дни +9 и +14 и статистической значимости 
разницы между показателями
Figure 2
A – the changes in the expansion of anti-CD5 CAR-T cell products during a 14-day cultivation process; B – the percentage of 
CAR-positive T-cells in the product
The graph shows individual values with a median on days +9 and +14 and statistical significance between the values
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Продукция фактора некроза опухоли также статисти-
чески значимо увеличивалась с 42% (12,2–68,3%) до 
48% (14–73,9%) (p < 0,01). Экспрессия интерферо-
на-g значимо не изменялась.

Оценка цитотоксичности анти-CD5 CAR-T-лим-
фоцитов проводилась в отношении клеточной линии 
Jurkat, которая служила моделью CD5+ Т-линейного 
лейкоза. Дополнительно цитотоксичность оценивали 
в отношении CD5+ В-клеточной линии Jeko-1. В каче-
стве отрицательного контроля использовали линию 
K562, не имеющую на своей поверхности маркера 
CD5. Оценка цитотоксичности в системе визуали-
зации IncuCyte показала успешную элиминацию 
CD5+-линий в течение 48 ч. CD5-негативная линия не 
была элиминирована, отмечалось нарастание коли-
чества клеток, схожее по темпам с эффектом Mock-
клеток (рисунок 6А). 

Для всех 5 процессов производства исследо-
вание специфичной цитотоксичности в отношении 
линии Jurkat проводилось в дни +9 и +14 в соотно-
шениях эффекторных клеток к таргетным 1:1 и 0,5:1. 
Во всех случаях также наблюдалась успешная элими-
нация опухолевых клеток (рисунок 6Б, В). Эффект 
оценивали путем расчета разницы в значениях AUC, 
полученных при исследовании Mock-T-клеток и 
CAR-T-лимфоцитов от идентичных доноров. Стати-
стически значимых различий в показателях в зави-
симости от длительности культивации получено не 
было. 

В целях оценки эффективности элиминации 
CD5+ Т-клеточного лейкоза in vivo нами был проведен 
эксперимент на мышиной модели с использо-
ванием клеточной линии Jurkat-ffluc. Учитывая 
более высокие показатели кратности экспансии 
и экспрессии CAR-рецептора при длительности 
процесса 14 дней, данный протокол был выбран 

для производства анти-CD5 CAR-T-лимфоцитов для 
оценки эффективности на мышиной модели.

В полученном продукте, аналогично с получен-
ными раннее данными, доля CAR-экспрессирующих 
клеток была достаточно высокой и составляла 91%. 
Дозу клеточного продукта на мышь рассчитывали с 
пересчетом на долю CAR-экспрессирующих клеток 
(таблица). 

На 4-й день от введения клеток Jurkat-ffluc 
опухоль визуализировалась у всех 19 эксперимен-
тальных мышей (рисунок 7А). На 5-й день животным 
вводились эффекторные клетки в соответствии 
с распределением на группы. Наиболее высокие 
уровни люминесценции при последующем наблю-
дении отмечались в контрольной группе, получившей 
Mock-T-клетки, что выражалось в более низких пока-
зателях выживаемости (рисунок 7Б, В). В группах 
мышей, получивших CAR-T-клетки в различных дозах, 
прогрессия опухолевого роста была менее выражена. 
Однако было отмечено, что доза 5 млн CAR-T-клеток 
более эффективно сдерживает опухолевый рост, что 
также подтверждается при анализе кривых выживае-
мости: наблюдается статистически значимая разница 
между группами с дозами 2,5 млн и 5 млн CAR-T-
клеток на мышь (p < 0,01). При длительности наблю-
дения 61 день в группе мышей, получившей бóльшую 
дозу CAR-T-клеток, прогрессия опухоли наблюдалась 
лишь у одной мыши, в то время как в группе, полу-
чившей дозу 2,5 млн, за время наблюдения полного 
сдерживания опухолевого роста ни у одной мыши 
достигнуто не было.

Помимо визуализации опухоли в каждую точку 
наблюдения проводился забор периферической 
крови мышей в целях оценки персистенции челове-
ческих Т-лимфоцитов и доли CAR-экспрессирующих 
клеток. За время наблюдения человеческие Т-лим-

Рисунок 5
Функциональная оценка продукта производства на +9-й и +14-й дни: оценка дегрануляции (А) и секреции (Б) 
цитокинов цитотоксическими Т-лимфоцитами после инкубации с CD5-экпрессирующей клеточной линией 
Jurkat
Figure 5
Functional assay of CAR-T cells on +9 and +14 days of cultivation: degranulation assay (A) and cytokines production (Б) by 
CD8+ T-cells after coculture with CD5-expressing Jurkat cell line 
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Рисунок 6
Оценка цитотоксичности анти-CD5 CAR-T-лимфоцитов на +14-й день культивации: А – в отношении CD5-экс-
прессирующих линий Jurkat и Jeko-1 и клеточной линии K562 (отрицательный контроль); Б – в отношении 
клеточной линии Jurkat в различных соотношениях эффекторных клеток к таргетным (1:1 и 0,5:1); В – сум-
марные данные полученных значений AUC, рассчитанных как разница между AUC лунок Mock-T:Jurkat и  
СAR-T:Jurkat в соотношении 1:1
Данные представлены в виде индивидуальных значений с указанием медианы, разброса и статистической значимости 
Figure 6
А – cytotoxicity assay of anti-CD5 CAR-T lymphocytes after coculture with CD5-expressing Jurkat and Jeko-1 cell lines and 
K562 cell line (negative control) on day +14 of cultivation; Б – cytotoxicity assay with the Jurkat cell line with different effec-
tor:target ratios (1:1 and 0.5:1) on day +14 of cultivation; В – the comprehensive data on the total area under the curve (AUC) 
values calculated as the difference between the AUC values for Mock-T:Jurkat and CAR-T:Jurkat wells at a 1:1 ratio
The data is shown as individual values with a median, range, and statistical significance

Таблица 
Характеристика экспериментальных групп мышей
Table 
Characteristics of the experimental cohorts of mice
Группа
Group

Доза CAR+-клеток на мышь, ×106

The dosage of CAR+ cells per mouse, ×106
Общее количество CD3+-клеток на мышь, ×106

Total CD3+ cell count per mouse, ×106

Mock-T 5,5
CAR-T 1:1 2,5 2,7
CAR-T 2:1 5 5,5

фоциты детектировались у всех экспериментальных 
животных. Наиболее активная пролиферация отмеча-
лась в группах мышей, получивших Mock-T-клетки и 
СAR-T-лимфоциты в дозе 5 млн клеток на мышь, что, 
вероятно, связано с изначальной инфузией большего 
количества клеток. 

У мышей, получивших CAR-T, во все точки наблю-
дения детектировались CAR+-клетки (рисунок 8). 
Наиболее длительная персистенция (весь период 
наблюдения) отмечалась у мышей, получивших дозу 
5 млн CAR-T на мышь. 

По данным иммуногистохимического иссле-
дования, проведенного на 26-й день от введения 
опухолевых клеток, в тканях животных, получивших 
Mock-T-клетки, отмечалась выраженная инфиль-
трация человеческими CD3+ и CD5+ Т-лимфоцитами. 

В то же время в группах мышей, получивших СAR-T-
клетки, данная инфильтрация практически отсут-
ствовала (рисунок 9).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ ИССЛЕДОВАНИЯ

Разработка новых подходов к терапии Т-ли-
нейных лейкозов, в частности в области клеточных 
технологий, на текущий момент остается актуальной 
задачей [20–22]. 

Учитывая успехи CAR-T-клеточной терапии в 
лечении пациентов с В-линейным острым лимфо
бластным лейкозом, большой интерес представляет 
ее использование в контексте Т-линейных лейкозов. 
Однако экспрессия опухолевыми клетками при Т-ОЛЛ 
большинства маркеров зрелых Т-лимфоцитов создает 
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Рисунок 7
А – визуализация опухоли посредством детекции люминесценции в 3 экспериментальных группах мышей 
(Mock-T, 2,5 × 106 и 5 × 106 CAR-T на мышь) в зависимости от времени введения опухолевых (Jurkat-ffluc) 
клеток. Звездочкой обозначены мыши, взятые для проведения гистологического исследования на 26-е сутки; 
Б – динамика изменения люминесценции в среднем по 3 группам; В – сравнительный анализ выживаемости 
мышей в соответствии с экспериментальной группой с указанием статистических различий
Figure 7
А – tumor burden assessment by luminescence detection in 3 experimental cohorts of mice (Mock T, 2.5 × 106 and 5 × 106 
CAR-T per mouse) depending on the time post tumor cell (Jurkat-ffluc) infusion. The stars indicate the mice, taken for histo-
logical assessment on day 26; Б – the average changes in luminescence in three groups; В – a comparative survival analysis 
of the mice in accordance with the experimental group, the statistical significance is indicated

Рисунок 8
Персистенция CAR-экспрессирующих клеток в пери-
ферической крови мышей
День 0 – дата введения эффекторных клеток. Данные 
представлены в виде медианы с указанием разброса
Figure 8
Human CAR+ cell persistence in the peripheral blood of the 
mice
Day 0 – day of effector cell infusion. The data is shown as a median 
with a range

трудности в производстве CAR-T-лимфоцитов, в част-
ности ввиду потенциального фратрицида в процессе 
производства [13].

Данные литературы свидетельствуют о том, что 
экспрессия CAR к Т-клеточным маркерам способна 
приводить к интернализации соответствующих 
белков. Так, например, данный феномен описан при 
таргетировании широко экспрессируемых Т-лим-
фоцитами CD5 и CD7. Однако данный процесс не 
всегда может быть достаточным для обеспечения 
устойчивости к аутоагрессии [23, 24]. В случае с 
CD5 экспрессия CAR приводит к интернализации и 
полной деградации данного маркера, что создает 
условия для экспансии CAR-T-клеток в отсутствие 
выраженных эффектов фратрицида [24]. В связи с 
этим данный маркер является выгодной мишенью для 
таргетирования при разработке клеточной терапии 
для пациентов с Т-линейными лейкозами. 

В настоящей работе была оптимизирована мето-
дика производства анти-CD5 CAR-T-лимфоцитов 
в условиях естественного снижения экспрессии 
поверхностного маркера СD5 трансдуцированными 
Т-клетками. 

По данным литературы, период фратри-
цида CAR-T-лимфоцитами в случае снижения 
экспрессии CD5 не является длительным ввиду 
его быстрой интернализации [25]. Результаты 
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Рисунок 9
Иммуногистохимическое окрашивание тканей селезенки (А), легкого (Б) и печени (В) мышей на маркеры CD3 
(верхний ряд) и CD5 (нижний ряд)
Стрелками обозначены участки инфильтрации CD3+- и CD5+-клетками
Figure 9
Immunohistochemical staining of the spleen (A), lung (Б), and liver (В) of the mice for CD3 (top row) and CD5 (bottom row) 
markers
The arrows indicate the sites of infiltration by CD3+ and CD5+ cells

нашего исследования также подтверждают данное 
наблюдение: во всех проведенных процессах произ-
водства наблюдались удовлетворительные пока-
затели кратности экспансии со значительным 
приростом абсолютного количества Т-клеток к +14-му 
дню и выраженным снижением экспрессии CD5 к  
+7-му дню. 

Эффективность элиминации опухолевых клеток 
CAR-T-лимфоцитами определяется способностью 
полученных клеток к пролиферации и персистенции 
in vivo, что напрямую зависит от их фенотипа. 
CAR-T-лимфоциты с фенотипом центральных 
Т-клеток памяти обладают более высоким пролифе-
ративным потенциалом и могут обеспечивать более 
длительную персистенцию [26]. В случае генерации 

CAR-T-клеток в условиях фратрицида дополни-
тельная активация Т-клеток в процессе производства 
приводит к формированию более истощенного фено-
типа финального продукта [17, 25]. В соответствии с 
этим полученные нами данные демонстрируют преоб-
ладание популяции Tem (CD197–CD45RА–) во всех 
полученных продуктах. Однако оценка экспрессии 
таких маркеров истощения, как CD279 (PD-1), CD57 
и TIGIT, демонстрирует значения, сравнимые с тако-
выми у CAR-T-лимфоцитов, полученных в отсутствие 
фратрицида [27].

Помимо эффекта аутоагрессии формиро-
вание более эффекторного фенотипа может зави-
сеть от ко-стимулирующего домена, используемого 
в конструкте химерного рецептора. Так, например 
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М.А. Мамонкин и соавт. исследовали возможность 
производства анти-CD5 CAR-T-клеток с ко-стиму-
лирующими доменами из суперсемейства TNFR. 
Использование данных доменов сопровождалось 
формированием CAR-T-клеточного продукта с 
более «молодым» фенотипом центральных клеток 
памяти. Однако эффекты аутоагрессии в связи 
с усилением ими экспрессии молекул клеточной 
адгезии ICAM-1 (Inter-Cellular Adhesion Molecule 
1) значительно увеличивались, что было связано 
с более активным формированием иммуноло-
гических синапсов. Использование ко-стимули-
рующего домена CD28 в данном исследовании 
приводило к формированию более эффекторного 
фенотипа, но при этом снижало эффекты ауто-
агрессии, позволяя получить клеточный продукт 
с удовлетворительными показателями крат-
ности экспансии и функциональными свойствами, 
что также подтверждается результатами нашего  
исследования [25].

При исследовании функциональной активности 
полученных CAR-T-лимфоцитов были отмечены 
высокие значения дегрануляции и синтеза таких 
цитокинов, как фактор некроза опухоли и интерфе-
рон-g. Оценка цитотоксичности также демонстриро-
вала успешную элиминацию CD5-экспрессирующих 
клеточных линий Jurkat и Jeko-1.

Нами было проведено исследование элиминации 
CD5+ Т-линейного лейкоза на мышиной модели. 
Введение 2,5 млн опухолевых клеток приводило 
к визуализации опухолевых клеток посредством 
детекции люминесценции у всех экспериментальных 
мышей. Последующая терапия мышей анти-CD5 
CAR-T-лимфоцитами демонстрировала их способ-
ность элиминировать опухолевые клетки и способ-
ствовала лучшей выживаемости лабораторных 
животных. 

При исследовании доз CAR-T-клеток в объеме 
2,5 и 5 млн на мышь, бóльшая доза демонстриро-
вала лучшие показатели сдерживания опухолевого 
роста и общей выживаемости. В данной группе также 
наблюдалась длительная персистенция человеческих 
СAR-T-клеток. При проведении иммуногистохимиче-
ского исследования тканей животных наблюдалась 
более выраженная инфильтрация CD3+- и CD5+-клет-
ками в контрольной группе. Сопоставление этих 
данных с результатами детекции люминесценции 
позволяет предположить опухолевую природу данной 
инфильтрации. Таким образом, полученные данные 
свидетельствуют об эффективности проводимой 
терапии и демонстрируют длительную персистенцию 
СAR-T-клеток, несмотря на их более эффекторный 
фенотип.

В целях определения оптимальной длительности 
процесса производства все полученные клеточные 

продукты были оценены на +9-й и +14-й дни. Более 
длительная культивация CAR-T-клеток приводила к 
значимому увеличению кратности экспансии, доля 
CAR-экспрессирующих клеток при этом не сокраща-
лась, полученные показатели VCN были сопоставимы 
с данными литературы [18]. Фенотип Т-лимфоцитов 
отмечался более выраженным преобладанием попу-
ляции Tem без увеличения уровней экспрессии 
маркеров истощения и без потери функциональной 
активности в отношении клеточной линии Jurkat. 
Исследование более длительного протокола произ-
водства на мышиной модели также показало доста-
точно длительную персистенцию CAR-T-клеток. Таким 
образом, при разработке клинического протокола 
производства может быть использована как 9-, так и 
14-дневная длительность культивации без значимого 
влияния на качество конечного клеточного продукта. 
Количественные показатели при этом будут опреде-
ляться условиями клинического протокола. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Анти-CD5 CAR-T-лимфоциты представляют собой 
перспективный подход в терапии пациентов с Т-ОЛЛ, 
сопровождающимися экспрессией маркера CD5. В 
настоящем исследовании нами был разработан и 
оптимизирован лабораторный протокол производства 
анти-CD5 CAR-T-лимфоцитов, показана их эффек-
тивность как in vitro, так и in vivo на мышиной модели. 
Полученные данные могут быть использованы для 
последующей разработки клинического протокола 
производства БМКП.
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Опыт разработки и масштабирования 
протокола производства клеточного 
продукта, обогащенного  
НК-лимфоцитами, для клинического 
применения  
Е.А. Кулаковская, В.Е. Бельчиков, В.А. Ведмедская, М.С. Фадеева, Е.А. Малахова,  
Э.Я. Мусаева, О.Б. Лодоева, С.С. Ларин, М.И. Лукашина, А.В. Кибардин, М.Д. Моллаев,  
Я.О. Музалевский, А.С. Казаченок, А.К. Мелькова, Т.Ю. Завидный, П.Е. Трахтман,  
Л.Н. Шелихова, Д.Е. Першин, М.А. Масчан

ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр детской гематологии, онкологии  
и иммунологии им. Дмитрия Рогачева» Минздрава России, Москва

Применение НК-клеток является перспективным направлением клеточной терапии при 
гемобластозах. Разработка протокола экспансии обогащенного НК-лимфоцитами биомедицинского 
клеточного продукта – актуальная задача клинической биотехнологии. На основе массива 
научных и клинических исследований нами был выбран протокол экспансии НК-лимфоцитов с 
использованием модифицированной фидерной линии K562 и стартовой фракции мононуклеаров 
периферической крови, не включающий этап деплеции CD3+-лимфоцитов. В данной работе 
представлены результаты валидационных процессов производства обогащенного НК-лимфоцитами 
биомедицинского клеточного продукта. Исследование одобрено независимым этическим комитетом 
и утверждено решением ученого совета НМИЦ ДГОИ им. Дмитрия Рогачева. Полученные клеточные 
продукты удовлетворяли всем заявленным критериям контроля качества, имели высокий процент 
содержания НК-лимфоцитов и демонстрировали выраженную цитотоксическую активность в 
отношении клеточных линий THP-1 и Jeko-1. Показатели кратности экспансии позволили достичь 
целевой клинической дозы во всех процессах. Уровень экспрессии поверхностных маркеров НК-
клеток после экспансии соответствовал активированному и высокопролиферативному фенотипу. 
Остаточные лимфоциты были представлены в основном T-клетками с эффекторным фенотипом 
и достоверным снижением процентного содержания TCRab относительно стартовой фракции. 
Полученные данные дают основание для проведения клинического исследования выполнимости 
и безопасности применения инфузий клеточного продукта, произведенного согласно данному 
протоколу, в терапии рефрактерного лейкоза у детей.  
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В общей структуре заболеваемости злокаче-
ственными новообразованиями пациентов в 
возрасте до 18 лет более трети составляют 

острые лейкозы. Однако, несмотря на существенное 
усовершенствование тактики диагностики и лечения, 
у 20% детей с острыми лимфобластными лейко-
зами (ОЛЛ) и у 40% детей с острыми миелоидными 
лейкозами (ОМЛ) различные комбинации режимов 
полихимиотерапии не приводят к стойкой ремиссии, 
а возможности интенсификации цитотоксической 
терапии исчерпаны [1]. 

Использование аллогенной трансплантации 
гемопоэтических стволовых клеток (алло-ТГСК) 
позволяет улучшить прогноз почти у половины 
пациентов с резистентными и рецидивирующими 
формами острого лейкоза [1–4]. Тем не менее оста-
ется когорта, в которой, несмотря на проведенную 
терапию, новый рецидив или посттрансплантаци-
онные осложнения приводят к смерти пациента [5, 6]. 

Применение инновационных типов гуморальной 
и клеточной иммунотерапии [7–12] в комбинации с 
алло-ТГСК дает дополнительный шанс пациентам 
с рефрактерным течением острого лейкоза, решая 
целый ряд задач: снижение токсичности как непо-
средственно противоопухолевой терапии, так и 
режима предтрансплантационного кондициониро-
вания; снижение риска посттрансплантационных 
осложнений; эффективная элиминация резистентных 
к другим видам терапии бластов. Значительным преи-
муществом НК-клеточной терапии в данном контексте 
является отсутствие выраженной аллореактивности в 
отношении здоровых негемопоэтических тканей, что 
позволяет получать выраженный противолейкемиче-
ский эффект без увеличения риска реакции «транс-
плантат против хозяина». Кроме того, НК-лимфоциты 
обладают естественной противоопухолевой активно-
стью, которая реализуется по антиген-независимому 
пути, и таким образом делает их универсальными 
эффекторами по отношению к бластным клеткам, 
нередко проявляющим фенотипическую пластич-
ность [13–16]. В ряде клинических исследований 
было показано, что более высокие дозы НК-клеток, 
поступивших с трансплантатом, а также более ранняя 
посттрансплантационная реконституция НК-лимфо-
цитов ассоциированы с более низким риском реци-
дива и улучшением выживаемости после алло-ТГСК 
[17–20], что подтверждает важность оптимизации как 
количественных, так и функциональных характери-
стик НК-клеток для улучшения клинических исходов 
трансплантации.

Существует 2 основные стратегии получения 
дополнительных терапевтических доз НК лимфо-
цитов: 1) последовательная магнитная селекция 
большого количества CD56+CD3–-клеток из продукта 
лейкофереза [21, 22]; 2) ex vivo экспансия НК-лим-

фоцитов с использованием различных активирующих 
агентов [23]. 

Несмотря на ряд преимуществ магнитной 
селекции, таких как скорость получения финаль-
ного продукта и минимальный риск контаминации за 
счет отсутствия этапа культивации, сегодня все чаще 
предпочтение отдается именно ex vivo экспансии, 
поскольку результаты множества научных и клиниче-
ских исследований подтверждают более выраженный 
противолейкемический и противовирусный эффекты 
НК-клеток, прошедших дополнительный этап акти-
вации и экспансии [24–29]. 

Стратегия выбора протокола экспансии 
построена на оценке взаимодействия 3 групп 
факторов: 1) источник НК-лимфоцитов; 2) тип акти-
вирующего агента; 3) использование магнитной сепа-
рации на одном из этапов процесса. 

Для экспансии НК-клеток может быть исполь-
зована периферическая кровь здорового донора 
гемопоэтических стволовых клеток, позволяющая 
получить достаточное для старта процесса количе-
ство НК-клеток из сравнительно небольшого объема. 
В некоторых клинических протоколах источником 
высокопролиферативных НК-клеток служит пупо-
винная кровь, однако ее использование ограничено 
доступностью биоматериала и сложностью использо-
вания в контексте алло-ТГСК, включая обязательный 
этап CD3+-деплеции в связи с риском Т-клеточной 
аллореактивности по отношению к донору и транс-
плантату. 

Исходя из состава и абсолютного количества 
клеток в стартовой фракции могут быть исполь-
зованы более безопасные, но дающие меньшую 
экспансию неклеточные активирующие агенты 
(различные комбинации цитокинов, конъюгированные 
с антителами синтетические частицы [30–32]) или же 
многократно увеличивающие выход НК-лимфоцитов 
фидерные клеточные линии, которые в то же время 
требуют тщательного контроля качества финального 
продукта [33]. 

В рамках модификации клеточного состава 
возможны различные степени вмешательства:  
1) экспансия чистой фракции CD3–CD56+-лимфоцитов 
(минимизирует риск примеси аллореактивных T-лимфо-
цитов в финальном продукте при более низкой эффек-
тивности экспансии НК-клеток); 2) использование 
нативной фракции мононуклеаров, в которой поддер-
живающее микроокружение способствует НК-клеточной 
пролиферации, однако даже в случае частичной совме-
стимости донора может потребоваться этап удаления из 
продукта остаточных T-клеток. 

Несмотря на значительный терапевтический 
потенциал, на сегодняшний день в России не зареги-
стрированы клинические исследования применения 
НК-лимфоцитов после экспансии в качестве профи-
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лактики рецидива острого рефрактерного лейкоза 
после алло-ТГСК. 

Целью настоящего исследования стали разра-
ботка и валидация протокола получения обогащен-
ного НК-лимфоцитами биомедицинского клеточного 
продукта (НК БМКП), а также детальный анализ его 
фенотипических и функциональных свойств. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследование одобрено независимым этическим 
комитетом и утверждено решением ученого совета 
НМИЦ ДГОИ им. Дмитрия Рогачева.

Клеточные продукты
В работе представлены характеристики НК БМКП 

(n = 7), полученных путем экспансии из материала  
7 здоровых взрослых доноров в период с октября 
2023 г. по март 2024 г. в НМИЦ ДГОИ им. Дмитрия 
Рогачева. 

Общая схема процесса получения клеточного 
продукта, обогащенного НК-лимфоцитами

В качестве основы был использован протокол, 
опубликованный N. Lapteva и соавт. (2012) [34]. 
Источником НК-клеток для экспансии служили моно-
нуклеары здоровых доноров, выделенные из пери-
ферической крови методом центрифугирования в 
градиенте плотности. Для получения НК БМКП к 
мононуклеарам добавляли фидерную линию K562 
и культивировали в течение 14 дней в питательной 
среде, содержащей интерлейкин (IL)-2. 

Источник клеток и параметры культивации
Все этапы процесса, включающие выделение 

мононуклеаров, культивирование, а также финальную 

валидацию и заготовку клеточного продукта, были 
проведены в соответствии с правилами надлежащей 
производственной практики в условиях чистых поме-
щений. 

Для выделения стартовой фракции мононукле-
аров были использованы пробирки BD Vacutainer CPT 
(Becton Dickinson, США) согласно инструкции произ-
водителя. 

Затем с помощью проточной цитометрии оцени-
вали концентрацию субпопуляций лимфоцитов в 
полученном образце мононуклеаров (см. раздел 
«Оценка состава клеточных продуктов») и, исходя из 
полученных значений, рассчитывали объем стартовой 
фракции, содержащий 4,0E+06 НК-клеток. К этому 
объему добавляли 40,0E+06 клеток заранее заготов-
ленной фидерной культуры (см. раздел «Клеточные 
линии»). 

Культивацию проводили в одноразовом биореак-
торе G-Rex100M (Wilson Wolf Manufacturing, США), 
рассчитанном на максимальный объем 1000 мл. В 
качестве питательной среды использовали NK MACS 
GMP Medium (Miltenyi Biotec, Германия) с добавле-
нием 10% человеческого тромболизата (см. раздел 
«Изготовление лизата человеческих тромбоцитов») и 
рекомбинантного человеческого IL-2 (Miltenyi Biotec, 
Германия) в концентрации 10 Ед/мл. 

Стартовый объем среды для культивации 
составлял 500 мл, на 5-й день добавляли еще 500 мл,  
а на 9-й и 12-й дни производили замену половины 
культивационного объема. Детальная схема процесса 
приведена на рисунке 1.

Клеточные линии
Суспензионные клеточные линии миелоидной 

лейкемии THP-1 (TIB-202, ATCC, США) и В-лим-
фоидных бластов Jeko-1 (CRL-3006, ATCC, США) 

Рисунок 1
Схема процесса экспансии НK БМКП
На рисунке отражены основные этапы производства и контроля качества клеточного продукта
Figure 1
Scheme of the NK cell product expansion process
The main steps of the NK cell product manufacturing and quality control are shown
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были получены от производителя в виде заморо-
женных аликвот, хранящихся в жидком азоте, и 
после разморозки культивировались в среде RPMI-
1640 (Capricorn Scientific, Германия) с добавлением 
эмбриональной телячьей сыворотки (Cytiva, HyClone, 
США; регион происхождения Северная Америка). Обе 
линии были модифицированы в целях стабильной 
экспрессии красного флуоресцентного белка 
mKate путем лентивирусной трансдукции коммер-
ческим реагентом NucLight Red (EF1a, Puro, Essen 
BioScience, Германия) с последующей селекцией на 
пуромицине (ThermoFisher Scientific, США).

Фидерная линия была предоставлена колле-
гами из лаборатории молекулярной иммунологии под 
руководством С.С. Ларина (НМИЦ ДГОИ им. Дмитрия 
Рогачева). В качестве фидера была использована 
клеточная линия K562, стабильно экспрессирующая 
зеленый флуоресцентный белок (green fluorescent 
protein, GFP) и мембранные формы IL-21, CD137- 
лиганда (41BB) и комплекса IL-15/IL-15Ra. Перед 
биобанкированием было проведено g-облучение 
клеток фидера суммарной дозой 100 Гр на приборе 
Gammacell 3000 Elan (Best Theratronics, США). 

Изготовление лизата человеческих тромбоцитов 
Концентраты тромбоцитов (КТ) были получены от 

здоровых доноров-добровольцев, прошедших обсле-
дование и подписавших информированное согласие 
на проведение процедуры автоматического афереза 
с лейкоредукцией (Terumo BCT, США, версия 7.0). 
После стандартной обработки было проведено 
пулирование полученных КТ (объединение равных 
объемов КТ от 10 разных доноров в целях нивелиро-
вания индивидуальных особенностей). На финальном 
этапе проводили несколько циклов замораживания/
размораживания полученного пула с последующим 
центрифугированием для получения очищенного от 
дебриса лизата, к которому затем добавляли гепарин 
в концентрации 15 Ед/мл (ФГУП «Московский эндо-
кринный завод», Россия). После проведения микро-
биологического контроля полученный продукт в 
течение года хранился при температуре –80оC до 
востребования.

Контроль качества клеточного продукта
Контроль качества включал в себя оценку субпо-

пуляционного состава (дни 0, 9, 12 и 14), а также 
тесты на микробиологическую безопасность (дни 0 
и 14) и контроль присутствия остаточного фидера 
(день 14). 

Продукт признавался микробиологически без
опасным при отсутствии микоплазмы (выявление 
методом полимеразной цепной реакции с помощью 
набора Евроген, Myco Real-Time, Россия), эндоток-
сина (Endosafe, LAL test, США) и отрицательном 

результате теста на рост микроорганизмов (BD 
BACTEC, США). 

Заключение об отсутствии в финальном 
продукте остаточного фидера делалось по резуль-
татам детекции методом проточной цитометрии. 
Исходя из данных литературы и параметров чувстви-
тельности используемых приборов, нами было 
установлено пороговое значение не более 0,5% 
GFP-положительных событий от 1,0E+06 событий из 
региона живых (7AAD-) клеток.

Оценка состава клеточного продукта
Определение концентрации клеток в продукте 

проводили волюметрическим методом на проточном 
цитометре MACSQuant (Miltenyi Biotec, Германия). 
Развернутый субпопуляционный состав клеточного 
продукта оценивали на проточном цитометре CytoFlex 
(Beckman Coulter, США) с использованием много-
цветных панелей коммерческих моноклональных 
антител (таблица 1). Анализ цитометрических данных 
проводили в программе CytExpert, версия 2.3.0.84 
(Beckman Coulter, США).

Оценка функциональной активности клеточного 
продукта, обогащенного НК-лимфоцитами

Полученный на 14-й день клеточный продукт 
соединяли с экспрессирующими красный флуорес-
центный белок клеточными линиями THP-1 и Jeko-1 в 
соотношении НК:THP-1/Jeko-1 как 1:1 и 5:1, и прово-
дили съемку на приборе IncuCyte S3 (Sartorius AG, 
Германия). Изображения регистрировали каждый 
час в течение 3 сут, а затем проводили их анализ 
с помощью программного обеспечения IncuCyte 
Software (v2019B) (Sartorius AG, Германия). Репре-
зентативные примеры исходного изображения и 
результаты его анализа представлены на рисунке 2.  
Количество красных объектов с течением времени 
отражает пролиферативную активность опухолевой 
линии, соответственно, НК БМКП считали функцио-
нально состоятельным, если он был способен пода-
влять пролиферацию бластов относительно контроля. 
Интегральным показателем пролиферации считали 
площадь под кривой (area under the curve, AUC) в коор-
динатах времени и количества красных объектов на 
лунку. Данные нормализованы к начальному значению 
красных объектов на лунку, принятому за 100%. 

Статистический анализ и обработка данных 
Обработка и статистический анализ данных 

проводились в программе GraphPad Prism 8.0.1 
(GraphPad Software, США). Для статистического 
анализа были использованы критерии Манна–Уитни, 
Уилкоксона и коэффициент корреляции Спирмена. 
Уровень статистической значимости описывался как 
* и ** для значений p < 0,05 и p < 0,01 соответственно.
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Таблица 1
Характеристики коммерческих моноклональных антител, использованных для анализа методом проточной 
цитометрии
Table 1
The characteristics of commercial monoclonal antibodies used for flow cytometry 
Маркер
Мarker

Клон
Clone

Компания-производитель
Manufacturing company

Клеточная популяция
Cell population

CD45 J33 Beckman Coulter, USA Лейкоциты
Leukocytes

7AAD – Miltenyi Biotec, Germany Жизнеспособность
Viability

CD14 RM052 Miltenyi Biotec, Germany Моноциты
Monocytes

CD16 3G8 Beckman Coulter, USA HK-лимфоциты/нейтрофилы
NK lymphocytes/neutrophils

CD56 NCAM16.2 Becton Dickinson, USA HK-лимфоциты
NK lymphocytes

CD19 J3-119 Miltenyi Biotec, Germany B-лимфоциты
B lymphocytes

CD3 REA613 Miltenyi Biotec, Germany Т-лимфоциты
T lymphocytes

CD4 M-T466 Miltenyi Biotec, Germany Т-хeлперы
T helpers

CD8 SK1 Becton Dickinson, USA Цитотоксические Т-лимфоциты
Сytotoxic T lymphocytes

TCRab BW242/412 Miltenyi Biotec, Germany TCRab Т-лимфоциты
TCRab T lymphocytes

TCRgd REA591 Miltenyi Biotec, Germany TCRgd T-лимфоциты
TCRgd T lymphocytes

CD197 REA108 Miltenyi Biotec, Germany Наивный фенотип/фенотип памяти Т-лимфоцитов
Naive/memory T cell phenotype

CD45RA T6D11 Becton Dickinson, USA Наивный фенотип/фенотип памяти Т-лимфоцитов
Naive/memory T cell phenotype

NKG2A REA110 Miltenyi Biotec, Germany

Субпопуляции HK-лимфоцитов
NK lymphocyte subpopulations

NKG2C REA205 Miltenyi Biotec, Germany
HLA-DR AC122 Miltenyi Biotec, Germany
CD69 REA824 Miltenyi Biotec, Germany
CD57 REA769 Miltenyi Biotec, Germany

Рисунок 2
Репрезентативные примеры исход-
ных изображений, полученных в раз-
личные временные точки с помощью 
системы IncuCyte S3, и результаты 
их анализа. Красный цвет соответ-
ствует контролю, а оттенки синего – 
разным концентрациям НК-клеток
График иллюстрирует временную дина-
мику количества красных объектов, от-
ражающую пролиферацию опухолевых 
клеток в присутствии (оттенки синего) и 
отсутствии (красный) НК БМКП
Figure 2
Representative examples of the initial im-
ages acquired at various time points using 
IncuCyte S3 system along with the corre-
sponding analysis results are presented. 
Red color corresponds to the control, and 
shades of blue – to different concentra-
tions of NK cells
The graph illustrates the temporal changes in 
the number of red objects, reflecting the tumor 
cell proliferation in the presence (blue) and ab-
sence (red) of the NK cell product



32

Pediatric Hematology/Oncology and Immunopathology
2025 | Vol. 24 | № 2 | 27‒37

О Р И Г И Н А Л Ь Н Ы Е  С ТА Т Ь И

Таблица 2
Индивидуальные характеристики каждого процесса: субпопуляционный состав лимфоцитов стартовой и фи-
нальной фракции, а также параметры экспансии НK-лимфоцитов
Table 2
Individual characteristics of each process: lymphocyte subpopulations in the starting and final fractions, as well as the expansion 
parameters of NK lymphocytes

Номер 
процесса
Process 
number

Стартовая фракция,  
% от лимфоцитов

Starting fraction,  
% of lymphocytes

Финальная фракция,  
% от лимфоцитов

Final fraction,  
% of lymphocytes

Тотальное 
количество  

НK-лимфоцитов  
в клеточном 

продукте
Total number of NK 

lymphocytes in the cell 
product

Кратность 
увеличения 
количества  
НK-клеток 

относительно старта
NK cell fold expansion 

compared to the 
starting fraction

CD3+ CD19+ CD56+CD3– CD56+CD3+ CD3+ CD19+ CD56+CD3– CD56+CD3+ 9-й день
Day 9

14-й день
Day 14

9-й день
Day 9

14-й день
Day 14

1 73,6 9,7 7,2 6,1 16,6 0,03 62,3 20,8 1,6E+09 1,3E+09 194,0 163,5
2 59,3 4,8 22,3 11,0 2,4 0,1 95,8 1,1 1,6E+09 1,6E+09 408,4 406,7
3 72,7 12,7 10,1 1,7 20,1 0,2 77,4 2,3 1,1E+09 6,0E+08 283,9 150,0
4 81,0 4,8 6,5 6,7 27,0 0,2 61,4 11,3 1,6E+09 8,0E+08 408,2 200,0
5 69,8 10,3 14,5 3,3 8,9 0,2 88,1 2,9 8,2E+08 3,7E+08 204,0 93,5
6 59,2 12,3 24,1 2,2 4,0 0,15 95,9 0,5 8,2E+08 8,3E+08 205,5 207,5
7 61,8 6,7 20,6 9,8 1,9 0,03 97,1 0,96 2,6E+09 1,3E+09 650,0 332,5
Медиана
Median 69,8 9,7 14,5 6,1 8,9 0,15 88,1 2,3 1,6E+09 0,83E+09 283,9 200,0

Если не указано обратное, все приведенные 
значения представлены в формате медианы с указа-
нием максимума и минимума разброса.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Все полученные клеточные продукты успешно 
прошли контроль качества по заявленным крите-
риям. Медиана содержания остаточной фидерной 
линии в финальном продукте составила 0,01%  
(0–0,1%). 

В стартовой фракции мононуклеаров медиана 
содержания НК-клеток (СD56+CD3–) от всех лимфо-
цитов составила 14,5% (6,5–24,1%), медиана 
содержания T-лимфоцитов (CD56–CD3+) – 71,7% 
(61,3–81,0%). Вариабельность процентного содер-
жания НК-клеток во фракции мононуклеаров была 
значительно выше, чем T-лимфоцитов (коэффициент 
вариации 12% и 49% соответственно). 

В финале всех 7 процессов был получен 
клеточный продукт, значительно обогащенный 
НК-лимфоцитами: медиана содержания НК-клеток 
(СD56+CD3–) от всех лимфоцитов составила 88,% 
(61,4–97,1%). 

На 9-й день экспансии медиана тотального коли-
чества НК-клеток составила 1,6E+09 (от 0,82E+09 
до 2,6E+09), что соответствует увеличению от 
стартового количества в 284 (194–650) раза, а на 
14-й день – 0,8E+09 (от 0,39E+09 до 1,63E+09) и в  
200 (96,5–406,7) раз соответственно. Динамика 
экспансии НК-лимфоцитов представлена на рисунке 
3 с детализацией в таблице 2.

Интегральный анализ поверхностных маркеров 
НК-лимфоцитов указывает на смещение функци-
онального фенотипа в сторону большего проли-
феративного потенциала и активации: снижение 

экспрессии CD57 и повышение экспрессии NКG2A, 
NКG2C, HLA-DR и CD69 (таблица 3). 

Остаточные популяции были представлены 
следовыми количествами В-лимфоцитов (0,15% 
(0,03–0,2%)), а также NKT-лимфоцитами (CD56+CD3+) 
(2,3% (0,5–20,8%)) и T-лимфоцитами (CD56–CD3+) 
(8,9% (0,5–20,8%)). Следует отметить, что, несмотря 
на значительное снижение доли T-лимфоцитов в 
процессе экспансии, их абсолютное количество в 
финальном продукте по сравнению со стартовой 
фракцией увеличилось в 3,7 (1,3–6,2) раза. Также 

Рисунок 3
Изменение тотального количества HK-лимфоцитов в 
составе клеточного продукта
Данные представлены в виде наложения индивидуальной 
динамики каждого из 7 процессов и распределения масси-
ва данных в 2 временных точках (9-й и 14-й дни экспан-
сии). Горизонтальной линией обозначены медианы
Figure 3
The changes in the total number of NK lymphocytes in the 
cellular product
The data are presented as an overlay of the individual curves for each 
of the 7 processes, along with the distribution of values at 2 time 
points (days 9 and 14 of expansion). The horizontal line indicates 
median values
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Таблица 3
Экспрессия маркеров HK-лимфоцитов в стартовой и 
финальной фракциях
Table 3
The expression of NK lymphocyte markers in the starting and 
final fractions
Маркер
Мarker

Старт,  
% от CD3–CD56+

Start, % of CD3–CD56+

Финал,  
% от CD3–CD56+

Final, % of CD3–CD56+

NKG2A 10,6 (0,2–13,2) 23,4 (18,7–28,1)
NKG2C 34,7 (28,2–53,0) 64,7 (48,6–87,2)
HLA-DR 3,7 (3,1–8,9) 52,5 (29,3–75,6)
CD69 1,9 (0,3–25,8) 26,8 (18,0–99,3)
CD57 69,8 (60,7–78,5) 5,7 (4,0–7,4)

в процессе анализа была выявлена сильная поло-
жительная корреляция между процентным содержа-
нием T-клеток в стартовой фракции и в финальном 
продукте (R = 0,954; p = 0,0008). Субпопуляционный 
состав стартовой фракции и финального продукта 
представлен на рисунке 4 с детализацией в таблице 2.

Состав T-клеток, представленных в финальном 
продукте, был значительно изменен по срав-
нению с исходным: среди всех T-клеток процент 
TCRab значимо уменьшился (с 96,4% до 57,5%;  
p = 0,0012), также изменилось соотношение  
CD4+/CD8+ (с 1,9 до 0,3). Фенотип остаточных 
Т-клеток был представлен более зрелыми высоко-
дифференцированными стадиями по сравнению со 
стартовой фракцией: среди всех T-клеток процент 
наивных (СD45RA+CD197+) уменьшился в среднем с 

52% до 22%, а эффекторной популяции (CD45RA–

CD197–) возрос с 20% до 64%. Субпопуляционный 
состав T-лимфоцитов стартовой фракции и финаль-
ного продукта представлен в таблице 4.

Также все полученные НК БМКП демонстриро-
вали выраженную противоопухолевую активность в 
in vitro модели с клеточными линиями THP-1 и Jeko-1 
(рисунок 5). 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ ИССЛЕДОВАНИЯ

С учетом преимуществ и ограничений существу-
ющих методик ex vivo экспансии НК-лимфоцитов нами 
был выбран протокол с использованием фидерной 
линии K562 и фракции мононуклеаров перифериче-
ской крови, не включающий этап деплеции CD3+-лим-
фоцитов. Данный протокол с незначительными 
адаптациями на протяжении последних 10 лет широко 
используется по всему миру в клинических и докли-
нических исследованиях как самостоятельно, так и в 
качестве платформы для дальнейших генетических 
модификаций НК-клеток [24, 29, 35–38]. 

По результатам проведенного исследования была 
достигнута 100% выполнимость: 7 из 7 процессов 
завершились получением НК БМКП, который успешно 
прошел контроль качества и продемонстрировал 
высокую функциональную активность in vitro. 

В финале всех 7 процессов были получены 
клеточные продукты, значительно обогащенные 
НК-лимфоцитами (медиана содержания попу-
ляции CD3–CD56+ составила 88,1%). Медиана 

Рисунок 4
Сравнение субпопуляционного состава лимфоцитов 
стартовой (внутренняя диаграмма) и финальной 
(наружная диаграмма) фракций
Диаграммы построены по значениям медиан (выведены на 
график), которые были рассчитаны на основе 7 процессов 
экспансии
Figure 4
A comparison of lymphocyte composition in the starting (in-
ner chart) and final (outer chart) fractions
The donut chart depicts median values (displayed on the graph) de-
rived from 7 independent expansion processes.

Таблица 4
Развернутый субпопуляционный состав T-лимфоци-
тов в стартовой и финальной фракциях
Table 4
Detailed T-lymphocyte composition in the starting and final 
cell product

T-лимфоциты 
T lymphocytes

Старт,  
% от CD3+CD56–

Start, % of CD3+CD56–

Финал,  
% от CD3+CD56–

Final, % of CD3+CD56–

CD4+-клетки
CD4+ cells 61,8 (59,1–67,7) 15,85 (6,7–33,6)

CD4 naïve 58,4 (37,4–62,1) 39,8 (14,3–70,1)
CD4 CM 22,0 (6,5–28,4) 11,7 (5,4–17,5)
CD4 EM 22,5 (8,7–35,6) 47,0 (15,0–71,3)
CD4 TEMRA 5,1 (0,8–6) 2,85 (1,0–5,5)
CD8+-клетки
CD8+ cells 32,2 (25,4–37,2) 48,4 (41,8–74,2)

CD8 naïve 48,0 (24,5–65,8) 4,35 (1,4–6,8)
CD8 CM 3,1 (0,3–14,6) 0,9 (0,3–4,9)
CD8 EM 18,7 (6,5–23,5) 84,0 (44,0–92,6)
CD8 TEMRA 27,4 (18,7–59,5) 9,0 (5,8–52,4)
TCRab 96,4 (95,5 –98,3) 57,5 (41,3–76,4)
TCRgd 3,6 (1,7–4,5) 50,4 (23,7–61,1)

Примечание. Значения приведены в виде медианы с разбросами по 
7 процессам. Naive – наивные клетки (CD197+CD45RA+); CM (central 
memory) – центральные клетки памяти (CD197+CD45RA–); EM (effector 
memory) – эффекторные клетки памяти (CD197+CD45RA–); TEMRA 
(effector memory CD45RA+) – CD45RA-положительные эффекторные 
клетки (CD197–CD45RA+).
Note. Values ​​are given as a median with ranges calculated based on seven expansion 
processes. Naive – naïve cells (CD197+CD45RA+); CM – central memory cells 
(CD197+CD45RA–); EM – effector memory cells (CD197+CD45RA–); TEMRA – CD45RA-
positive effector cells (CD197–CD45RA+).
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Рисунок 5
Результаты анализа функциональной активности НK 
БМКП
Индивидуальные значения AUC, приведенные на графике, 
рассчитаны для 5 НK БМКП, соединенных с клеточными 
линиями THP-1 и Jeko-1 в 2 соотношениях (см. раздел 
«Материалы и методы»)
Figure 5
The results of the NK cellular product functional assay 
Individual data points represent the AUC from 5 independent NK cel-
lular products co-cultured with the THP-1 and Jeko-1 cell lines at  
2 different effector-to-target ratios (see “Materials and Methods” for 
details)

тотального количества НК-лимфоцитов составила  
0,8E+09 на 14-й день экспансии. Опираясь на данные 
завершенных клинических исследований, можно 
утверждать, что полученные нами количественные 
характеристики клеточного продукта достаточны для 
обеспечения педиатрическим пациентам медианной 
дозы 15E+06/кг (исходя из средней массы пациента 
35 кг) [38–41]. 

Также анализ динамики экспансии указывает на 
возможность дальнейшей оптимизации протокола: во 
всех процессах максимальное тотальное количество 
НК-лимфоцитов наблюдалось на 9-е сутки культи-
вирования, после чего их число постепенно снижа-
лось (рисунок 3). Сокращение длительности процесса 
до 10 дней позволит не только увеличить выход 
таргетной популяции клеток, но и снизить стоимость 
производства за счет уменьшения расхода пита-
тельной среды, а также сократить время ожидания 
клеточного продукта в рамках клинического прото-
кола. 

Как уже было упомянуто, протокол экспансии с 
использованием в роли активатора живых фидерных 
клеток требует строгого контроля качества финаль-
ного клеточного продукта. Традиционно для обеспе-
чения безопасности используют воздействие 
высокими дозами g-излучения, которые блокируют 
клеточный цикл и останавливают пролиферацию 
фидерных клеток [42]. Однако в результате значи-
тельного стрессового воздействия и длительной куль-

тивации с цитотоксическими лимфоцитами фидерные 
клетки могут терять линейные маркеры, что услож-
няет их детекцию методом проточной цитометрии. В 
целях повышения надежности детекции фидерная 
линия была дополнительно снабжена экспрессией 
GFP, который позволяет с высокой чувствитель
ностью идентифицировать остаточную популяцию на 
проточном цитометре за счет интенсивного сигнала 
в канале FITC [34]. Измеренные описанным методом 
значения содержания остаточного фидера были 
значительно ниже установленного порога во всех  
7 процессах (медиана 0,1% при пороговом значении 
0,5% от всех живых клеток), что свидетельствует в 
пользу безопасности потенциального клинического 
применения полученного клеточного продукта. 

На 14-й день медиана примеси T-лимфоцитов 
составила 8,9%, что при средней дозе НК-лим-
фоцитов 20E+06/кг составляет соответственно  
2E+06/кг. Согласно клиническим протоколам, 
такое значение несколько превышает рекомен-
дуемые к CD3+-деплеции дозы T-клеток. Однако 
включение в производственный протокол НК БМКП 
этапа магнитной сепарации должно быть достаточно 
обосновано, поскольку увеличивает стоимость всего 
процесса и повышает риск контаминации за счет 
дополнительных манипуляций. Вместе с тем потенци-
альное присутствие в финальном клеточном продукте 
значимой примеси аллореактивных Т-лимфоцитов 
связано с риском развития реакции «трансплантат 
против хозяина», поэтому одной из важных задач 
нашего исследования была подробная характери-
стика остаточных T-лимфоцитов. 

Расширенный анализ фенотипа остаточных 
T-клеток выявил преобладание зрелых высокодиф-
ференцированных стадий, а также статистически 
значимое снижение процента популяции TCRab среди 
всех T-клеток (с 96,4% до 57,5%; p = 0,0012). Полу-
ченные данные могут не только свидетельствовать 
в пользу снижения аллореактивного потенциала 
примеси Т-клеток, но и указывать на возможный 
противовирусный эффект, что может явиться преи-
муществом для пациентов с высоким риском инфек-
ционных осложнений в посттрансплантационном 
периоде. 

Основной целью клинического применения 
инфузий активированных НК-лимфоцитов является 
профилактика рецидива, особенно для пациентов с 
рефрактерными формами ОМЛ [24, 38, 43]. В связи 
с этим важнейшим этапом валидации полученных 
НК БМКП было подтверждение их цитотоксической 
эффективности в отношении не только лимфо-
идных (Jeko-1), но и миелоидных (THP-1) бластных 
клеточных линий. Классические методики опре-
деления внутриклеточной экспрессии цитокинов и 
оценки уровня дегрануляции в присутствии опухо-
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левой клеточной линии недостаточно информа-
тивны для НК-клеток, полученных путем 2-недельной 
экспансии, поскольку базовый уровень этих показа-
телей достаточно высок у предварительно активиро-
ванных клеток [44]. В связи с этим основным методом 
функциональной оценки полученного НК БМКП был 
выбран тест, отражающий способность НК-лимфо-
цитов напрямую элиминировать опухолевые клетки 
in vitro. Тест проводился на приборе прижизненной 
визуализации активности клеток IncuCyte S3, 
который позволяет также проследить временную 
динамику противоопухолевой активности цитоток-
сических лимфоцитов. Все исследованные НК БМКП 
подавляли пролиферацию бластных клеток, причем 
в отношении миелоидной клеточной линии THP-1 
эффект был более выражен. Полученные результаты 
не могут быть напрямую экстраполированы на клини-
ческий потенциал клеточных продуктов и требуют 
дополнительного подтверждения в in vivo и in vitro 
моделях с расширением спектра мишеней и тестиру-
емых соотношений. 

Анализ фенотипа НК-лимфоцитов после 
экспансии выявил существенное повышение 
экспрессии маркеров активации CD69 и HLA-DR, что 
указывает на ярко выраженные цитотоксические 
свойства [45]. Вместе с тем снижение экспрессии 
маркера терминальной дифференцировки CD57 
может свидетельствовать о повышении пролифе-
ративного потенциала и одновременном снижении 
цитотоксичности по антителозависимому пути [46]. 
Повышение экспрессии NKG2C связывают с увеличе-
нием доли обладающих противовирусной активностью 
НК-клеток памяти [47]. Одновременно повышение 
экспрессии ингибирующего рецептора NKG2A может 
повышать вероятность ухода бластных клеток из-под 
иммунологического контроля за счет гиперэкс-
прессии HLA-E [48, 49]. По совокупности представ-
ленных фенотипических характеристик сложно 
сделать однозначный вывод об изменении пролифе-
ративных и цитотоксических свойств НК-лимфоцитов 
после экспансии, если интерпретировать резуль-
таты через призму знаний о нормальной физиологии 
НК-лимфоцитов в организме, что подчеркивает 
важность использования in vitro и in vivo моделей для 
оценки их истинных функциональных свойств. 

Несмотря на признанную клиническую эффектив-
ность, применение данного вида клеточной терапии 
имеет целый ряд ограничений. В частности, короткое 

время персистенции НК-клеток делает их скорее 
альтернативой высокотоксичной химиотерапии, но 
не позволяет осуществлять долгосрочный контроль 
над опухолевым процессом. Также отсутствие этапа 
CD3+-деплеции делает данный вид терапии строго 
персонализированным, что значительно увеличивает 
его стоимость и снижает доступность. Несмотря на 
указанные ограничения, мы рассматриваем насто-
ящий протокол как платформу для разработки НК 
БМКП следующего поколения с использованием 
большого спектра генетических модификаций, 
направленных на придание им антиген-специфич-
ности, способности к длительной персистенции и 
управляемости. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В результате настоящего исследования был 
разработан и валидирован протокол производства НК 
БМКП. На основании данного протокола планируется 
проведение пилотного клинического исследования 
выполнимости и безопасности инфузий донорских 
НК-клеток для профилактики рецидива лейкоза 
после трансплантации гемопоэтических стволовых 
клеток. 
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Посттрансплантационный 
циклофосфамид, абатацепт  
и ведолизумаб в профилактике 
реакции «трансплантат против 
хозяина» после трансплантации 
гемопоэтических стволовых клеток  
у детей с острым лейкозом: 
результаты проспективного 
исследования 
М.Е. Перминова, Л.Н. Шелихова, М.А. Климентова, Д.А. Шашелева, Р.Д. Хисматуллина,  
М.А. Дунайкина, С.К. Аракелян, Ю.В. Скворцова, Д.Н. Балашов, А.А. Масчан, М.А. Масчан

ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр детской гематологии, онкологии  
и иммунологии им. Дмитрия Рогачева» Минздрава России, Москва

Высокодозный посттрансплантационный циклофосфамид (ПТЦф) является признанным методом 
профилактики реакции «трансплантат против хозяина» (РТПХ) при аллогенной трансплантации 
гемопоэтических стволовых клеток (ТГСК) от гаплоидентичных доноров, однако данные о его 
эффективности в педиатрической популяции остаются ограниченными. В рамках проспективного 
исследования нами была оценена усовершенствованная схема профилактики РТПХ на основе 
ПТЦф, включающая блокатор интегрина a4b7 ведолизумаб и ингибитор ко-стимулирующего 
сигнала абатацепт в дополнение к стандартной терапии ПТЦф и циклоспорином A. Исследование 
одобрено независимым этическим комитетом и утверждено решением ученого совета НМИЦ ДГОИ 
им. Дмитрия Рогачева. Аллогенная ТГСК проводилась детям с острым лейкозом высокого риска 
в стадии полной ремиссии от гаплоидентичного (n = 54) либо неродственного (n = 4) донора. 
Миелоаблативное кондиционирование было основано на треосульфане либо тотальном облучении 
тела. В 97% случаев в качестве источника трансплантата использовался костный мозг. Частота 
приживления трансплантата составила 98%. Кумулятивный риск развития острой РТПХ II–IV и  
III–IV стадии составил 38% и 8,6% соответственно, кишечной острой РТПХ II–IV стадии – 10%, 
хронической РТПХ – 7%. Трансплантат-ассоциированная смертность через 2 года наблюдения 
составила 3,6%, частота рецидивов – 16%, общая выживаемость – 91%, а бессобытийная 
выживаемость – 85%. В целом предложенная схема профилактики РТПХ продемонстрировала 
благоприятный профиль безопасности и хорошую переносимость без выявления специфических 
нежелательных явлений. 
Ключевые слова: посттрансплантационный циклофосфамид, реакция «трансплантат против 
хозяина», аллогенная трансплантация гемопоэтических стволовых клеток

Перминова М.Е. и соавт. Вопросы гематологии/онкологии и иммунопатологии в педиатрии 2025; 24 (2):  
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Post-transplant cyclophosphamide, abatacept, and vedolizumab  
for the prevention of graft-versus-host disease after hematopoietic 
stem cell transplantation in children with acute leukemia: results  
of a prospective study 
M.E. Perminova, L.N. Shelikhova, M.A. Klimentova, D.A. Shasheleva, R.D. Khismatullina, M.A. Dunaykina,  
S.K. Arakelyan, Yu.V. Skvortsova, D.N. Balashov, A.A. Maschan, M.A. Maschan

The Dmitry Rogachev National Medical Research Center of Pediatric Hematology, Oncology and Immunology of Ministry of Healthcare  
of the Russian Federation, Moscow

High-dose post-transplant cyclophosphamide (PTCy) is an established method for the prevention of graft-versus-host disease 
(GVHD) in allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) from haploidentical donors, however data on its efficacy 
in the pediatric population remain limited. In this prospective study, we evaluated an improved PTCy-based GVHD prophylaxis 
regimen comprising the a4b7 integrin blocker vedolizumab and a co-stimulatory signal inhibitor abatacept in addition to standard 
treatment with PTCy and cyclosporine A. The study was approved by the Independent Ethics Committee and the Scientific Council 
of the Dmitry Rogachev National Medical Research Center of Pediatric Hematology, Oncology and Immunology of Ministry of 
Healthcare of the Russian Federation. Allogeneic HSCT was performed in children with high-risk acute leukemia in complete 
remission from a haploidentical (n = 54) or unrelated (n = 4) donor. Myeloablative conditioning was based on treosulfan or total 
body irradiation. In 97% of cases, bone marrow was used as a graft source. The engraftment rate was 98%. The cumulative risk 
of acute GVHD grade II–IV and III–IV was 38% and 8.6%, respectively, of acute intestinal GVHD grade II–IV – 10%, and of chronic 
GVHD – 7%. Transplant-related mortality after 2 years of follow-up was 3.6%, the incidence of relapse was 16%, the overall 
survival rate – 91%, and the event-free survival rate – 85%. Overall, the proposed GVHD prophylaxis regimen demonstrated a 
favorable safety profile and good tolerability, no specific adverse events were observed.
Key words: post-transplant cyclophosphamide, graft-versus-host disease, allogeneic hematopoietic stem cell transplantation
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Безопасная и эффективная профилактика 
реакции «трансплантат против хозяина» (РТПХ) 
является краеугольным камнем успешной 

аллогенной трансплантации гемопоэтических ство-
ловых клеток (ТГСК). ТГСК от гаплоидентичных 
родственных доноров стремительно заняла место 
стандартного подхода в детской трансплантологии 
благодаря успешному применению режимов профи-
лактики РТПХ на основе ex vivo деплеции Т-клеток 
либо фармакологической элиминации аллоре-
активных Т-лимфоцитов с помощью высокодоз-
ного посттрансплантационного циклофосфамида  
(ПТЦф) [1].

Классическая схема профилактики РТПХ на 
основе ПТЦф включает такролимус и микофено-
лата мофетил в качестве ключевых компонентов 
[2, 3]. Несмотря на широкую клиническую практику, 
опубликованные данные о применении ПТЦф у детей 
остаются ограниченными [4, 5]. Хотя отдельные 
исследования свидетельствуют о том, что ориги-
нальная схема обеспечивает высокий уровень 
защиты от тяжелых форм РТПХ, данные проспек-
тивных исследований, а также собственный опыт 
показывают, что существует необходимость для даль-
нейшего совершенствования этого метода [6].

В последние годы в арсенал средств профи-
лактики РТПХ были включены 2 препарата – абата-
цепт и ведолизумаб [7, 8]. Оба они воздействуют на 
ключевые молекулярные механизмы развития РТПХ: 
абатацепт ингибирует ко-стимуляцию Т-клеток, а 
ведолизумаб препятствует их миграции в ключевые 
органы-мишени острой РТПХ – кишечник и печень. 
При этом ни один из этих препаратов не вызывает 
выраженной лимфодеплеции и системной имму-
носупрессии, а также они обладают минимальной 
органной токсичностью. В настоящее время абата-
цепт одобрен FDA для профилактики РТПХ при ТГСК 
от неродственных частично совместимых доноров, а 
ведолизумаб продемонстрировал эффективность в 
профилактике гастроинтестинальной РТПХ в соче-
тании со стандартной схемой на основе ингиби-
торов кальциневрина и антиметаболитов при ТГСК от 
родственных и неродственных совместимых доноров 
[7–9].

Оба препарата продолжают активно изучаться в 
составе различных схем профилактики РТПХ, однако 
опыт их применения в составе профилактики РТПХ 
на основе ПТЦф крайне ограничен, а в детской попу-
ляции публикации по данной теме отсутствуют. Осно-
вываясь на предыдущем опыте, мы инициировали 
проспективное исследование в целях оценки без
опасности и предварительной эффективности добав-
ления ведолизумаба и абатацепта к стандартной 
схеме профилактики на основе ПТЦф и циклоспо-
рина A у детей с острым лейкозом высокого риска. В 

данной работе представлены результаты анализа по 
основным конечным точкам исследования. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В период с марта 2022 г. по апрель 2023 г. ТГСК 
от гаплоидентичных и совместимых неродственных 
доноров с применением ПТЦф, циклоспорина, абата-
цепта и ведолизумаба была проведена у 58 детей 
с острым лейкозом в стадии ремиссии. Протокол 
исследования был зарегистрирован в ClinicalTrials.
gov (NCT06475820). Исследование одобрено незави-
симым этическим комитетом и утверждено решением 
ученого совета НМИЦ ДГОИ им. Дмитрия Рогачева. 
Все пациенты и/или их законные представители дали 
информированное согласие на участие в исследо-
вании. Медиана наблюдения для выживших пациентов 
составила 609 дней, дата последней оценки – август 
2024 г.

В исследуемую группу вошли 28 девочек и  
30 мальчиков, медиана возраста на момент ТГСК 
составила 7 лет (диапазон 0,4–16 лет). Для всех 
пациентов это была первая трансплантация.

Показанием к проведению ТГСК являлся острый 
лимфобластный лейкоз (ОЛЛ) у 38 пациентов и 
острый миелоидный лейкоз (ОМЛ) в 20 случаях. На 
момент трансплантации в первой полной ремиссии 
(ПР1) находились 27 пациентов, во второй ремиссии 
(ПР2) – 30, в третьей ремиссии (ПР3) – 1 пациент. 
Четыре пациента имели положительную минимальную 
остаточную болезнь (МОБ) по данным проточной 
цитометрии (диапазон 0,012–0,87%, медиана 0,42%), 
среди них 3 с ОМЛ и 1 с ОЛЛ. У 3 пациентов была 
выявлена положительная молекулярная МОБ  
(0,002–0,047%).

Пятьдесят четыре пациента получили транс-
плантат от гаплоидентичного донора, а 4 – от 
совместимого неродственного донора. Всем паци-
ентам проводилась миелоаблативная кондициони-
рующая терапия: на основе тотального облучения 
тела (TОТ) в общей дозе 12 Гр (n = 31) или на основе 
треосульфана в дозе 42 г/м2 (n = 27). В качестве 
второго препарата применяли либо циклофосфамид  
в курсовой дозе 50 мг/кг (n = 50), либо этопозид в 
дозе 60 мг/кг (n = 8).

Профилактика РТПХ включала циклоспорин A  
с –1-го до 180-го дня, ПТЦф в дозе 50 мг/кг на +3-й 
и +4-й дни, абатацепт в дозе 10 мг/кг на +5, +14, +28, 
+45 и +60-й дни, а также ведолизумаб в дозе 10 мг/кг 
(максимально 300 мг) на –1, +14 и +28-й дни.

В 56 случаях в качестве трансплантата исполь-
зовался неманипулированный костный мозг, в  
2 случаях – гемопоэтические стволовые клетки пери-
ферической крови. Медианная доза CD34+-клеток 
составила 4,8 × 106/кг (диапазон 1,2–17 × 106/кг), 
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доза CD3+-клеток – 42 × 106/кг. Еженедельно прово-
дился мониторинг цитомегаловируса (ЦМВ), адено-
вируса, вирусов герпеса 6-го типа и Эпштейна–Барр 
методом полимеразной цепной реакции в перифери-
ческой крови. Лечение ЦМВ и аденовируса начинали 
при достижении вирусной нагрузки >500 копий/мл.

Приживление нейтрофилов фиксировалось 
при достижении абсолютного числа нейтрофилов  
≥0,5 × 109/л, а восстановление тромбоцитов опре-
делялось как уровень тромбоцитов ≥20 × 109/л при 
отсутствии необходимости в трансфузиях тромбо-
цитов в течение 3 последовательных дней. Оценка 
статуса ремиссии, МОБ и химеризма проводилась на 
+30-й день после ТГСК.

Острая и хроническая РТПХ диагностировались и 
стадировались в соответствии со стандартными реко-
мендациями [10, 11].

Первичными конечными точками исследования 
были кумулятивный риск развития (КР) острой 
РТПХ II–IV стадии и 100-дневная трансплантаци-
онная смертность. Вторичные конечные точки вклю-
чали частоту и сроки приживления трансплантата, 
КР рецидива, выживаемость без рецидива и РТПХ, 
трансплантационную смертность, частоту и выра-
женность хронической РТПХ, характеристику имму-
нореконституции, бессобытийную (БСВ) и общую (ОВ) 
выживаемость. При анализе БСВ в качестве событий 
учитывались смерть от любой причины и рецидив 
заболевания. Смертность, не связанная с рецидивом, 
и рецидив рассматривались как взаимоисключа-
ющие конкурирующие риски и анализировались с 
использованием модели конкурирующих рисков. 
Расчет БСВ и ОВ проводился методом Каплана–
Майера. Статистический анализ выполнялся с 
использованием пакета XLSTAT (Addinsoft, Париж,  
Франция).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Приживление трансплантата
Приживление трансплантата зафиксировано у 

57 (98%) пациентов. Медианный срок приживления 
составил 20 дней для нейтрофилов и 23 дня для 
тромбоцитов. Первичное неприживление трансплан-
тата было зарегистрировано у 1 пациента с Т-ли-
нейным ОЛЛ, у которого впоследствии произошел 
рецидив на +120-е сутки после ТГСК. Данному паци-
енту была проведена повторная трансплантация.

Острая реакция «трансплантат против хозяина»
Острая РТПХ II–IV стадии развилась у 23 паци-

ентов. КР острой РТПХ II–IV стадии составил 38% 
(95% доверительный интервал (ДИ) 24,2–49,2). 
Острая РТПХ III стадии диагностирована у 3 паци-
ентов, IV стадии – у 2. КР РТПХ III–IV стадии составила 

8,6% (95% ДИ 3,7–19,9) (рисунок 1). КР острой РТПХ 
IV стадии составила 3,4%.

Кишечная форма острой РТПХ развилась у  
6 пациентов: у 2 наблюдалась РТПХ II стадии, у 3 – 
III стадии, у 1 – IV стадии. Риск развития кишечного 
поражения при острой РТПХ составил 10%. Гисто-
логическое подтверждение диагноза было получено 
в 4 случаях. Медиана возникновения гастроинте-
стинальной формы острой РТПХ составила 48 дней 
после ТГСК (диапазон 36–212 дней). У 5 пациентов 
одновременно выявлялись вирусные гастроинтести-
нальные инфекции, подтвержденные методом поли-
меразной цепной реакции: в 4 случаях – норовирус, 
в 1 – аденовирус. Все 6 пациентов получали терапию 
глюкокортикостероидами, в 5 случаях схема иммуно-
супрессивной терапии была изменена: циклоспорин A 
был заменен на руксолитиниб.

На момент анализа данных у 16 (69%) пациентов 
РТПХ полностью разрешилась, иммуносупрессивная 
терапия была полностью завершена. Три пациента 
скончались по различным причинам, 4 продолжают 
лечение. Восемнадцать (78%) пациентов с острой РТПХ 
получали 2 линии терапии и более. Медиана числа 
линий иммуносупрессивной терапии составила 3. 

КР хронической РТПХ составил 7% (95% ДИ 
2,7–17,9) (рисунок 2). Хроническая РТПХ развилась 
у 4 пациентов, у всех отмечалось поражение кожи, 
а в 1 случае дополнительно наблюдалось поражение 

Рисунок 1
КР развития острой РТПХ II–IV (А) и III–IV (Б) стадии
Figure 1
The cumulative risk of acute GVHD grade II–IV (А) and III–IV (Б) 
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легких. Два пациента с изолированным кожным 
поражением ответили на терапию низкими дозами 
глюкокортикостероидов и в настоящее время полу-
чают местную терапию стероидами. Еще 1 пациент с 
кожным поражением и пациент с поражением легких 
продемонстрировали полный ответ на системную 
иммуносупрессивную терапию и на момент завер-
шения сбора данных продолжают получать руксоли-
тиниб.

Токсичность
Схема лечения в целом переносилась хорошо. 

Острая токсичность включала мукозит III–IV стадии 
(n = 10), геморрагический цистит II–III стадии  
(n = 4) и тяжелую степень веноокклюзионной болезни 
печени (ВОБ) (n = 2) (оба случая ВОБ развились после 
применения инотузумаба озогамицина перед ТГСК). 
Инфекции кровотока были зарегистрированы у 7 паци-
ентов – все они были бактериальными (Escherichia coli, 
n = 2; Klebsiella pneumoniae, n = 2; Stenotrophomonas 
maltophilia, n = 1; Streptococcus oralis, n = 1; 
Pseudomonas aeruginosa, n = 1). Четыре пациента были 
переведены в отделение интенсивной терапии в связи с 
септическими осложнениями или ВОБ. 

Вирусные инфекции
Реактивация ЦМВ произошла у 21 (36%) паци-

ента, медиана реактивации составила 46 дней после 
ТГСК. Максимальная вирусная нагрузка ЦМВ в крови 
достигала 20 000 копий/мл, у 1 пациента развилось 
органное поражение в виде пневмонии. Реакти-
вация (виремия) аденовируса была зафиксирована у  
2 пациентов, у 1 отмечалось развитие аденовирус-
ного колита. 

Переносимость циклоспорина А
Нейротоксичность, связанная с циклоспорином 

А, наблюдалась у 10 пациентов. Судороги разви-
лись у 6 пациентов, сильная головная боль – у 4, у 
2 из них также отмечались сходящееся косоглазие 
и нарушение зрения. Развитие PRES не было заре-

гистрировано ни у одного пациента. Острая почечная 
недостаточность наблюдалась в 4 случаях. Диапазон 
времени развития этих осложнений составил от –1-го 
до +30-го дня после ТГСК. У 17 пациентов цикло-
спорин A был заменен на руксолитиниб в связи с 
токсичностью, у 5 в рамках терапии острой РТПХ.

Рецидивы
Рецидив заболевания произошел у 9 пациентов: 

5 с ОЛЛ и 4 с ОМЛ, медианный срок составил 4 мес 
(диапазон 2–14 мес). Кумулятивная 2-летняя частота 
рецидива или прогрессии составила 16% (рисунок 3).

Трансплантат-ассоциированная смертность
Трансплантат-ассоциированная смертность 

составила 1,7% (95% ДИ 0,9–13,5) на 100-й день и 
3,4% (95% ДИ 0,9–13,5) через 2 года (рисунок 4).

Два пациента скончались:  один из-за 
развития ВОБ и сепсиса, вызванного инфекцией 
Stenotrophomonas maltophilia, на +60-й день после 
ТГСК, другой из-за развития сепсиса, вызванного 
Klebsiella pneumoniae и Candida glabrata, во время 
получения второй линии терапии по поводу острой 
РТПХ на +268-й день после ТГСК. 
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Рисунок 2
КР развития хронической РТПХ
Figure 2
The cumulative risk of chronic GVHD  

Рисунок 3
КР рецидива или прогрессии
Figure 3
The cumulative risk of relapse or progression 

Рисунок 4
Трансплантат-ассоциированная смертность
Figure 4
Transplant-related mortality
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Выживаемость
Двухлетняя ОВ составила 91% (95% ДИ 83,5–

98,6), БСВ – 84,5% (95% ДИ 75,2–93,8) (рисунок 5). 
Выживаемость без РТПХ и рецидива составила 63,1% 
(95% ДИ 46,7–79,4) (рисунок 6).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ ИССЛЕДОВАНИЯ

Эффективная и безопасная профилактика РТПХ 
является ключевым фактором успешной аллогенной 
ТГСК. Современная ex vivo T-клеточная деплеция 
является наиболее эффективным методом предот-

вращения РТПХ, однако ее широкое применение огра-
ничено из-за зависимости от сложных технологий и 
высокой стоимости [12, 13], в отличие от этого ПТЦф 
представляет собой относительно простой и широко 
применяемый метод, который приобрел значительную 
популярность благодаря своей надежности, легкости 
в использовании и низким непосредственным 
затратам. Взрослые пациенты были включены в 
многочисленные исследования, демонстрирующие 
эффективность различных схем профилактики РТПХ 
на основе ПТЦф [14–17]. В педиатрической попу-
ляции данные ограничены и в основном представлены 
ретроспективными исследованиями и анализами 
регистров [5, 6, 18]. Проспективные исследования 
носят либо одноцентровый характер, либо включают 
небольшое число пациентов [19]. Согласно имею-
щимся данным, зарегистрированная частота клини-
чески значимой РТПХ после профилактики на основе 
ПТЦф варьирует от минимального уровня до более 
характерных показателей для ТГСК без Т-клеточной 
деплеции. Наш собственный опыт показал, что ex vivo 
T-клеточная деплеция ассоциируется со значительно 
более низким риском как острой, так и хронической 
РТПХ, особенно ее тяжелых форм, по сравнению с 
пациентами, получавшими профилактику на основе 
ПТЦф [20–22]. При переходе от ex vivo T-клеточной 
деплеции к платформе на основе ПТЦф мы стреми-
лись разработать вариант схемы профилактики РТПХ, 
который позволил бы повысить ее эффективность, 
при этом минимизируя глобальную иммуносупрессию, 
инфекционные осложнения и органную токсичность.

Выбор дополнительных фармакологических 
агентов был основан на опубликованных данных, а 
также на собственном опыте применения абатацепта 
и ранних данных о применении ведолизумаба. Ключе-
выми аргументами в пользу их использования стали 
низкая органная токсичность, возможность паренте-
рального введения, а также убедительные доклиниче-
ские и ранние клинические данные, подтверждающие 
их эффективность в профилактике и лечении РТПХ.

Настоящее исследование демонстрирует, что 
добавление ведолизумаба и абатацепта к стан-
дартной схеме профилактики РТПХ на основе ПТЦф 
и циклоспорина A не ассоциировано с неожиданными 
нежелательными явлениями и, напротив, характе-
ризуется хорошей переносимостью. Частота клини-
чески значимой и тяжелой острой РТПХ находилась 
в пределах, ранее зарегистрированных для ПТЦф в 
условиях гаплоидентичной ТГСК. 

Важно отметить, что острая РТПХ в целом хорошо 
поддавалась терапии и не приводила к избыточной 
трансплантат-ассоциированной смертности. Факти-
чески трансплантат-ассоциированная смертность 
была низкой и сопоставимой с наилучшими резуль-
татами, достигнутыми в наших исследованиях при ex 

Рисунок 5
ОВ (А) и БСВ (B)
Figure 5
Overall (А) and event-free survival (B)

Рисунок 6
Выживаемость без РТПХ и рецидива
Figure 6
Survival without GVHD or relapse 
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vivo деплеции. Хроническая РТПХ была эффективно 
предотвращена, тяжелые формы встречались редко, 
и только 2 пациента продолжали получать иммуносу-
прессивную терапию на момент завершения анализа 
данных. Эти результаты согласуются с имеющимися 
данными как детских, так и взрослых исследований, 
подтверждающих высокую эффективность ПТЦф в 
профилактике хронической РТПХ [3, 4, 6, 19, 23, 24].

Абатацепт был одобрен FDA в 2022 г. в качестве 
дополнительного компонента к схемам на основе 
ингибиторов кальциневрина при ТГСК от частично 
совместимых неродственных доноров (<8/8). В 
недавнем пилотном проспективном исследовании 
Al-Homsi и соавт. была показана высокая эффектив-
ность комбинации абатацепта и ПТЦф с сокращенным 
курсом такролимуса при гаплоидентичной ТГСК у 
взрослых [3]. Протокол и дозирование абатацепта в 
данном исследовании были аналогичны использу-
емым в нашем исследовании. Частота РТПХ (17% для 
острой РТПХ II–IV стадии) и общие результаты, пред-
ставленные в этом исследовании, оказались весьма 
перспективными. Одним из возможных факторов, 
влияющих на частоту острой РТПХ и обусловивших 
существенное расхождение с результатами нашего 
исследования, могло быть значительное число паци-
ентов, получивших режимы кондиционирования 
сниженной интенсивности. 

Ведолизумаб ранее применялся в качестве одной 
из последних линий терапии гастроинтестинальной 
РТПХ в небольших сериях клинических случаев, а 
также оценивался в пилотном исследовании в каче-
стве профилактического препарата [7, 25]. Однако 
данных о его применении в качестве профилактики 
при гаплоидентичной ТГСК у детей ранее не публи-
ковалось. В недавнем рандомизированном иссле-
довании III фазы было показано, что добавление 
ведолизумаба к стандартной профилактике (цикло-
спорин А + антиметаболиты) при ТГСК от нерод-
ственных доноров у взрослых значимо снижает 
частоту гастроинтестинальной РТПХ. Помимо 
различий в возрасте пациентов и типе донора, допол-
нительным фактором могло быть более длительное 
использование ведолизумаба в этом исследовании 
– вплоть до +180-го дня, что, возможно, способ-
ствовало лучшему контролю кишечной РТПХ по срав-
нению с нашими данными. Интересно, что в нашей 
когорте у большинства пациентов с РТПХ с пора-
жением желудочно-кишечного тракта одновременно 
выявлялся вирусный патоген, что могло способство-
вать развитию патологии и затруднять дифференци-
альную диагностику между РТПХ и инфекционным 

гастроэнтеритом. Примечательно, что в исходной 
популяции пациентов с воспалительными заболева-
ниями кишечника, получавших терапию ведолизу-
мабом, отмечалось повышенное количество случаев 
кишечных инфекций [26].

Настоящее исследование не было спроекти-
ровано для оценки эффективности абатацепта и 
ведолизумаба в профилактике РТПХ, поэтому окон-
чательные выводы по этому вопросу сделать нельзя. 
Следует отметить, что данных, свидетельствующих 
об исключительной эффективности данной схемы, 
получено не было. Тем не менее через 2 года наблю-
дения частота рецидивов оказалась несколько ниже, 
чем в аналогичных когортах, что, возможно, связано 
с применением интенсивных режимов кондициониро-
вания и тем, что на момент ТГСК пациенты находи-
лись в состоянии полной ремиссии, а большинство в 
МОБ-негативной ремиссии.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Применение абатацепта и ведолизумаба на фоне 
стандартной схемы профилактики РТПХ с ПТЦф и 
циклоспорином A оказалось осуществимым и не 
сопровождалось неожиданной токсичностью. Пока-
затели трансплантат-ассоциированной смертности, 
частота рецидивов, заболеваемость хронической 
РТПХ и выживаемость продемонстрировали обнаде-
живающие результаты, в то время как частота острой 
РТПХ находилась в пределах ожидаемой для ТГСК без 
деплеции Т-клеток.

Дальнейшее совершенствование профилактики 
РТПХ возможно за счет оптимизации схемы введения 
препаратов, а также потенциально включения инги-
биторов JAK-киназ в профилактические режимы.
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Функция гонад у мальчиков после 
аллогенной трансплантации 
гемопоэтических стволовых клеток: 
сравнение воздействия треосульфана 
и тотального облучения тела  
в кондиционировании 
Э.Р. Султанова, Е.Ю. Ильина, Д.А. Шашелева, А.А. Винокуров, А.В. Процветкина,  
В.М. Делягин, Ю.В. Скворцова

ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр детской гематологии, онкологии  
и иммунологии им. Дмитрия Рогачева» Минздрава России, Москва

Аллогенная трансплантация гемопоэтических стволовых клеток (ТГСК) – единственный 
излечивающий метод терапии многих орфанных заболеваний, значительно улучшающий прогноз 
и выживаемость пациентов. Кондиционирование, предшествующее ТГСК, включает алкиляторы  
и/или тотальное облучение тела (ТОТ), обладающие выраженными гонадотоксичными эффектами. 
В связи с этим актуальным является выбор препаратов и вариантов терапии с минимальными 
побочными эффектами. Цель: оценить функцию репродуктивной системы мальчиков-реципиентов 
ТГСК при использовании режимов кондиционирования на основе треосульфана и ТОТ. Данное 
исследование одобрено независимым этическим комитетом и утверждено решением ученого совета 
ФГБУ «НМИЦ ДГОИ им. Дмитрия Рогачева» Минздрава России. В исследование включены 112 
мальчиков. В динамике оценивали концентрации фолликулостимулирующего и лютеинизирующего 
гормонов, тестостерона, а также размеры яичек по данным ультразвукового исследования и 
общую оценку полового развития по шкале Таннера. Воздействие треосульфана на функцию 
гонад у мальчиков меньше, чем ТОТ (кумулятивная вероятность развития гипогонадизма к 4 
годам после ТГСК 0% и 24% соответственно), однако токсичность других алкиляторов в составе 
кондиционирования нивелирует разницу при развитии гипогонадизма. Для полноценного понимания 
репродуктивного потенциала пациентов необходим дальнейший ежегодный мониторинг. 
Ключевые слова: мальчики, аллогенная трансплантация гемопоэтических стволовых клеток, 
репродуктивная система, треосульфан, тотальное облучение тела
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Gonadal function in male pediatric patients after allogeneic 
hematopoietic stem cell transplantation: a comparison of the effects  
of treosulfan- and total body irradiation-based conditioning 
E.R. Sultanova, E.Yu. Ilyina, D.A. Shasheleva, A.A. Vinokurov, A.V. Protsvetkina, W.M. Delyagin, Yu.V. Skvortsova

The Dmitry Rogachev National Medical Research Center of Pediatric Hematology, Oncology and Immunology of Ministry of Healthcare  
of the Russian Federation, Moscow

Allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) is the only curative treatment for many orphan diseases that can 
significantly improve prognosis and survival in patients. Conditioning prior to HSCT includes alkylating agents and/or total body 
irradiation (TBI) that are both known to be highly gonadotoxic. This is why it is so important to choose drugs and treatment 
options with minimal side effects. The aim of our study was to evaluate the reproductive function of male HSCT recipients who 
had received treosulfan- and TBI-based conditioning. The study was approved by the Independent Ethics Committee and the 
Scientific Council of the Dmitry Rogachev National Medical Research Center of Pediatric Hematology, Oncology and Immunology 
of Ministry of Healthcare of the Russian Federation. We included 112 boys. The concentrations of follicle-stimulating and 
luteinizing hormones, testosterone levels, testicular size (measured using ultrasound) and pubertal development (as per the 
Tanner scale) were assessed over time. The obtained data showed that the effect of treosulfan on gonadal function in the males 
was less significant than that of TBI, with the cumulative probability of developing hypogonadism at 4 years after HSCT equaling 
0% and 24% respectively. However, the toxicity of other alkylating agents included in a treosulfan-based conditioning regimen 
eliminates the difference in the cumulative probability of hypogonadism between the two approaches. Further annual monitoring 
is needed to fully understand the reproductive potential of the patients.
Key words: males, allogeneic hematopoietic stem cell transplantation, reproductive system, treosulfan, total body irradiation
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Патология репродуктивной системы – одно из 
наиболее частых поздних осложнений алло-
генной трансплантации гемопоэтических 

стволовых клеток (ТГСК) [1]. Нарушение функции 
гонад после кондиционирования может быть  
прямым – за счет токсических эффектов непосред-
ственно на ткани тестикул или опосредованным – 
обусловленным негативным влиянием облучения 
головного мозга на гипоталамо-гипофизарную 
область [2].

Основной гонадотоксический эффект при конди-
ционировании обусловлен использованием препа-
ратов из группы алкиляторов и лучевой терапии. 
Суммарная доза облучения зависит от основного 
заболевания и напрямую связана с токсичностью 
данного метода. Яички максимально чувствительны 
к облучению. Так, при использовании 6–8 Гр пора-
жение может стать необратимым, а при меньших 
дозах описано длительное восстановление функции 
гонад [3].

Среди алкилирующих агентов базовыми препа-
ратами с миелоаблативным эффектом являются 
бусульфан и треосульфан. Также в состав конди-
ционирования часто включают тиотепу, мелфалан 
или циклофосфамид. Последний применяется и 
в качестве деплеции трансплантата in vivo (пост-
трансплантационный циклофосфамид) [2]. При 
оценке суммарной токсичности алкиляторов 
рассчитывается эквивалентная доза циклофосфа-
мида (cyclophosphamide equivalent dose, CED) [4]. 
Используя коэффициенты к каждому из алкиляторов, 
можно вычислить суммарную дозу повреждающих 
агентов. Согласно данным литературы, CED >4000 
мг/м2 связана с нарушениями сперматогенеза [5, 6].

Риск дисфункции мужских гонад после ТГСК в 
детском возрасте зависит от кумулятивной дозы (КД) 
облучения яичек, а также прямо пропорционален CED 
[7, 8]. Нельзя исключить влияние на функцию гонад 
реакции «трансплантат против хозяина» (РТПХ), 
иммуносупрессивной терапии (ИСТ) после ТГСК 
[9–11].

Тотальное облучение тела (ТОТ) – метод лучевой 
терапии с суммарной дозой 12 Гр, применяемый 
многими ведущими трансплантационными центрами 
в рамках кондиционирования. В связи с выраженной 
токсичностью показания к использованию данного 
метода узкие и включают в себя острые лимфо
бластные лейкозы и лимфомы [12].

Треосульфан – препарат из группы алкиляторов, 
обладающий миелоаблативными и лимфодеплетиру-
ющими свойствами, применяется для предтрансплан-
тационной подготовки с начала 2000-х годов [13]. В 
настоящий момент уже известно о меньшей токсич-
ности треосульфана по сравнению с другими миело-
аблативными режимами [7, 14, 15]. Однако данный 

препарат требует проведения новых исследований на 
более крупных когортах пациентов с оценкой токсич-
ности относительно других режимов кондициониро-
вания.

Цель исследования – оценка функции репро-
дуктивной системы мальчиков-реципиентов ТГСК в 
детском и подростковом возрасте при использовании 
режимов кондиционирования на основе треосуль-
фана и ТОТ.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Данное исследование одобрено независимым 
этическим комитетом и утверждено решением 
ученого совета ФГБУ «НМИЦ ДГОИ им. Дмитрия Рога-
чева» Минздрава России. 

В исследование включены 112 мальчиков-реци-
пиентов аллогенной ТГСК, проходивших лечение в 
ФГБУ «НМИЦ ДГОИ им. Дмитрия Рогачева» Минздрава 
России в период с 01.09.2018 по 31.12.2023, старше 
10 лет на момент трансплантации и старше 14 лет 
на момент сбора данных (31.08.2024), при прове-
дении кондиционирования у которых применяли 
треосульфан или ТОТ. Из исследования были исклю-
чены пациенты с синдромом Ниймеген в связи с 
нарушениями репродуктивной сферы по основному 
заболеванию, с проведенной до ТГСК двусторонней 
орхифуникулэктомией, а также пациенты, полу-
чившие 2 ТГСК и более. Пациенты, включенные в 
исследование, были разделены на 2 группы: 1-я 
группа получала треосульфан (n = 48), 2-я группа – 
ТОТ (n = 64).

Для сбора данных проанализированы истории 
болезни, записи приемов в поликлинике, исследо-
вания с места жительства, присланные через защи-
щенные каналы для телемедицинской консультации.

Медиана возраста пациентов на момент ТГСК 
в обеих группах составила 14 (10,2–17,8) лет. 
Максимальный срок наблюдения составил 5,5 лет 
(треосульфан) и 6,2 года (ТОТ). Наблюдение было 
ограничено датой осмотра пациента с любой инфор-
мацией о его состоянии или событием (за событие 
принимались неприживление/отторжение, рецидив/
прогрессия, смерть). Дата цензурирования данных – 
31.12.2024.

В группе треосульфана чаще встречались острый 
миелоидный лейкоз (ОМЛ) и первичные иммунодефи-
цитные состояния (ПИДс), в группе ТОТ преимуще-
ственно были пациенты с острыми лимфобластными 
лейкозами (ОЛЛ) (таблица 1).

Пациентам проводили кондиционирование в 
следующем составе (представлены суммарные дозы): 
треосульфан 42 г/м2 или ТОТ 12 Гр; флударабин  
150 мг/м2; дополнительным алкилятором в 50% 
случаев выступала тиотепа 10 мг/кг, у 28%  
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Таблица 1
Распределение пациентов в группах по диагнозам
Table 1
Patient distribution in the study groups according to the diagnosis

Диагноз
Diagnosis

Все пациенты  
(n = 112), n (%)

All patients  
(n = 112), n (%)

Первая группа 
(треосульфан;  
n = 48), n (%)

Group 1 (treosulfan;  
n = 48), n (%)

Вторая группа  
(ТОТ; n = 64), n (%)

Group 2  
(TBI; n = 64), n (%)

В-/Т-клеточный ОЛЛ, ОБЛ
B-/T-cell ALL, BAL 62 (55,3) 2 (4,2) 60 (93,7)

ОМЛ, миелосаркома
AML, myeloid sarcoma 23 (20,5) 22 (45,8) 1 (1,6)

Лимфома (Ходжкина, ALK-/Т-/В-клеточная)
Lymphoma (Hodgkin lymphoma, ALK-/Т-/В-cell lymphoma) 7 (6,3) 4 (8,3) 3 (4,7)

Аплазии/талассемия/МДС
Aplasia/thalassemia/MDS 7 (6,3) 7 (14,6) 0

ПИДс
PIDs 13 (11,6) 13 (27,1) 0

Примечание. ОБЛ – острый бифенотипический лейкоз; МДС – миелодиспластический синдром.
Notes. TBI – total body irradiation; ALL – acute lymphoblastic leukemia; BAL – biphenotypic acute leukemia; AML – acute myeloid leukemia; MDS – myelodysplastic syndrome; PIDs – 
primary immunodeficiencies.

пациентов использовался этопозид 60 мг/кг, с 
меньшей частотой применялись мелфалан 140 мг/м2  
и циклофосфамид 50–150 мг/кг, включая посттранс-
плантационный. Для элиминации В-клеток 75 из  
112 пациентов получали ритуксимаб в дозе  
100–375 мг/м2. Пациентам с ПИДс и незлокаче-
ственной патологией крови проводили также сероте-
рапию в виде антитимоцитарного иммуноглобулина.

В качестве доноров чаще всего выступали роди-
тели (гаплоидентичные родственные доноры). Источ-
ником гемопоэтических стволовых клеток более чем в 
70% случаев были периферические стволовые клетки 
крови с TCRab+/CD19+-деплецией (деплеция проводи-
лась на аппаратах CliniMACS или CliniMACS Prodigy в 
соответствии с инструкциями производителя (Miltenyi 
Biotec, Bergisch Gladbach, Германия)). Остальные 
пациенты получали костный мозг или перифери-
ческие стволовые клетки крови с деплецией цикло-
фосфамидом in vivo. Неприживление трансплантата 
констатировано у 5 (10,4%) пациентов в группе трео-
сульфана и у 2 (3,1%) мальчиков из группы ТОТ. 

Профилактика РТПХ проводилась 103 из  
112 пациентов, иммунные осложнения после ТГСК в 
остром периоде оценивали у 104 мальчиков, 8 были 
исключены из анализа (у 7 пациентов не прижился 
трансплантат, 1 мальчик умер в день ТГСК), поздние 
осложнения – у 90 пациентов, 22 исключены в связи 
с событиями до 100-го дня. Диагностику и стадиро-
вание острой и хронической РТПХ проводили в соот-
ветствии со стандартными критериями (таблица 2). 

У всех пациентов оценивали гонадотоксичность 
терапии, проведенной до и после ТГСК, включая 
облучение мошонки и головного мозга (таблица 3). 
Суммарную гонадотоксичность алкиляторов рассчи-
тывали по формуле: CED (мг/м2) = 1,0 (КД циклофос-
фамида (мг/м2)) + 0,244 (КД ифосфамида (мг/м2)) + 
40 (КД мелфалана (мг/м2)) + 50 (КД тиотепы (мг/м2))  
[4]. Пересчет доз в мг/м2 проводился из расчета  
1 мг/кг = 30 мг/м2.

Функцию репродуктивной системы оценивали в 
3 точках: точка 1 – до ТГСК в рамках предтрансплан-
тационного обследования, точка 2 – через 6–18 мес 
и точка 3 – через 24 мес и более после трансплан-
тации. При наличии нескольких обследований более 
чем через 2 года для оценки репродуктивного статуса 
выбиралось последнее.

Оценка функции гонад у мальчиков старше  
14 лет основывалась на результатах гормонального 
исследования (фолликулостимулирующий (ФСГ) 
и лютеинизирующий (ЛГ) гормоны, тестостерон), 
ультразвукового исследования органов мошонки 
(определение объема яичек) и общей оценке поло-
вого развития по Таннеру.

В подростковом возрасте гипогонадизм может 
быть заподозрен при отсутствии вторичных половых 
признаков у мальчиков после 14 лет. В зависимости 
от уровня нарушения выделяют гипергонадотропный 
гипогонадизм (первичный), характеризующийся 
первичным поражением гонад и повышением уровня 
гонадотропинов, и гипогонадотропный гипогонадизм 
(вторичный, центральный), когда ухудшение функции 
половых желез происходит вследствие снижения 
способности гипоталамуса секретировать гонадо-
либерин или гипофиза секретировать ЛГ и ФСГ. В 
зависимости от причин и длительности сниженной 
секреции гонадотропинов гипогонадотропный гипого-
надизм может быть функциональным (транзиторным) 
или перманентным [16].

Общими клиническими проявлениями гипого-
надизма являются недоразвитие наружных половых 
органов, отсутствие роста волос в андрогензави-
симых зонах, гипоплазия яичек, высокий тембр 
голоса, возможно развитие гинекомастии. Для 
гипогонадиза, возникшего уже после начала пубер-
тата и, соответственно, определенного периода 
влияния половых гормонов на организм, харак-
терно снижение роста волос на лице, исчезновение 
поллюций, малый объем мышечной массы, умень-
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Таблица 2
РТПХ: профилактика и терапия
Table 2
GVHD: prevention and treatment
Показатель
Parameter

Все пациенты
All patients

Первая группа (треосульфан)
Group 1 (treosulfan)

Вторая группа (ТОТ)
Group 2 (TBI)

Профилактика РТПХ: да/нет, n:
GVHD prevention: yes/no, n: 103/9 39/9 64/0

абатацепт + тоцилизумаб ± бортезомиб, n (%)
abatacept + tocilizumab ± bortezomib, n (%) 67 (65) 20 (51,3) 47 (73,4)

циклоспорин А/такролимус ± ведолизумаб/метотрексат/
микофенолата мофетил ± абатацепт, n (%)
cyclosporine A/tacrolimus ± vedolizumab/methotrexate/ 
mycophenolate mofetil ± abatacept, n (%)

29 (28,2) 15 (38,5) 14 (21,9)

барицитиниб + ведолизумаб + абатацепт, n (%)
baricitinib + vedolizumab + abatacept, n (%) 5 (4,9) 2 (5,1%) 3 (4,7)

другое, n (%)
other, n (%) 2 (1,9) 2 (5,1) 0

Ингибиторы кальциневрина >1 мес, n 
Treatment with calcineurin inhibitors > 1 month, n 22 10 12

Острая РТПХ, n:
Acute GVHD, n: 104 43 61

II–IV стадии, n (%)
grade II–IV, n (%) 42 (40,4) 16 (37,2) 26 (42,6)

III–IV стадии, n (%)
grade III–IV, n (%) 10 (9,6) 6 (14) 4 (6,6)

Системная терапия острой РТПХ, n (%)
Systemic treatment for acute GVHD, n (%) 27 (26) 15 (34,9) 12 (19,7)

Хроническая РТПХ, n (%)
Chronic GVHD, n (%) 18/90 (20) 8/40 (20) 10 (20)

Системная терапия хронической РТПХ, n (%)
Systemic treatment for chronic GVHD, n (%) 9 (10) 3 (7,5) 6 (12)

Другие осложнения, потребовавшие ИСТ/ПХТ, n (%)
Other complications that required IST/MAC, n (%) 5 (4,8) 2 (4,7) 3 (4,9)

Примечание. ПХТ – полихимиотерапия.
Notes. GVHD – graft-versus-host disease; IST – immunosuppressive therapy; MAC – multiagent chemotherapy.

шение объема и плотности яичек, возможно также 
развитие гинекомастии.

Диагноз вероятного гипогонадизма как первич-
ного, так и вторичного устанавливали при наличии 
одного из следующих критериев у пациентов в 
возрасте старше 14 лет: I стадия по шкале Таннера, 
малый размер яичек (<4 мл в объеме), сниженный/
высокий уровень гонадотропинов, сниженный 
уровень общего тестостерона (при этом оценка по 
шкале Таннера могла быть I–III). Мальчикам младше 
14 лет диагноз гипогонадизма не устанавливался 
согласно определению, они были включены в анализ 

в последующие контрольные точки по достижении 
14-летнего возраста. 

При оценке риска развития гипогонадизма были 
исключены пациенты с событиями до 1 года после 
ТГСК. Анализ проводили методом кумулятивной 
вероятности с учетом конкурирующих событий, за 
события принимались смерть пациента, рецидив/
прогрессия, а также недостаточность трансплантата 
(неприживление, отторжение). Пациенты старше  
14 лет с гипогонадизмом на момент предтрансплан-
тационного обследования, а также при отсутствии 
данных о репродуктивной системе в точке 1 были 

Таблица 3
Гонадотоксичные факторы в перитрансплантационном периоде
Table 3
Gonadotoxic factors in the peri-transplant period 

Показатель
Parameter

Все пациенты  
(n = 112), n (%)

All patients  
(n = 112), n (%)

Первая группа  
(треосульфан; n = 48), n (%)
Group 1 (treosulfan; n = 48), n (%)

Вторая группа  
(ТОТ; n = 64), n (%)

Group 2  
(TBI; n = 64), n (%)

Гонадотоксичная терапия до ТГСК
Gonadotoxic therapy before HSCT

Алкиляторы </>4000 мг/м2

Alkylating agents </>4000 mg/m2 107/5 (4,5) 45/3 (6,25) 62/2 (3,1)

Краниальное облучение 12–18 Гр
Cranial irradiation 12–18 Gy 11 (9,8) 1 (2) 10 (15,6)

Гонадотоксичная терапия после ТГСК
Gonadotoxic therapy after HSCT

Ингибиторы кальциневрина >1 мес 
Treatment with calcineurin inhibitors > 1 month 8 (7) 5 (10,4) 3 (4,7)

Глюкокортикостероиды >3 мес
Treatment with glucocorticosteroids > 3 months 18 (16,1) 8 (16,7) 10 (15,6)

CED >4000 мг/м2

CED >4000 mg/m2 2 (1,8) 0 2 (3,1)
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исключены из анализа кумулятивной вероятности 
развития гипогонадизма. 

Статистическая обработка полученных данных 
проводилась с помощью программы R-Studio. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Медиана наблюдения всей когорты составила  
1 (0–6,3) год, в группах треосульфана и ТОТ –  
1,2 года и 1 год соответственно. Медиана наблю-
дения при оценке гипогонадизма – 3,2 (0,5–5,5) года и  
3,6 (0,8–6,2) года в группах соответственно.

Медиана возраста на момент последней оценки 
гипогонадизма (n = 37) в группе треосульфана  
(n = 16) составила 16,3 (14,3–18,8) года, в группе ТОТ 
(n = 21) – 17,3 (14,1–19,2) года.

Проведена оценка уровня тестостерона и гона-
дотропинов в динамике после ТГСК. Клетки Лейдига, 
задачей которых является продукция тестостерона, 
более резистентны к специфической терапии, чем 
клетки Сертоли [17, 18]. Наше исследование также 
подтверждает эти данные, показатели уровня тесто-
стерона за время наблюдения остаются в пределах 
нормы (рисунок 1).

При оценке уровня гонадотропных гормонов 
получены следующие данные (рисунок 2): у паци-
ентов с треосульфаном в кондиционировании пока-
затели ниже, чем в группе с ТОТ, при этом уровень 
ЛГ оставался в пределах референсных значений. ЛГ 
связан с дисфункцией клеток Лейдига, поэтому так 
же, как и тестостерон, остается в пределах нормы 
[19, 20]. В своем исследовании A. Cattoni и соавт. 

отмечают, что с течением времени после ТГСК между 
облученными и необлученными пациентами растет 

разница в уровне тестостерона, это подтверждает 
гипотезу о медленно прогрессирующем ухудшении 
функции клеток Лейдига, вызванном ТОТ [7]. В нашем 
исследовании также отмечается медленная отрица-
тельная динамика в уровне показателей тестостерона 
и ЛГ (рисунки 1, 2).

При анализе динамики ФСГ после ТГСК отмеча-
ется повышение показателей нормы до 1,5 раза в 
1-й год после ТГСК, далее снижение до нормальных 
значений к 3 годам после трансплантации. Иссле-
дования, проведенные в 1970–80-х годах, пока-
зали, что после цитотоксической терапии уровень 
ФСГ повышается с последующим снижением, это 
связано с транзиторным (функциональным) гипо-
гонадизмом и дальнейшим восстановлением спер-
матогенеза [16, 19–23]. Однако стоит помнить, что 
ФСГ может оставаться выше границ нормы при 
сохранении сперматогенеза и снижаться без восста-
новления сперматогенеза. Второй вариант, веро-
ятно, связан с истощением секреторной функции 
гипофиза.

Кумулятивная частота развития гипогонадизма 
(рисунок 3) в общей группе к 4 годам достигала 34%, 
а в группах треосульфана и ТОТ значимо не отли-
чалась и составляла 36% и 32% соответственно. 
Однако, по данным литературы, частота компен-
сированного или явного гипогонадизма после ТОТ 
значительно выше (41,4% и 25,9% соответственно), 
чем в режимах кондиционирования без облучения 
(31,4% и 17,1% соответственно при схемах с бусуль-
фаном, 0% – с треосульфаном, 5,3% случаев явного 
гипогонадизма при других режимах) [7]. Оценка 
влияния только одной гонадотоксичной составля-
ющей, вводимой как часть протокола кондициониро-
вания, включающего другие химиопрепараты, может 
привести к ошибочным выводам. Для полноценного 
понимания причин повреждения репродуктивной 
системы после проведенного кондиционирования 
необходимо определить суммарную гонадотоксич-
ность всех вводимых препаратов.

Для унификации оценки в качестве фактора 
риска азооспермии введена CED.

По данным S. Mathiesen и соавт., определено 
пороговое значение CED >10 г/м2, при таких значе-
ниях у всех пациентов была азооспермия, при дозах 
ниже 6 г/м2 сперматогенез сохранялся [8]. Учитывая 
эти данные, нами была проведена попытка оценить 
вклад в развитие гипогонадизма тиотепы, CED 
которой составляет 15 000 мг/м2 и более чем в 2 раза 
превышает максимальную дозу циклофосфамида 
(6000 мг/м2) или мелфалана (5600 мг/м2) в конди-
ционировании. Мы оценивали кумулятивную частоту 
развития гипогонадизма в 3 группах CED: ≥15 000,  
4000–14 999, <4000 мг/м2. По нашим данным, 
как и по данным литературы [5, 6], пациенты с  

Рисунок 1
Динамика уровня тестостерона после ТГСК (сред-
нее, 95% доверительный интервал)
Серый коридор – границы нормы для тестостерона: 
0,86–34,41 нмоль/л
Figure 1
Testosterone levels after HSCT measured over time (the 
mean, 95% confidence interval)
The grey area indicates the reference range for testosterone: 
0.86–34.41 nmol/L
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Рисунок 2
Динамика концентрации половых гормонов после ТГСК (среднее, 95% доверительный интервал): А – ЛГ;  
Б – ФСГ
Серый коридор – границы нормы: для ФСГ 1,5–12,4 мМЕд/мл, для ЛГ 1,7–8,6 мМЕд/мл
Figure 2
Sex hormone concentrations after HSCT measured over time (the mean, 95% Confidence Interval): А – luteinizing hormone 
(LH); Б – follicle-stimulating hormone (FSH)
In each graph, the grey area indicates the reference range: 1.5–12.4 mIU/mL for FSH, 1.7–8.6 mIU/mL for LH

Рисунок 3
Кумулятивная частота развития гипогонадизма: А – в общей группе; Б – в зависимости от режима кондициони-
рования
Figure 3
The cumulative incidence of hypogonadism: A – in the entire group; Б – according to the conditioning regimen

А

А

Б

Б

CED ≥4000 мг/м2 имели схожую, бóльшую кумуля-
тивную частоту развития гипогонадизма по срав-
нению с группой с CED <4000 мг/м2, значимой 
разницы в группах ≥15 000 и 4000–14 999 мг/м2 обна-
ружено не было (рисунок 4А).

Нами проведена оценка вклада суммарной 
дозы алкиляторов в развитие гипогонадизма в 
группах треосульфана и ТОТ отдельно: случаев 
развития гипогонадизма в группе треосульфана с  
CED <4000 мг/м2 не зафиксировано, у пациентов с 

ТОТ и CED ≥4000 мг/м2 гипогонадизм развивается 
стремительно в первые годы после ТГСК, а токсич-
ность треосульфана с высокими дозами других 
алкиляторов в кондиционировании сравнима с гона-
дотоксичностью ТОТ (рисунок 4Б). Учитывая, что по 
нашим протоколам кондиционирования 85% паци-
ентов в группе треосульфана получают дополни-
тельно алкиляторы с высокой суммарной CED, можно 
сделать вывод, что препараты из группы алкиляторов 
вносят значимый вклад в развитие кумулятивной 
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вероятности гипогонадизма в протоколах кондицио-
нирования с треосульфаном.

Для оценки вклада в развитие гипогонадизма 
других посттрансплантационных факторов проведена 
оценка кумулятивной вероятности развития гипогона-
дизма в зависимости от развития РТПХ и проводимой 
ИСТ. По нашим данным, пациенты с течением острой 
РТПХ II–IV стадии и терапией ингибиторами кальци-
неврина и глюкокортикостероидами имеют меньшие 
риски развития гипогонадизма как в общей группе 
(к 4 годам после ТГСК 25% с РТПХ и 44% без нее; 
p = 0,13), так и при анализе в группах 1 и 2. Веро-
ятно, это связано с тем, что хроническое воспаление 
при РТПХ отрицательно влияет на репродуктивную 
функцию у мужчин, а ИСТ, проводимая в этом случае, 
может привести к контролю за воспалением. В значи-
тельном количестве наблюдательных исследований у 
пациентов, находящихся на длительной терапии пред-
низолоном для лечения хронического воспалитель-
ного заболевания, уровень тестостерона был ниже 
по сравнению с нелечеными пациентами контрольных 
групп, хотя рандомизированные контролируемые 
исследования не проводились [11].

При течении хронической РТПХ отмечается 
больший риск развития гипогонадизма (рисунок 5). 
Это объясняется тем, что системные воспалительные 
факторы, как и ИСТ, длительно влияют на всю репро-
дуктивную систему. На данный момент различия в 
кривых в пределах обычной погрешности. Очень 
вероятно, что другие факторы (особенно терапия и 
CED) мешают нам увидеть самостоятельный эффект 
хронической РТПХ. В литературе описаны исследо-
вания как подтверждающие вклад хронической РТПХ 

в нарушение работы гонад [9], так и опровергающие 
связь данного осложнения с риском азооспермии [8] 
и развитием гипогонадизма [24].

Для более глубокого исследования вклада 
в развитие гипогонадизма инициальной терапии 
до ТГСК, а также облучения яичек и головного 
мозга в рамках кондиционирования требуются 
оценка большей когорты пациентов и регулярное 
лонгитюдное наблюдение.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В нашем исследовании показано, что при прове-
дении аллогенной ТГСК воздействие треосульфансо-
держащего кондиционирования оказывает меньший 
эффект на функцию половых желез у мальчиков, 
чем ТОТ. Однако значимый вклад других алкиляторов 
в составе предтрансплантационной подготовки ниве-
лирует разницу при развитии гипогонадизма. Также 
нами не получено достоверных данных о влиянии 
РТПХ и проводимой ИСТ на развитие гипогонадизма. 
Недостаточное число пациентов и недисциплиниро-
ванность в проведении контрольных исследований со 
стороны пациентов и их семей могут ограничивать 
статистический потенциал исследования. Для полно-
ценного понимания репродуктивного потенциала 
пациентов необходим регулярный продолженный 
ежегодный мониторинг, а также при достижении 
возраста 18 лет – объективная оценка фертильности 
с помощью анализа спермограммы. Дальнейшее 
изучение данного вопроса является весьма акту-
альным в связи с нарастающим числом реципиентов 
ТГСК, вступающих во взрослую жизнь. Оно позволяет 

Рисунок 4
Кумулятивная частота развития гипогонадизма в зависимости от CED: А – в общей группе; Б – в зависимости 
от режима кондиционирования
Figure 4
The cumulative incidence of hypogonadism according to CED: A – in the entire group; Б – according to the conditioning regimen

А Б



53Г е м а т о л о г и я

Вопросы гематологии/онкологии и иммунопатологии в педиатрии
2025 | Том 24 | № 2 | 46‒54

Рисунок 5
Кумулятивная частота развития гипогонадизма у пациентов с хронической РТПХ и без нее: А – в общей груп-
пе; Б – в зависимости от режима кондиционирования
Figure 5
The cumulative incidence of hypogonadism in the patients with/without chronic GVHD: A – in the entire group; Б – according to 
the conditioning regimen

А Б

помочь юношам в адаптации, решении социальных 
и репродуктивных вопросов, а также поднимает 
важность разработки способов эффективного сохра-
нения фертильности у пациентов до ТГСК.
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Результаты трансплантаций 
гемопоэтических стволовых клеток  
у детей с приобретенной 
апластической анемией 
с использованием 
мелфалансодержащих режимов 
кондиционирования  
Е.В. Скоробогатова, E.Б. Мачнева, Л.В. Ольхова, Ю.А. Николаева, M.M. Aнтошин

Российская детская клиническая больница – филиал ФГАОУ ВО «Российский национальный 
исследовательский медицинский университет им. Н.И. Пирогова» Минздрава России, Москва

Несмотря на высокую эффективность трансплантации гемопоэтических стволовых клеток 
(ТГСК) у детей с приобретенной апластической анемией (ПАА), недостаточность и отторжение 
трансплантата остаются одной из основных проблем. Факторами риска отторжения и гипофункции 
трансплантата, персистенции смешанного химеризма являются аллосенсибилизация, 
недостаточные количественные характеристики трансплантата, относительно сохранный 
собственный миелопоэз. Обеспечения долгосрочного приживления трансплантата возможно 
достичь путем модификации режима кондиционирования и иммуносупрессивной профилактики. 
Одной из перспективных опций является включение мелфалана в схему кондиционирования. 
Проведен ретроспективный анализ результатов ТГСК с использованием мелфалансодержащих 
режимов кондиционирования у 21 ребенка с ПАА (18 первичных, 3 повторных ТГСК): 11 от 
полностью совместимых неродственных доноров, 9 совместимых родственных, 1 гаплоидентичного. 
Основанный на ингибиторах кальциневрина режим профилактики реакции «трансплантат против 
хозяина» получили 9 детей, на ингибиторах янус-киназ – 12. Удовлетворительная функция 
трансплантата достигнута у всех детей при отсутствии тяжелых осложнений. По данным итоговых 
результатов у 95% пациентов определен общий полный донорский химеризм, по CD3+-линии 85,7% 
с долей собственных клеток (СК) 9–13%. Включение мелфалана в режим кондиционирования у 
пациентов с ПАА перед ТГСК в сочетании с новыми менее токсичными схемами профилактики 
реакции «трансплантат против хозяина» может стать эффективной опцией преодоления риска 
отторжения трансплантата при низком уровне токсичности и частоты развития осложнений. 
Исследование одобрено независимым этическим комитетом и утверждено решением ученого 
совета ФГАОУ ВО «Российский национальный исследовательский медицинский университет им. 
Н.И. Пирогова» Минздрава России. 
Ключевые слова: дети, мелфалан, отторжение трансплантата, приобретенная апластическая 
анемия, смешанный химеризм, трансплантация гемопоэтических стволовых клеток, ингибиторы 
янус-киназ  

Скоробогатова Е.В. и соавт. Вопросы гематологии/онкологии и иммунопатологии в педиатрии 2025; 24 (2): 
55–61. DOI: 10.24287/1726-1708-2025-24-2-55-61

Outcomes of hematopoietic stem cell transplantation  
using melphalan-based conditioning in children with acquired  
aplastic anemia
E.V. Skorobogatova, E.B. Machneva, L.V. Olkhova, Yu.А. Nikolaeva, M.M. Antoshin

The Russian Children’s Clinical Hospital of the N.I. Pirogov Russian National Research Medical University of Ministry of Healthcare  
of the Russian Federation, Moscow

Despite the high effectiveness of hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) in children with acquired aplastic anemia (AAA), 
the procedure can still result in such major issues as graft failure and rejection. Risk factors for graft rejection and poor function 
as well as the persistence of mixed chimerism include allosensitization, insufficient number of transplanted cells and relatively 
preserved native myelopoiesis. Long-term engraftment can be achieved by modifying conditioning and immunosuppressive 
therapy. One such promising approach is the inclusion of melphalan in a conditioning regimen. In our study, we retrospectively 
analyzed outcomes of HSCT with melphalan-based conditioning carried out in 21 children with AAA (for 18 patients, it was their 
first HSCT, while 3 had a repeat HSCT): out of these, 11 patients received transplants from matched unrelated donors, 9 received 
transplants from matched related donors and 1 – from a haploidentical donor. Nine children received calcineurin inhibitor-based 
graft-versus-host disease prophylaxis while 12 children received Janus kinase inhibitors. A good graft function was achieved in 
all the children, without any severe complications. As per the latest findings, 95% of the patients achieved full total donor cell 
chimerism, 85.7% of the patients had full donor chimerism in the CD3+ cell lineage, while 14.3% had mixed CD3+ cell chimerism 
with 9–13% of own cells. The inclusion of melphalan in a conditioning regimen in patients with AAA before HSCT in combination 
with new less toxic graft-versus-host disease prophylaxis regimens may be an effective strategy to overcome the risk of graft 
rejection and ensure a low toxicity profile and low incidence of complications. The study was approved by the Independent Ethics 
Committee and the Scientific Council of the N.I. Pirogov Russian National Research Medical University of Ministry of Healthcare 
of the Russian Federation.
Key words: children, melphalan, graft rejection, acquired aplastic anemia, mixed chimerism, hematopoietic stem cell 
transplantation, Janus kinase inhibitors
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Трансплантация гемопоэтических стволовых 
клеток (ТГСК) от HLA-совместимого родствен-
ного донора у детей является первой линией 

терапии тяжелых и сверхтяжелых форм приобре-
тенной апластической анемии (ПАА) [1]. Раннее 
проведение трансплантации позволяет излечивать 
около 90% пациентов [2, 3]. Трансплантации от 
неродственных и гаплоидентичных доноров прово-
дятся в случаях неэффективности курсов иммуно-
супрессивной терапии [2]. Общеизвестно, что риск 
неприживления/отторжения трансплантата при ПАА 
значительно выше, чем при злокачественных забо-
леваниях. В ранних исследованиях частота оттор-
жения достигала 30%, в настоящее время этот 
риск составляет около 10% [1]. Проблемы оттор-
жения и гипофункции трансплантата, персистенции 
смешанного химеризма (СХ) связаны с множеством 
факторов, наиболее значимыми среди которых явля-
ются аллосенсибилизация к минорным антигенам 
гистосовместимости в связи с частыми трансфузиями 
препаратов крови, немиелоаблативное кондициони-
рование, недостаточные количественные характери-
стики трансплантата [1]. 

Кроме того, относительно сохранный миелопоэз у 
некоторых пациентов с ПАА, получивших стандартное 
иммуноаблативное кондиционирование, может быть 
предиктором первичного неприживления трансплан-
тата, последующей персистенции СХ и отторжения. 
Высокий риск неприживления наблюдается у паци-
ентов c длительным анамнезом заболевания, полу-
чивших более 10 гемотрансфузий, рефрактерных 
к трансфузиям тромбоцитов, независимо от их 
числа, или у трансфузированных от родственников 
[4]. Использование лейкодеплетированных компо-
нентов крови частично позволило решить проблему 
аллоиммунизации [5]. Критерием адекватности дозы 
трансплантированных стволовых клеток служит 
количество CD34+, превышающее 3 × 106/кг массы 
тела реципиента с ПАА, что не всегда достижимо при 
использовании миелоинфузии и возможно только при 
трансплантации периферических стволовых клеток 
крови (ПСКК). Недостаточное количество Т-лим-
фоцитов в трансплантате также ассоциировано с 
высоким риском неприживления и отторжения. По 
этим причинам пуповинная кровь и CD34+-селекти-
рованный трансплантат не являются оптимальными 
опциями при ТГСК у пациентов с ПАА [1, 6].

Обеспечение долгосрочного приживления транс-
плантата путем модификации режима кондици
онирования и схемы иммуносупрессивной терапии 
эволюционировало за 30 лет существования отде-
ления трансплантации костного мозга РДКБ на 
основании современных тенденций. Режимы конди-
ционирования на основе бусульфана и циклофосфа-
мида около 25 лет назад заменило иммуноаблативное 

кондиционирование с использованием циклофосфа-
мида, флударабина и антитимоцитарного глобулина 
(АТГ) [2, 7]. При ТГСК от альтернативных доноров в 
кондиционирование были введены торакоабдоми-
нальное облучение (thoracoabdominal irradiation, ТАI), 
тиофосфамид или мелфалан [2, 7, 8].

Длительная (не менее 1 года) посттрансплантаци-
онная иммуносупрессивная профилактика позволяет 
у пациентов с ПАА улучшить функцию трансплантата. 
Посттрансплантационный циклофосфамид, менее 
токсичные ингибиторы янус-киназ в комбинации с 
другими иммуносупрессантами постепенно приходят 
на смену традиционным блокаторам кальциневрина, 
метотрексату, микофенолатам [1, 7, 9]. 

Включение мелфалана в схему кондициониро-
вания сначала у пациентов при неродственной ТГСК, 
повторной трансплантации от родственных доноров, 
а затем и при первичном кондиционировании при 
родственных совместимых ТГСК, использование 
в большинстве случаев ПСКК показало высокую 
эффективность у детей с ПАА, ассоциированную во 
всех случаях с приживлением трансплантата, отсут-
ствием отторжений, полным донорским химеризмом 
(ПДХ), низким профилем токсичности и отсутствием 
летальных исходов [1, 7, 8]. 

Стандартизировать подходы к выбору режима 
кондиционирования и профилактике реакции «транс-
плантат против хозяина» (РТПХ) действительно 
сложно в связи с множеством индивидуальных сопут-
ствующих факторов (тяжесть основного заболевания, 
соматический, инфекционный, токсический статус 
пациента, источник гемопоэтических стволовых 
клеток). Создание мультицентровых протоколов 
лечения осложняется постоянно возникающими 
инновационными подходами, которые делают столь 
привлекательным персонализированный подход 
к терапии для каждого пациента для достижения 
наилучших результатов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Проведен ретроспективный анализ результатов 
ТГСК у детей с ПАА, выполненных в отделении транс-
плантации костного мозга Российской детской клини-
ческой больницы – филиала ФГБОУ ВО РНИМУ им. 
Н.И. Пирогова Минздрава России с 2021 по 2025 г.  
Исследование одобрено независимым этическим 
комитетом и утверждено решением ученого совета 
ФГАОУ ВО РНИМУ им. Н.И. Пирогова Минздрава 
России. Медиана наблюдения за пациентами после 
ТГСК составила 25 (4–48) мес. За анализируемый 
период проведено 39 ТГСК у 36 пациентов с ПАА, 
из них мелфалансодержащие режимы получил  
21 ребенок: 18 первичных и 3 повторных. Повторные 
ТГСК проводились в 1 случае после первичного 
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неприживления трансплантата, в 2 – после оттор-
жения, возникших после иммуноаблативного конди-
ционирования, при повторных ТГСК использовались 
ПСКК от того же HLA-совместимого сиблинга. Транс-
плантации от полностью совместимых неродственных 
доноров (СНД) проведены 11 (52,4%) пациентам, от 
полностью совместимых родственных доноров (СРД) – 
7 (33,3%), 9/10 HLA-СРД – 2 (9,5%), в 1 (4,8%) случае 
выполнена гаплоидентичная трансплантация. У всех 
пациентов использовался нативный трансплантат: 
костный мозг (КМ) – в 10 (47,6%) случаях (9 СНД,  
1 СРД), ПСКК – в 11 (52,4%) (2 СНД, 8 СРД, 1 гапло-
идентичный донор). Возраст больных на момент 
ТГСК составлял от 5 до 17 лет (медиана – 10 лет). 
Детальная характеристика группы пациентов пред-
ставлена в таблице 1.

Интенсивность режима кондиционирования 
обусловливалась видом и источником гемопоэти-
ческих стволовых клеток, особенностями статуса 
по основному заболеванию, определяющими риск 
отторжения трансплантата, сопутствующими 
осложнениями. У всех детей перед неродственной 
ТГСК и у 2 пациентов с отторжением родственного 
трансплантата в режим кондиционирования было 
включено ТАI в дозе 2 Гр. Доза флударабина варьи-
ровала от 90 до 150 мг/м2, мелфалана – от 70 до  
140 мг/м2. Более высокие дозы мелфалана приме-
нялись в группе пациентов с СНД, СРД 9/10, а также 
при отторжениях трансплантата. Дозы тимоглобу-
лина и АТГАМ составляли 5–10 мг/кг и 100 мг/кг 
массы тела реципиента соответственно. У 2 паци-
енток в связи с предшествующей тяжелой реакцией 
на введение АТГ был исключен из схемы кондици
онирования. Доза циклофосфамида в кондициони-
ровании составляла от 50 до 100 мг/кг, в режиме 
профилактики РТПХ 25–100 мг/кг массы тела  
пациента. 

Все пациенты в целях профилактики РТПХ и 
посттрансплантационных лимфопролиферативных 
заболеваний на –1-е сутки получали ритуксимаб. 
Основанный на блокаторах кальциневрина режим 
получили 9 (42,8%) пациентов, на блокаторах янус-
киназ (руксолитиниб, тофацитиниб) – 12 (57,1%) 
детей. Короткий курс низких доз метотрексата полу-
чили 8 пациентов. Ингибиторы CD80 и CD86, антитела 
к интерлейкину-6 также дополнительно исполь-
зовались в схемах иммуносупрессии (абатацепт у  
14 детей, в комбинации с тоцилизумабом  
у 2).

Медиана содержания в трансплантате CD34+-
клеток (в расчете на 1 кг массы тела реципи-
ента) для всей группы пациентов составила  
8,2 (3,0–13,6) × 106/кг, в КМ – 7,6 × 106/кг, в  
ПСКК –10,2 × 106/кг. Медиана содержания в транс-
плантате CD3+-клеток для всей группы пациентов 

составила 2,0 (0,27–19,0) × 108/кг, в КМ – 0,5 × 108/кг,  
в ПСКК – 4,6 × 108/кг. 

Все пациенты получали стандартную сопрово-
дительную терапию. Профилактика инфекционных 
осложнений включала вориконазол, рифаксимин, 
валацикловир, со дня восстановления лейкопоэза 
всем пациентам назначался триметоприм/сульфа-
метоксазол. В стимуляции лейкопоэза пациенты не 
нуждались.

Восстановлением лейкопоэза считался первый 
из трех последовательных дней, когда у паци-
ента отмечался уровень лейкоцитов в крови более  
1,0 × 109/л. Всем пациентам проводился система-
тический мониторинг химеризма периферической 
крови (ОХ, по СD3+-линии) на 30, 60 и 100-й дни 
после ТГСК. ПДХ констатировался при выявлении 
>95% донорских клеток в образце периферической  
крови. 

Статистический анализ
Статистический анализ данных проводился с 

использованием программы IBM SPSS Statistics, 
версия 23.0. Для сравнения качественных пере-
менных использован c2-тест, количественных 
переменных – непараметрический U-критерий 
Манна–Уитни. Различия между сравниваемыми пара-
метрами считали статистически значимыми при  
p ≤ 0,05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Первичное восстановление лейкопоэза и тром-
боцитопоэза достигнуто у всех пациентов. Медиана 
восстановления лейкопоэза составила 17 (11–38) 
дней. Орофарингеальный мукозит до II степени в 
раннем посттрансплантационном периоде развился 
у 3 (14,3%) пациентов. Жизнеугрожающих инфекци-
онных эпизодов не отмечено. Все осложнения были 
купированы на фоне проводимой комплексной анти-
бактериальной и симптоматической терапии. Острая 
РТПХ (оРТПХ) была диагностирована у 9 (42,8%) 
пациентов: у 5 (23,8%) кожная форма до II степени, 
у 3 (14,3%) интестинальная форма до II степени, у  
1 (4,8%) – печеночная форма I степени. Проявления 
оРТПХ у большинства пациентов были купированы на 
фоне интенсификации иммуносупрессивной терапии. 
Лишь у 2 (9,5%) пациентов в дальнейшем отмечалось 
развитие легкой формы кожной хронической РТПХ. 
Тяжелых иммунных осложнений ни у одного пациента 
отмечено не было. 

Помимо частоты инфекционных, токсических и 
иммунных осложнений на результаты ТГСК влияет 
динамика гемопоэтического химеризма, поскольку 
наличие значимого числа собственных гемопо
этических клеток может быть предиктором оттор-
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О Р И Г И Н А Л Ь Н Ы Е  С ТА Т Ь И

Таблица 1
Характеристика пациентов, трансплантатов, режимов кондиционирования, иммуносупрессии, периода наблю-
дения и исходов
Table 1
The characteristics of the patients, grafts, conditioning regimens, immunosuppression, observation period and outcomes 

Паци-
ент
Patient

Воз-
раст, 
годы
Age, 
years

Кондиционирование
Conditioning regimens

Профилактика 
РТПХ

GVHD prophylaxis

Донор
Donor

Источник 
гемопоэтических 

стволовых 
клеток

Stem cell source

Период 
наблюдения, 

мес
Observation 

period, months

Итоговый химеризм
Resulting chimerism

CD3 ОХ 
TC

№1 7
ТАI2/ Flu150/

Thymo10/ CY100/
Mel 140

Rit, Tac, Mtx СНД 
MUD

КМ 
BM 48 13% СК

13% OC
ПДХ
FDC

№2 13
ТАI2/ Flu150/

Thymo10/ CY100/
Mel 140

Rit, Tac, Mtx СНД 
MUD

КМ 
BM 46 ПДХ

FDC
ПДХ
FDC

№3 5
ТАI2/ Flu150/

Atgam100/ CY100/
Mel 140

Rit, Tac, Mtx СНД 
MUD

КМ 
BM 43 ПДХ

FDC
ПДХ
FDC

№4 6 Flu150/Atgam100/ 
CY100/Mel 140

Rit, Mtx, CsA, 
CY50

СНД 
MUD

КМ 
BM 38 ПДХ

FDC
ПДХ
FDC

№5 10
ТАI2/ Flu150/

Thymo10/ CY100/
Mel 100

Rit, Tac, Mtx СНД 
MUD

КМ
BM 33 9% СК

9% OC
ПДХ
FDC

№6 5
ТАI2/ Flu150/

Thymo10/ CY100/
Mel 100

Rit, Tac, Mtx, 
Abatacept

СНД 
MUD

КМ 
BM 31 ПДХ

FDC
ПДХ
FDC

№7 9 Flu150/Thymo10/ 
CY100/Mel 140 Rit, Tac, Mtx СНД 

MUD
КМ 
BM 27 ПДХ

FDC
ПДХ
FDC

№8 16 Flu90/Thymo5/Mel 
100

Rit, CsA, 
Abatacept, 
Tocilizumab

Повторная ТГСК, 
СРД

Repeat HSCT,
MSD

ПСКК 
PBSC 27 ПДХ

FDC
ПДХ
FDC

№9 8 Flu100/Atgam100/ 
CY70/Mel 100

Rit, Ruxo, CY50, 
Abatacept, 
Tocilizumab

СРД 9/10 
9/10 MSD

КМ + ПСКК 
BM + PBSC 26 ПДХ

FDC
ПДХ
FDC

№10 17 Flu100/Atgam100/ 
CY100/Mel 75 Rit, Mtx, CsA СРД 

MSD
ПСКК 
PBSC 25 ПДХ

FDC
ПДХ
FDC

№11 7 Flu120/Thymo10/ 
CY70/Mel 100

Rit, Ruxo, CY50, 
Abatacept

СРД 9/10 
9/10 MSD

КМ 
BM 25 ПДХ

FDC
ПДХ
FDC

№12 8
ТАI 2/ Flu150/

Thymo7/ CY70/Mel 
140

Rit, Ruxo, CY50, 
Abatacept

СНД 
MUD

КМ 
BM 23 ПДХ

FDC
ПДХ
FDC

№13 14
ТАI 2/ Flu150/

Thymo7/ CY70/Mel 
140

Rit, Ruxo, CY50, 
Abatacept

СНД 
MUD

ПСКК 
PBSC 21 ПДХ

FDC
ПДХ
FDC

№14 14
ТАI 2/ Flu150/

Thymo7/ CY50/Mel 
140

Rit, Ruxo, CY100, 
Abatacept

Гаплоидентичный 
Haploidentical

ПСКК 
PBSC 21 ПДХ

FDC
ПДХ
FDC

№15 14
ТАI 2/ Flu150/

Thymo7/ CY70/Mel 
140

Rit, Ruxo, CY50, 
Abatacept

Повторная ТГСК, 
СРД

Repeat HSCT, MSD

ПСКК 
PBSC 20 10% СК

10% OC
ПДХ
FDC

№16 7 ТАI 2/ Flu150/ CY70/
Mel 100

Rit, Ruxo, CY80, 
Abatacept

СНД 
MUD

КМ 
BM 20 ПДХ

FDC
ПДХ
FDC

№17 11 ТАI 2/ Flu150/ CY70/
Mel 70

Rit, Ruxo, CY80, 
Abatacept

СНД 
MUD

ПСКК 
PBSC 19 ПДХ

FDC
ПДХ
FDC

№18 14 ТАI 2/ Flu150/ 
Thymo7/ CY70/Mel 70

Rit, Ruxo, CY50, 
Abatacept

Повторная ТГСК, 
СРД

Repeat HSCT, MSD

ПСКК 
PBSC 18 ПДХ

FDC
ПДХ
FDC

№19 17 Flu100/Thymo10/ 
CY100/Mel 70

Rit, Tofa, 
Abatacept

СРД 
MSD

ПСКК 
PBSC 10 ПДХ

FDC
ПДХ
FDC

№20 11 Flu100/Thymo10/ 
CY100/Mel 70

Rit, Tofa, 
Abatacept

СРД 
MSD

ПСКК 
PBSC 6 ПДХ

FDC

Не 
определялся 

Not tested

№21 6 Flu100/Thymo10/ 
CY100/Mel 70

Rit, Tofa, CY25, 
Abatacept

СРД 
MSD

ПСКК 
PBSC

4 ПДХ
FDC

9% СК
9% OC

Примечание. ТАI – торакоабдоминальное облучение (Гр); Flu – флударабин (мг/м2); Atgam – АТГАМ (мг/кг); Thymo – тимоглобулин (мг/кг); CY – цикло-
фосфамид (мг/кг); Mel – мелфалан (мг/м2); Rit – ритуксимаб; Tac – такролимус; CsA – циклоспорин А; Mtx – метотрексат; Ruxo – руксолитиниб; Tofa – 
тофацитиниб; Abatacept – абатацепт; Tocilizumab – тоцилизумаб; СРД 9/10 – совместимый 9/10 родственный донор; ОХ – общий химеризм.
Notes. ТАI – thoracoabdominal irradiation (Gr); Flu – fludarabine (mg/m2); Atgam (мг/кг); Thymo – thymoglobulin (mg/kg); CY – cyclophosphamide (mg/kg); Mel – melphalan  
(mg/m2); Rit – rituximab; Tac – tacrolimus; CsA – cyclosporin А; Mtx – methotrexate; Ruxo – ruxolitinib; Tofa – tofacitinib; GVHD – graft-versus-host disease; MSD – matched sibling 
donor; MUD – matched unrelated donor; 9/10 MSD – 9/10 matched sibling donor; HSCT – hematopoietic stem cell transplantation; PBSC – peripheral blood stem cells; BM – bone 
marrow, TC – total chimerism; FDC – full donor chimerism; OC – own cells.

жения трансплантата. В нашем исследовании по 
результатам мониторинга в периферической крови 
ОХ и CD3+-линейного химеризма в течение периода 
наблюдения у большинства детей сохранялся ПДХ. По 

данным последних результатов по ОХ 20 (95%) паци-
ентов имеют ПДХ, у 1 сохраняется 9% СК; по CD3+-
линии 18 (85,7%) – ПДХ, у 3 пациентов определялся 
СХ с различной долей СК (9–13%).
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Все пациенты живы, тяжелых осложнений ни в 
одном случае на протяжении всего периода наблю-
дения зафиксировано не было. 

Проанализирована зависимость результатов ТГСК 
от потенциально значимых факторов – характеристик 
пациентов, трансплантата, донора, кондициониро-
вания, режима иммуносупрессии. 

При анализе влияния различных факторов на 
сроки восстановления лейкопоэза не выявлено 
влияния режима профилактики РТПХ, типа донора, 
включения ТАI в кондиционирование (таблица 2). 

Близкие к значимым (р = 0,08) различия выяв-
лены лишь между группами пациентов, получивших 
разные источники гемопоэтических стволовых  
клеток – в группе КМ восстановление лейкопоэза 
происходило дольше, чем в группе ПСКК. Также 
близки к значимым (р = 0,13) различия длитель-
ности восстановления лейкопоэза в зависимости от 
наличия (медиана 17 дней) или отсутствия (медиана 
21 день) редукции дозы мелфалана в кондициони-
ровании – быстрее восстановление происходило 
при редукции дозы препарата. Кроме того, восста-
новление лейкопоэза было заметно длительнее 
(медиана 24,5 дня) в группе пациентов, получивших 
менее клеточный по CD34+ (менее 4 × 106/кг) транс-
плантат по сравнению с группой пациентов с более 
клеточным (медиана восстановления лейкопоэза  
17 дней), однако ввиду малочисленности групп значи-
мость различий не была достигнута.

При анализе влияния различных факторов на 
развитие токсических осложнений не выявлено 
различий в группах с использованием ингибиторов 
кальциневрина и янус-киназ (р = 0,59), с и без ТАI  
(р = 0,41), в зависимости от источника гемопоэти-
ческих стволовых клеток (р = 0,67), типа донора  
(р = 0,31). Близкие к значимым (р = 0,15) различия 
выявлены лишь между группами пациентов, полу-
чивших в режиме кондиционирования редуциро-
ванные и полные дозы мелфалана – осложнений в 
группе редукции доз было в 4 раза меньше. 

Анализ развития оРТПХ у наблюдаемых детей 
(таблица 3) не показал различий в ее частоте в 
группах больных, разделенных по режиму профилак-
тики РТПХ, типу донора, редукции дозы мелфалана 
в режиме кондиционирования. Близкие к значимым 
различия (р = 0,13) отмечались в группе пациентов, 
получивших в качестве гемопоэтических стволовых 
клеток КМ – частота оРТПХ у них была вдвое выше 
(60,0%) по сравнению с пациентами, получившими 
ПСКК (27,3%). При этом большинство из них явля-
лись СНД.

Одним из факторов риска развития оРТПХ явля-
ется высокое содержание CD3+-клеток в транс-
плантате. В нашем исследовании не было значимых 
различий (р = 0,3) медиан содержания CD3+-клеток в 

трансплантате между группами пациентов с разви-
тием оРТПХ в посттрансплантационном периоде и с 
отсутствием данного осложнения. Однако следует 
отметить, что в группе пациентов с развитием оРТПХ 
содержание CD3+-клеток в трансплантате оказа-
лось ниже (медиана 0,9 (0,4–13) × 108/кг) по срав-
нению с группой пациентов без оРТПХ (медиана  
3,15 (0,27–19) × 108/кг). Следует в очередной раз 
подчеркнуть, что у большинства СНД источником 
гемопоэтических стволовых клеток был КМ.

В исследуемой группе пациентов не было выяв-
лено влияния режима профилактики РТПХ, типа 
донора, включения ТАI в кондиционирование и источ-
ника гемопоэтических стволовых клеток на появ-
ление СХ. 

Клеточность трансплантата также не влияла на 
частоту СХ – медиана CD34+-клеток в трансплантате в 
группе пациентов с СХ составила 8,4 (3–11,7) × 108/кг,  

Таблица 2
Анализ потенциального влияния различных факто-
ров на длительность восстановления лейкопоэза у 
пациентов с ПАА после ТГСК
Table 2
An analysis of the potential influence of various factors on 
leukopoiesis recovery time in the patients with acquired 
aplastic anemia (АAA) after HSCT

Фактор
Factor

Медиана 
(разброс) 

восстановления 
лейкопоэза, дни

The median 
time (range) of 

leukopoiesis 
recovery, days

р

Основа режима профилактики РТПХ
Approaches to GVHD prophylaxis

Ингибиторы кальциневрина (n = 9)
Calcineurin inhibitors (n = 9) 16 (11–29)

0,57
Ингибиторы янус-киназ (n = 12)
Janus kinase inhibitors (n = 12) 17,5 (11–38)

Тип донора
Donor type

СНД (n = 11)
MUD (n = 11) 17 (11–28)

0,25
СРД (n = 9)
MSD (n = 9) 21 (12–29)

Наличие ТАI в режиме кондиционирования
Inclusion of ТАI in the conditioning regimen

С ТАI (n = 12)
With ТАI (n = 12) 17 (11–28)

0,22
Без ТАI (n = 9)
Without ТАI (n = 9) 19 (12–38)

Источник гемопоэтических стволовых клеток
Hematopoietic stem cell source

КМ (n = 10)
BM (n = 10) 21 (12–29)

0,08
ПСКК (n = 11)
PBSC (n = 11) 17 (11–38)

Количество CD34+-клеток в трансплантате
The number of CD34+ cells in a graft

Более 4 × 106/кг (n = 17)
More than 4 × 106/kg (n = 17) 17 (11–38)

0,3
Менее 4 × 106/кг (n = 4)
Less than 4 × 106/kg (n = 4) 24,5 (11–29)

Редукция дозы мелфалана в кондиционировании
Melphalan dose reduction in conditioning

Нет (n = 9)
No (n = 9) 21 (16–38)

0,13
Да (n = 12)
Yes (n = 12) 17 (11–29)
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Таблица 3
Анализ потенциального влияния различных фак-
торов на развитие оРТПХ у пациентов с ПАА после 
ТГСК
Table 3
An analysis of the potential influence of various factors on 
the development of acute GVHD in the patients with АAA after 
HSCT

Фактор
Factor

Пациенты 
с оРТПХ
Patients 

with acute 
GVHD

р

n %
Основа режима профилактики РТПХ

Approaches to GVHD prophylaxis 

Ингибиторы кальциневрина (n = 9)
Calcineurin inhibitors (n = 9) 4 44,4

0,62
Ингибиторы янус-киназ (n = 12)
Janus kinase inhibitors (n = 12) 5 41,7

Тип донора
Donor type

СНД (n = 11)
MUD (n = 11) 5 45,5

0,43Гаплоидентичный (n = 1)
Haploidentical (n = 1) 1 100

СРД (n = 9)
MSD (n = 9) 3 33,3

Источник гемопоэтических стволовых клеток
Stem cell source

КМ (n = 10)
BM (n = 10) 6 60,0

0,13
ПСКК (n = 11)
PBSC (n = 11) 3 27,3

Редукция дозы мелфалана в кондиционировании
Melphalan dose reduction in conditioning

Нет (n = 9)
No (n = 9) 5 55,6

0,3
Да (n = 12)
Yes (n = 12) 4 33,3

в группе пациентов с ПДХ – 8,2 (3–13,6) × 108/кг, 
значимых различий не получено (р = 0,74).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ ИССЛЕДОВАНИЯ

Основными задачами в улучшении результатов 
ТГСК у пациентов с ПАА в настоящее время явля-
ются профилактика отторжения трансплантата и 
развития оРТПХ, снижение токсичности кондицио-
нирования и режима иммуносупрессивной терапии, 
предотвращение персистенции СХ. Проблемы токсич-
ности и иммунных осложнений частично решаются 
включением в новые схемы профилактики РТПХ 
менее токсичных ингибиторов янус-киназ в качестве 
базисного препарата взамен блокаторов кальцинев-
рина, а также дополнительных иммуносупрессивных 
препаратов (тоцилизумаб, абатацепт и т. д.). В нашем 
исследовании профилактическая эффективность 
ингибиторов янус-киназ и блокаторов кальциневрина 
была сопоставима, как и их влияние на длительность 
восстановления лейкопоэза, частоту СХ. Результат 
анализа факторов, влияющих на развитие РТПХ, в 
исследуемой группе пациентов показал большую ее 
частоту среди больных, получивших трансплантат 
КМ по сравнению с ПСКК, а также у пациентов с 

меньшим содержанием в трансплантате CD3+-клеток, 
что связано с более низким их содержанием в КМ по 
сравнению с ПСКК, а в исследуемой группе пациентов 
именно КМ был приоритетным источником гемопоэти-
ческих стволовых клеток при трансплантации от СНД 
и СРД 9/10. Кроме того, при получении высоких пока-
зателей содержания CD3+-клеток в трансплантате 
проводилась интенсификация режима профилактики 
РТПХ, в большинстве случаев циклофосфамидом.

Снижение токсичности кондиционирования у ряда 
пациентов с отягощенными соматическим и инфекци-
онным статусами достигалось за счет редукции доз 
химиопрепаратов, исключения ТАI из схемы конди-
ционирования, применения ингибиторов янус-киназ 
для иммуносупрессивной профилактики. Особо инте-
ресен тот факт, что у 2 детей с индивидуальной непе-
реносимостью АТГ препарат был исключен из режима 
кондиционирования без каких-либо негативных 
последствий благодаря использованию посттранс-
плантационного циклофосфамида, что согласуется 
с опубликованными сравнительными данными иссле-
дований зарубежных коллег [10]. Кроме того, следует 
подчеркнуть, что в нашем исследовании повторные 
ТГСК у 2 пациентов с включением мелфалана в 
кондиционирование, выполненные после отторжения 
трансплантата от того же СРД, были эффективны.

Для преодоления персистенции собственного 
гемопоэза, гипофункции и отторжения трансплантата 
пациенты исследуемой группы в схеме кондициони-
рования получили мелфалан, который обладает как 
иммуноаблативными, так и миелоаблативными свой-
ствами. Подобный подход показал хорошие резуль-
таты – частота и тяжесть инфекционных, иммунных 
и токсических осложнений была низкой, при этом 
зафиксирована удовлетворительная функция транс-
плантата и ПДХ у 95% пациентов по данным итоговых 
результатов. Подобные результаты согласуются с 
опубликованными данными зарубежных исследо-
ваний, в которых отмечено преимущество схемы 
кондиционирования с включением мелфалана по 
сравнению с традиционными режимами в отношении 
риска отторжения трансплантата у пациентов с ПАА 
после ТГСК [8].

Следует отметить, что в представленном иссле-
довании ввиду малочисленности группы наблюдения 
не удалось получить статистическую значимость при 
сравнении различий основных параметров ТГСК и 
характеристик пациентов, поэтому мы отмечали лишь 
тенденцию к достижению значимости различий тех 
или иных показателей. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Включение мелфалана в режим кондициониро-
вания у пациентов с ПАА перед ТГСК в сочетании 
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с новыми менее токсичными схемами профилак-
тики РТПХ и сопроводительной терапии может стать 
эффективной опцией преодоления у таких больных 
персистенции собственного гемопоэза, риска оттор-
жения трансплантата и появления СХ после ТГСК 
при низком уровне токсичности и частоты развития 
иммунных осложнений. Безусловно, необходимо 
проведение дальнейших исследований в этом направ-
лении с включением в группы наблюдения большего 
числа пациентов и показателей для получения более 
статистически значимых новых данных в целях опти-
мизации схем терапии и улучшения результатов ТГСК 
у пациентов с ПАА. 
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Результаты терапии детей  
с острым миелоидным лейкозом 
промежуточного риска, получивших 
аллогенную трансплантацию 
гемопоэтических стволовых клеток
с кондиционированием высокими 
дозами треосульфана  
от геноидентичного родственного 
донора в первой клинико-
гематологической ремиссии 
И.И. Калинина1, Л.Н. Шелихова1, М.А. Илюшина1, Г.О. Бронин2, М.М. Антошин3,  
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1ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр детской гематологии,  
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исследовательский медицинский университет им. Н.И. Пирогова» Минздрава России, Москва

Вопрос о целесообразности аллогенной трансплантации гемопоэтических стволовых клеток 
(ТГСК) у детей с острым миелоидным лейкозом (ОМЛ) промежуточного риска в первой клинико-
гематологической ремиссии остается открытым. Мы проанализировали результаты ТГСК от 
геноидентичного сиблинга с миелоаблативным кондиционированием на основе высоких доз 
треосульфана и усиленной профилактикой реакции «трансплантат против хозяина» (РТПХ) у 
пациентов, получивших трансплантацию после 2 или 3 курсов химиотерапии (ХТ) в сравнении 
с продолжением высокодозной ХТ. Исследование одобрено независимым этическим комитетом 
и утверждено решением ученого совета НМИЦ ДГОИ им. Дмитрия Рогачева. В основную группу 
исследования вошли 22 реципиента ТГСК, в группу сравнения – 240 пациентов, у которых 
применяли высокодозную ХТ. В 15 случаях режим кондиционирования включал треосульфан, 
в 3 – бусульфан, в 4 – мелфалан. Источником трансплантата был костный мозг у 12 пациентов 
и периферические стволовые клетки – у 10. Профилактика РТПХ была усилена либо за счет 
добавления 1 или 2 дополнительных иммуносупрессивных препаратов, либо за счет увеличения 
длительности профилактики. Группу сравнения составили 240 пациентов, получивших 1 или  
2 цикла консолидирующей терапии на основе высоких доз цитарабина. Группы были сравнимы по 
всем инициальным характеристикам. Приживление трансплантата достигнуто у всех пациентов: 
медиана интервала до приживления гранулоцитов – день +16 (разброс от +11-го до +21-го дня), до 
приживления тромбоцитов – день +15 (разброс от +11-го до +28-го дня). Основными проявлениями 
токсичности режимов кондиционирования были мукозит – у 12 (54%) пациентов, токсидермия –  
у 6 (27%) и повышение уровня аланинаминотрансферазы – у 4 (18%). Случаев токсической 
летальности не было. Острая и хроническая РТПХ, потребовавшая медикаментозной терапии, 
развилась у 15% пациентов. Четверо реципиентов ТГСК рецидивировали в сроки от 3 мес до  
3 лет после трансплантации. В группе применения высокодозной ХТ 24 (10%) пациента умерли 
от инфекционных осложнений и у 79 (37%) развился рецидив ОМЛ. Кумулятивный риск рецидива 
составил 0,23 ± 0,10 и 0,44 ± 0,4, вероятность общей выживаемости – 0,88 ± 0,08 и 0,83 ± 0,03 у 
реципиентов ТГСК и высокодозной ХТ соответственно (p > 0,05). ТГСК от геноидентичного сиблинга 
у пациентов промежуточного риска в первой клинико-гематологической ремиссии является 
безопасной и эффективной процедурой на уровне тенденции, снижающей риск рецидива ОМЛ. 
Ключевые слова: дети, острый миелоидный лейкоз, родственная трансплантация гемопоэтических 
стволовых клеток, треосульфан
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Results of allogeneic hematopoietic stem cell transplantation  
from a genoidentical sibling after high-dose treosulfan-based 
conditioning in children with intermediate-risk acute myeloid  
leukemia in first clinical and hematological remission
I.I. Kalinina1, L.N. Shelikhova1, M.A. Ilyushina1, G.O. Bronin2, M.M. Antoshin3, E.V. Skorobogatova3,  
M.A. Maschan1, G.A. Novichkova1, A.A. Maschan1

1The Dmitry Rogachev National Medical Research Center of Pediatric Hematology, Oncology and Immunology of Ministry of Healthcare  
of the Russian Federation, Moscow 
2The Morozov Children's City Clinical Hospital of the Department of Health of Moscow, Moscow
3The Russian Children's Clinical Hospital of the N.I. Pirogov Russian National Research Medical University of Ministry of Healthcare  
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The value of allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) in first remission in children with intermediate-risk 
acute myeloid leukemia (AML) remains the matter of debate. We analyze the outcome of HSCT from a genoidentical sibling 
with high-dose treosulfan-based myeloablative conditioning and enhanced graft-versus-host disease (GVHD) prophylaxis in 
comparison with continuation of high-dose chemotherapy (CT). The study was approved by the Independent Ethics Committee 
and the Scientific Council of the Dmitry Rogachev National Medical Research Center of Pediatric Hematology, Oncology and 
Immunology of Ministry of Healthcare of the Russian Federation. A group of interest consisted of 22 HSCT recipients and a 
comparison group consisted of 240 patients who received high-dose CT. The conditioning regimens included treosulfan  
(n = 15), busulfan (n = 3), and melphalan (n = 4). The graft source was bone marrow in 12 patients and peripheral stem cells in 
10 patients. GVHD prophylaxis was intensified either by including 1 or 2 additional immunosuppressive drugs or by increasing 
the duration of prophylaxis. The comparison group consisted of 240 patients who received 1 or 2 cycles of high-dose cytarabine-
based consolidation therapy. The groups were matched for all initial characteristics. Engraftment was achieved in all 22 HSCT 
recipients: the median time to granulocyte recovery was day +16 (range, day +11 – day +21) and the median time to platelet 
recovery was day +15 (range, day +11 – day +28). The main toxicities of the conditioning regimens were mucositis in 12 (54%) 
patients, skin lesions in 6 (27%) patients, and an increase of alanine aminotransferase in 4 (18%) patients. There were no cases 
of toxicity-related mortality. Acute and chronic GVHD, requiring medical treatment developed in 15% of the patients. Four HSCT 
recipients relapsed between 3 months to 3 years after HSCT. In the high-dose CT group, 24 (10%) patients died of infectious 
complications and 79 (37%) patients developed a relapse. The cumulative incidence of relapse was 0.23 ± 0.10 and 0.44 ± 0.4 
and the probability of the overall survival was 0.88 ± 0.08 and 0.83 ± 0.03 in the HSCT group and high-dose CT group, respectively 
(p > 0.05). HSCT from a genoidentical sibling in intermediate-risk AML patients in first clinical and hematological remission is a 
safe and effective procedure, and tends to reduce the risk of AML relapse. 
Key words: children, acute myeloid leukemia, related hematopoietic stem cell transplantation, treosulfan
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Результаты лечения острого миелоидного 
лейкоза (ОМЛ) у детей, несмотря на суще-
ственный прогресс, достигнутый за последние 

20 лет, остаются субоптимальными. Если при анализе 
выживаемости при ОМЛ не учитывать пациентов с 
промиелоцитарным лейкозом, у которых благодаря 
комбинированной терапии полностью транс-ретино-
евой кислотой и препаратами мышьяка показатели 
безрецидивной выживаемости должны приближаться 
к 100%, то даже в высокоразвитых странах, в 
которых на поток поставлены самые совершенные 
технологии лечения и создана сложная и дорогая 
инфраструктура сопроводительной терапии, веро-
ятность выздоровления детей с ОМЛ составляет 
65–70%, в то время как в менее развитых странах 
этот показатель находится на отметке 30–50%. 
В проведенном регистрационном исследовании 
результатов лечения ОМЛ в Российской Феде-
рации нами показано, что вероятность 5-летней 
общей и бессобытийной выживаемости составила  
0,60 ± 0,025 и 0,42 ± 0,025 соответственно при 
кумулятивном риске рецидива (КРР) 0,37 ± 0,027 [1].

Следует отметить, что за последние 20 лет улуч-
шение показателей общей выживаемости достигнуто 
не за счет прорывов в результатах терапии первой 
линии, которая остается практически неизменной в 
течение 40 лет, а благодаря улучшению результатов 
терапии рецидивов и рефрактерных форм ОМЛ. 
Сегодня интенсивная химиотерапия (ХТ) и как куль-

минация – аллогенная трансплантация гемопоэти-
ческих стволовых клеток (ТГСК) позволяют добиться 
излечения примерно у 40% пациентов с рецидивами 
и рефрактерными формами ОМЛ [2].

В рамках современной терапевтической пара-
дигмы, основанной на интенсивной индукционной 
терапии стандартными дозами цитарабина (AraC), 
стандартными/повышенными дозами антрациклинов 
и (в большинстве современных протоколов) этопо-
зидом, постремиссионной терапии высокими дозами 
AraC (HDAraC) с антрациклинами и этопозидом 
и ТГСК у пациентов высокого риска вероятность 
достижения клинико-гематологической ремиссии с 
неопределяемой минимальной резидуальной (детек-
тируемой) болезнью (МОБ) составляет 80–85% при 
КРР 30–40%. Следует подчеркнуть, что риск недо-
стижения ремиссии, рецидива, а также шансы на 
успешную «терапию спасения» при данной терапев-
тической стратегии в наибольшей степени зависят 
от инициальных цитогенетических и молекулярно- 
генетических характеристик лейкемических клеток. 
В соответствии с этим современная стратифи-
кация разделяет первичных пациентов на группы 
стандартного, промежуточного и высокого риска. 
У пациентов группы стандартного риска, которая 
помимо CBF-лейкемий в последние годы попол-
нилась пациентами с ОМЛ с биаллельными мута-
циями в гене CEBPA и мутациями в гене NPM1 без 
активирующих мутаций в гене FLT3, вероятность 
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достижения МОБ-негативной ремиссии приближа-
ется к 100% и риск рецидива составляет 20–30%. 
Поскольку большинство пациентов из группы стан-
дартного риска, рецидивировавших после терапии 
первой линии, достигают повторной ремиссии и 
выздоровления после ТГСК во второй ремиссии, 
они не рассматриваются в качестве кандидатов на 
аллогенную ТГСК в первой полной ремиссии (ПР1). 
Напротив, у пациентов из группы высокого риска, 
несмотря на то, что 80% из них достигают полной 
ремиссии после терапии первой линии, вероятность 
развития рецидива составляет 50–90% вне зависи-
мости от интенсивности постремиссионной терапии, 
и, более того, вероятность излечения даже при 
достижении второй ремиссии и проведении ТГСК 
не превышает 20–40%. Исходя из этого все паци-
енты из группы высокого риска расцениваются в 
качестве кандидатов на ТГСК в первой ремиссии  
ОМЛ.

У пациентов группы промежуточного риска, опре-
деляемого как ОМЛ с отсутствием цито- и молеку-
лярно-генетических характеристик стандартного 
и высокого риска, вероятность получения МОБ- 
негативной ремиссии составляет около 90%, а риск 
рецидива – 30–40%. В связи с этим вопрос о необ-
ходимости ТГСК в ПР1 у этих пациентов является 
дискуссионным. 

ТГСК традиционно считалась методом лечения 
гораздо более токсичным и ассоциированным с 
высоким по сравнению с ХТ количеством ранних и 
поздних осложнений и смертностью, особенно это 
касалось трансплантаций от альтернативных (нерод-
ственных и гаплоидентичных) доноров, в связи с чем 
у пациентов промежуточного риска ТГСК в первой 
ремиссии выполнялась только от геноидентичного 
сиблинга. В то же время своевременно проведенная 
ТГСК не более токсична, чем курсы интенсивной  
ХТ [3]. 

Более того, токсичности режимов кондициони-
рования, по крайней мере, ранней, главным образом 
связанной с применением высоких доз базового для 
пациентов с ОМЛ препарата – бусульфана (вено-
окклюзионная болезнь печени, судороги, тяжелые 
мукозиты, токсидермия, нарушения роста), можно 
избежать путем его замены на треосульфан, который 
в высоких суммарных дозах (36–42 г/м2) является 
миелоаблативным агентом с высокой антилейкеми-
ческой активностью [4, 5].

Использование треосульфана вместо бусуль-
фана в качестве базового миелоаблативного агента 
делает ТГСК существенно более безопасной проце-
дурой, что особенно важно для пациентов с ОМЛ с 
промежуточным прогнозом. Кроме того, усовершен-
ствование технологии подбора донора и методов 
профилактики реакции «трансплантат против 

хозяина» (РТПХ) существенно снизило остроту 
проблемы острой и хронической РТПХ.

В данной статье мы проанализировали резуль-
таты терапии детей с ОМЛ промежуточного риска, 
получивших в ПР1 ТГСК от геноидентичного сиблинга 
с миелоаблативным кондиционированием на основе 
высоких доз треосульфана в сравнении с пациен-
тами, вышедшими в ПР1 после курса индукционной 
ХТ, не имевшими HLA-идентичного сиблинга и не 
получившими трансплантацию.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В исследование включены пациенты в возрасте от 
10 дней до 18 лет на момент установления диагноза 
ОМЛ промежуточного риска. Исследование одобрено 
независимым этическим комитетом и утверждено 
решением ученого совета НМИЦ ДГОИ им. Дмитрия 
Рогачева.

Подробное описание протокола терапии и стра-
тификация на группы риска была опубликована нами 
ранее. Коротко: до 2018 г. пациенты относились к 
группе промежуточного риска при отсутствии цито-
генетических аномалий, характеризующих стан-
дартный и высокий риск, после 2018 г. – в критерии 
стандартного риска добавились мутации в гене 
NPM1 без дополнительных молекулярных аномалий 
или с FLT3-ITD с аллельным соотношением <0,5, 
нормальным кариотипом без FLT3-ITD, М7-субвариант 
с t(1;22)(p13;q13)/RBM15::MKL1 и биаллельными 
мутациями в гене CEBPA. Также после 2018 г. обяза-
тельным условием являлось достижение МОБ-нега-
тивной ремиссии после курса индукции и сохранение 
МОБ-негативности до проведения ТГСК. 

Пациентам промежуточного риска ТГСК плани-
ровалась только при наличии семейного геноиден-
тичного донора. Следует особенно отметить, что 
пациенты, отвечающие инициальным критериям ОМЛ 
промежуточного риска, у которых не была достигнута 
ПР1 после индукционной терапии, получали лечение 
согласно «ветке» протокола для рефрактерных ОМЛ, 
и ТГСК (от любого аллогенного донора – родствен-
ного, неродственного, гаплоидентичного) планирова-
лась всем. Эти первично рефрактерные пациенты не 
вошли в настоящий анализ.

Пациентам промежуточного риска, у которых 
был идентифицирован HLA-совместимый сиблинг 
(по всем 10 аллелям HLA, A, B, C, DR и DQ по высо-
кому разрешению), ТГСК проводилась после 2 или 
3 курсов ХТ – индукции стандартными дозами AraC, 
антрациклинами и этопозидом и 1–2 курсов постре-
миссионной терапии на основе HDAraC. 

Всего ТГСК в ПР1 от родственного геноидентич-
ного сиблинга была выполнена 22 пациентам. Источ-
ником гемопоэтических клеток был костный мозг 
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(КМ) у 12 и мобилизованные с помощью гранулоци-
тарного колониестимулирующего фактора гемопо-
этические клетки периферической крови (ПСК) – у  
10 пациентов. У подавляющего большинства паци-
ентов (n = 15) базовым миелоаблативным препаратом 
был треосульфан, у 3 – бусульфан и у 4 – мелфалан. 
У большинства пациентов профилактика РТПХ была 
усилена по сравнению со стандартной профилак-
тикой ингибитором кальциневрина и коротким курсом 
метотрексата (таблица 1). 

Данные по режимам кондиционирования и профи-
лактике РТПХ представлены в таблице 1. 

Профилактику веноокклюзионной болезни печени 
не проводили. ТГСК осуществлялась в стерильных 

боксах с HEPA-фильтрацией и положительным давле-
нием воздуха, профилактика/лечение инфекционных 
осложнений и трансфузионная терапия проводились 
согласно стандартным протоколам. Плановое назна-
чение гранулоцитарного колониестимулирующего 
фактора не рекомендовалось, однако оставлялось 
на усмотрение лечащего врача. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Из 1082 первичных пациентов с ОМЛ 355 относи-
лись к группе инициального промежуточного риска 
(184 мальчика и 171 девочка), медиана возраста 
8,5 лет (от 10 дней до 17,8 года) (Q1 2,5; Q3 13,9). 

Таблица 1
Режимы кондиционирования и профилактика РТПХ у реципиентов ТГСК
Table 1
The conditioning regimens and prophylaxis of graft-versus-host disease (GVHD) in hematopoietic stem cell transplantation 
(HSCT) recipients
Пациент
Patient

Кондиционирование
Conditioning

Профилактика РТПХ
GVHD prophylaxis

Источник трансплантата
Graft source

№1 Тreo + Flu + VP ПТЦф + ММФ 
PTCy + MMF

КМ 
BM

№2 Treo + Mel + Flu ПТЦф + руксолитиниб + абатацепт 
PTCy + ruxolitinib + abatacept

ПСК 
PBSC

№3 Treo + Mel + Flu Абатацепт + тофацитиниб
Abatacept + tofacitinib

ПСК 
PBSC

№4 Treo + Mel + Flu CsA + ММФ 
CsA + MMF

КМ 
BM

№5 Treo + Mel + Flu Mtx + CsA ПСК 
PBSC

№6 Treo + Mel + Flu Mtx + CsA ПСК 
PBSC

№7 Treo + Mel + Flu Mtx + CsA КМ 
BM

№8 Тreo + Flu + VP ПТЦф + барицитиниб + абатацепт, ведолизумаб
PTCy + baricitinib + abatacept + vedolizumab

КМ 
BM

№9 Тreo + Flu + VP ПТЦф + барицитиниб + абатацепт, ведолизумаб
PTCy + baricitinib + abatacept + vedolizumab

КМ 
BM

№10 Treo + Thio + Flu Абатацепт + тоцилизумаб + бортезомиб
Abatacept + tocilizumab + bortezomib

ПСК* 
PBSC*

№11 Treo + Mel + Flu CsA, ММФ 
CsA, MMF

КМ 
BM

№12 Тreo + Flu + VP ПТЦф, CsA
PTCy, CsA

ПСК
PBSC

№13 Treo + Mel + Flu CsA, абатацепт, ММФ 
CsA, abatacept, MMF

КМ 
BM

№14 Тreo + Flu + VP ПТЦф + руксолитиниб + абатацепт + ведолизумаб
PTCy + ruxolitinib + abatacept + vedolizumab

ПСК 
PBSC

№15 Тreo +Flu + VP ПТЦф + руксолитиниб + абатацепт + ведолизумаб
PTCy + ruxolitinib + abatacept + vedolizumab

ПСК 
PBSC

№16 Bu + Mel + Flu АТГ + Mtx
ATG + Mtx

КМ 
BM

№17 Bu + Flu + Thio Tacro + Mtx ПСК 
PBSC

№18 Bu + Flu + Thio Tacro + Mtx ПСК 
PBSC

№19 Mel + HDAraC + Mit + Flu АТГ + CsA + ММФ 
ATG + CsA + MMF

КМ 
BM

№20 Mel + HDAraC + Mit + Flu АТГ + CsA + Mtx
ATG + CsA + Mtx

КМ 
BM

№21 Mel + HDAraC +Mit + Flu АТГ + CsA + ММФ 
ATG + CsA + MMF

КМ 
BM

№22 Mel + Flu + HDAraC + Mit АТГ + CsA + ММФ 
ATG + CsA + MMF

КМ 
BM

Примечание. Treo – треосульфан 42 г/м2; Bu – бусульфан 16 мг/кг; Mel – мелфалан 180 мг/м2 при монотерапии, 140 мг/м2 при сочетании с treo; thio – 
тиотепа 10 мг/мг; ПТЦф – посттрансплантационный циклофосфамид; АТГ – антитимоцитарный глобулин; Mtx – метотрексат; Flu – флударабин 150 мг/м2; 
VP – этопозид 60 мг/кг; Mit – митоксантрон; ММФ – микофенолата мофетил; CsA – циклоспорин; Tacro – такролимус. * – у этого пациента проводилась 
a/b-CD19-деплеция трансплантата.
Note. Treo – treosulfan 42 g/m2; Bu – busulfan 16 mg/kg; Mel – melfalan 180 mg/m2 as monotherapy, 140 mg/m2 in combination with treo; thio – thiotepa 10 mg/kg; PTCy – post-
transplant cyclophosphamide; ATG – antithymocyte globulin; Mtx – methotrexate; Flu – fludarabin 150 mg/m2; VP – etoposide 60 mg/kg; Mit – mitoxantrone; HDAraC – high dose 
cytarabine; MMF – mycophenolate mofetil; CsA – cyclosporine; Tacro – tacrolimus. BM – bone marrow; PBSC – peripheral blood stem cell; * – this patient received a/b-CD19 depleted 
PBSC.
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Медиана числа лейкоцитов в дебюте заболевания 
составила 17,2 (0,25–540) × 109/л (Q1 4,4; Q3 64,2), 
у 105 пациентов отмечен гиперлейкоцитоз выше  
50 × 109/л, инициальный нейролейкоз выявлен у 17% 
пациентов, наличие экстрамедуллярного поражения 
было зарегистрировано в 30 (8%) случаях. Распре-
деление по FAB-субвариантам было стандартным: 
наиболее часто встречались М5 и М2 – у 132 (37%) и 
85 (24%) пациентов соответственно, далее по частоте 
встречались М4 – у 47 (13%), М1 – у 41 (11,5%), Мх –  
у 36 (10%), М7 – у 6 (1,5%), М4 с эозинофилией –  
у 5 (1,4%) и М0 – у 3 пациентов. 

Генетическая характеристика группы представ-
лена в таблице 2.

Большинство пациентов получали терапию 
по протоколам ОМЛ-MRD-2018 (n = 193; 55%) и 
ОМЛ-ММ-2000/2006 (n = 101; 28%), остальные – по 
протоколам группы BFM [6–9].

После индукционного курса ХТ полной ремиссии 
достигли 283 (80%) пациента, в 44 (12%) случаях 
ремиссия не была достигнута и 28 (8%) умерли до 
точки контроля достижения ремиссии.

В дальнейшем 15 (5%) из 283 пациентов, 
достигших ремиссии, в ходе терапии развер-
нули гематологический или МОБ-рецидив (повы-
шение уровня МОБ >0,1%) и были переведены на 
ветвь терапии для пациентов с рефрактерным 
течением заболевания, состоящую из интен-
сивной ХТ, как правило, HDAraC + идарубицин + 
флударабин с последующей обязательной ТГСК, 
чаще всего от гаплоидентичного семейного  
донора.

При наличии геноидентичного сиблинга после  
3 курсов ХТ пациенты в ПР1 направлялись на ТГСК, а 
пациенты, не имеющие донора, получали еще 1 курс 
интенсивной ХТ HDAraC + идарубицин. Поддержива-
ющей ХТ после окончания интенсивной фазы прото-
кола пациенты не получали. 

Двадцать четыре пациента (8%) умерли в 
ремиссии до возможного проведения ТГСК или 
последнего блока полихимиотерапии. Шесть паци-
ентов в ходе терапии при получении данных NGS были 
рестратифицированы в группу высокого риска, все 
они получили ТГСК в первой ремиссии от альтерна-
тивного донора.

Всего ТГСК от геноидентичного сиблинга прове-
дена 22 пациентам, группа сравнения составила  
216 пациентов (блок-схема, рисунок 1).

Группы родственной ТГСК и ХТ были сравнимы по 
инициальным характеристикам (таблица 3).

Результаты терапии у реципиентов ТГСК (n = 22)
Медиана интервала от даты диагноза до прове-

дения ТГСК составила 3 (1,5–7) мес. 

Органная токсичность кондиционирования заклю-
чалась главным образом в мукозитах (гингивит, 
стоматит, фарингит, эзофагит), зарегистрированных 
у 12 (54%) пациентов, токсидермии – у 6 (27%), повы-
шении аланинаминотрансферазы – у 4 (18%). У всех 
пациентов развилась фебрильная нейтропения, по 
поводу которой проводилась комбинированная анти-
микробная терапия. Случаев веноокклюзионной 
болезни печени, респираторного дистресс-синдрома, 
осложнений со стороны центральной или перифери-
ческой нервной системы не было.

У всех пациентов зарегистрировано приживление 
трансплантата: гранулоциты – на день +16 (медиана), 
тромбоциты – на день +15 (медиана). Ни один пациент 
не умер в результате инфекционных или токсиче-
ских осложнений в раннем посттрансплантационном 
периоде. 

Оценить развитие РТПХ было возможно только 
у 13 пациентов, из них острая форма развилась  
у 2 (15%) пациентов, с максимальной степенью III – 
у 1 (8%) пациента. Во всех случаях РТПХ полностью 
регрессировала под влиянием терапии глюкокорти-
коидами. Хроническая форма развилась у 2 (15%) 
пациентов и была лимитированной и экстенсивной – 
по у 1 (8%) случаю.

Рецидив ОМЛ развился у 4 (18%) из 22 реципи-
ентов ТГСК: у 2 – поздний (1,2 и 3,2 года от дости-
жения ПР1) и у 2 – ранний (3 и 6 мес от достижения 
ПР1). После проведения «терапии спасения»  
2 пациентки с рецидивом достигли ПР2 и получили 

Таблица 2
Генетическая характеристика пациентов, включен-
ных в исследование (n = 355)
Table 2
Genetic characteristics of the patients included in the study 
(n = 355)

Генетическая характеристика
Genetic characteristics

Число 
пациентов

Number  
of patients

Нормальный кариотип 
Normal karyotype 91

t(9;11)(p21;q23)/KMT2A::MLLT3 90
Другое (различные цитогенетические перестройки) 
Other (various cytogenetic rearrangements) 47

Биаллельные мутации CEBPA 
biCEBPA 30

NPM(+) без дополнительных молекулярных 
аномалий или с FLT3-ITD с аллельным 
соотношением <0,5
NPM(+) without additional molecular abnormalities or with 
FLT3-ITD with an allele ratio <0.5

27

Нет митозов 
No mitoses 27

Нет данных 
No data 12

Трисомия 8-й хромосомы (+8)
Trisomy 8 (+8) 11

Трисомия 21-й хромосомы (+21)
Trisomy 21 (+21) 10

t(1;11)(q21;q23)/KMT2A::MLLT11 8
М7 + t(1;22)(p13;q13)/RBM15::MKL1 2
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1 – от начавших лечение/from those who received at least 1 dose of CT
2 – рецидив на терапии/relapse while on therapy
3 – рестратификация в группу высокого риска по NGS/restratified in HR after NGS results

Промежуточный  
риск, n = 355

Intermediate  
risk, n = 355

28

240 63 22

Подлежат  
оценке, n = 327

Evaluable,  
n = 327 

ПР1, 
n = 283; 80%1

CR1, 
n = 283; 80%1

ТГСК
HSCT

ХТ
Chemotherapy (CT)

Completed 

216 22 

Ранняя смерть, 
n = 28; 8%
Early death, 
n = 28; 8%

Рефрактерность, 
n = 44; 12%

Refractoriness, 
n = 44; 12%

Рецидив,  
n = 15; 4%2

Relapse, n = 15; 4%2

Смерть, n = 0
Death, n = 0

Смерть, n = 24
Death, n = 24

Рецидив, 
n = 79; 37%

Relapse, 
n = 79; 37%

129 + 8 потеряны 
в ПР1

129 + 8 lost in CR1
18

Живы в ПР1, n = 41
Alive in CR1, n = 41

Достигли ПР2
Achieved in CR2 50%62 (78%)

SCT, n = 59; 74%
Получили ТГСК, 

n = 2
Received HSCT, 

n = 2

Живы в ПР2, 
n = 41

Alive in CR2, 
n = 41

Живы, n = 2:  
в ПР1 – 1, 
активное 

заболевание – 1
Alive, n = 2: in CR1 – 
1, active disease – 1

Достигли ПР2, 
n = 2

Achieved in CR2, 
n = 2

Рецидив, 
n = 4; 18%

Relapse,
 n = 4; 18%

Рисунок 1
Блок-схема результатов исследования 
ПР2 – вторая полная ремиссия
Figure 1
Flow-chart showing the results of the study
CR2 – second complete remission

повторные ТГСК от гаплоидентичных доноров, у  
2 пациентов достичь ПР2 не удалось, оба они умерли 
от прогрессии заболевания. 

Таким образом, на момент данного анализа живы 
20 пациентов с медианой наблюдения 6,3 года (2 мес –  
16,5 лет): 18 в ПР1, 1 – в ПР2 и 1 получает лечение 
по поводу 2-го рецидива ОМЛ. Расчетная 5-летняя 
общая выживаемость составила 0,88 ± 0,08, КРР на  
5 лет – 0,23 ± 0,10 (рисунки 2, 3).

Результаты терапии у пациентов, не полу-
чивших ТГСК

Двадцать четыре пациента (10%) умерли от 
инфекционных осложнений в фазе миелотокси-
ческого агранулоцитоза после проведения курсов 
HDAraC.

Из 216 пациентов, достигших ПР1, переживших 
осложнения высокодозной терапии и оставшихся 
в ПР1 после последнего курса ХТ, рецидив в даль-
нейшем развился в 79 (37%) случаях. КРР составил 
0,44 ± 0,04 (рисунок 3).

Повторной ремиссии удалось достичь у  
62 (78%) рецидивировавших и 46 (95%) из них прове-
дена ТГСК в ПР2. У 9 из 62 пациентов ПР2 достиг-
нута только после трансплантации. ТГСК в статусе 
активного заболевания проведена 18 (23%) реци-
дивировавшим пациентам, у которых не удалось 
добиться повторной ремиссии. ПР2 достигли  
12 пациентов.

Всего на момент настоящего анализа умерли 
29 (37%) рецидивировавших пациентов из данной 
подгруппы. Общая выживаемость в группе паци-
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ентов, которые не получили ТГСК в ПР1 составила  
0,83 ± 0,03 (рисунок 2). 

Кривые общей выживаемости и КРР в сравнива-
емых группах представлены на рисунках 2, 3.

Статистически достоверной разницы в общей 
выживаемости получено не было.

Различия в показателях КРР в пользу реципи-
ентов ТГСК прослеживаются на уровне тенден- 
ции, однако не достигают статистической значи- 
мости.

На настоящее время из 355 пациентов, вклю-
ченных в исследование, жив 241 (68%) пациент, из 
них 175 (73%) в ПР1. Восемь пациентов были поте-
ряны из-под наблюдения в ПР1. В рецидиве живы  
4 пациента, во второй ремиссии и более – 54.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ ИССЛЕДОВАНИЯ

Проведение аллогенной ТГСК в ПР1 явля-
ется самым радикальным методом терапии ОМЛ, 
снижающим риск рецидива заболевания примерно  
вдвое [3, 10]. 

В то же время повышенная токсическая леталь-
ность, связанная с ТГСК, обусловленная побоч-
ными эффектами мегадозной ХТ, а также острой 
и хронической РТПХ с сопутствующим им тяжелым 
иммунодефицитом, в достаточно большой мере 
нивелирует преимущества метода. Главными аргу-
ментами оппонентов широкого применения ТГСК 
у детей с ОМЛ являются ссылки на улучшившиеся 

Таблица 3
Инициальные характеристики исследуемых групп 
Table 3
The initial characteristics of the study groups
Параметр
Parameter

ТГСК (n = 22)
HSCT (n = 22)

ХТ (n = 216)
CT (n = 216) p

Возраст, медиана (разброс, квартили), годы
Age, median (range, quartiles), years

5,4 (0,4–17,1)
(Q1 1,9; Q3 10,5)

8,1 (0,18–17,7)
(Q1 2,4; Q3 13,6) 0,33

Пол, мужской/женский 
Gender, boys/girls 7/15 104/112 0,14

Клинико-гематологические данные 
Clinical and hematological data at diagnosis

Лейкоцитоз, медиана (разброс, квартили) 
WBC count, median (range, quartiles)

21,8 (2,2–231)
(Q1 6,8; Q3 29,2)

13,8 (0,25–540)
(Q1 4,3; Q3 52,2) 0,49

Гиперлейкоцитоз 
Hyperleukocytosis 6 55 >0,05

Нейролейкоз 
CNS leukemia 1 28 >0,05

Экстрамедуллярное поражение 
Extramedullary involvement 1 12 >0,05

FAB-субвариант 
FAB subvariant

М0 1 1

>0,05

М1 4 28
М2 5 47
М4 2 29
М4 с эозинофилией 
M4 with eosinophilia 0 4

М5 9 80
М7 0 5
Мх 1 22

Цитогенетические данные 
Cytogenetic data

Нормальный кариотип 
Normal karyotype 6 52

>0,05

t(9;11)(p21;q23)/KMT2A::MLLT3 + M5 5 54
Другое 
Other 3 25

NPM1 2 18
Биаллельные мутации CEBPA 
biCEBPA 1 25

Нет данных 
No data 1 7

Нет митозов 
No mitoses 1 16

t(1;11)(q21;q23)/KMT2A::MLLT11 1 7
Трисомия 8-й хромосомы (+8)
Trisomy 8 (+8) 1 2

Трисомия 21-й хромосомы (+21)
Trisomy 21 (+21) 0 8

t(1;22)(p13;q13)/RBM15::MKL1 0 2
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Рисунок 2
Пятилетняя общая выживаемость в исследуемых 
группах 
Figure 2
The 5-year overall survival in the study groups

Рисунок 3
КРР на 5 лет наблюдения 
Figure 3
The cumulative risk of relapse at 5 years of follow-up

Группа ХТ
Chemotherapy group

Время, годы
Time, years

0,88 ± 0,08, смерть – 2
0,88 ± 0,08, death – 2 

0,83 ± 0,03, смерть – 29
0,83 ± 0,03, death – 29 
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Группа ТГСК
HSCT group

p = 0,64 (log-rank)

Группа ХТ
Chemotherapy group

Время, годы
Time, years

0,44 ± 0,04, рецидив – 79
0,44 ± 0,04, relapse – 79
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результаты ХТ и высокую вероятность дости-
жения повторной ремиссии у пациентов с реци-
дивом с возможностью проведения трансплантации 
во второй ремиссии заболевания. Действительно, у 
пациентов стандартного риска достаточно высокая 
вероятность безрецидивной выживаемости (70–80%) 
и улучшившиеся результаты «терапии спасения» 
формируют рациональную базу для отказа от ТГСК  
в ПР1 [11].

Напротив, у пациентов высокого риска резуль-
таты ХТ остаются неудовлетворительными, а для 
некоторых подгрупп (например, с нарушениями 
экспрессии или мутациями в генах NUP98, TP53, 
MECOM) – попросту катастрофическими, поэтому 
проведение ТГСК у пациентов, достигших ПР1, 

является обязательным для достижения излечения  
[12, 13].

ТГСК у пациентов промежуточного риска в 
протоколах ведущих исследовательских групп не 
предусмотрена при достижении и сохранении ПР1 в 
течение 3–4 мес постремиссионной терапии. Даже в 
отношении ТГСК от геноидентичного донора преобла-
дающим является негативное отношение, не говоря о 
трансплантации от альтернативных доноров, которые 
вообще не рассматриваются в качестве опции консо-
лидации ремиссии у пациентов промежуточного 
риска.

Публикаций, в которых анализируются резуль-
таты аллогенной ТГСК в ПР1 у пациентов промежу-
точного риска, практически нет. В самом «свежем» 
исследовании эффективности гаплоидентичной ТГСК 
с миелоаблативным кондиционированием у детей с 
ОМЛ промежуточного риска после получения как 
минимум 3 курсов интенсивной ХТ показано, что 
КРР через 3 года составил 25,4 ± 4,5%, при вероят-
ности бессобытийной выживаемости >80% у реци-
пиентов, получивших ТГСК в МОБ-негативной ПР1, 
значительно превосходя аналогичные показатели 
пациентов, продолживших интенсивную ХТ. При этом 
острая и хроническая РТПХ развилась у неприемлемо 
большой доли пациентов в результате неадекватной 
профилактики (без посттрансплантационного цикло-
фосфамида или иммуномагнитной деплеции) [14]. 

В нашем исследовании, в котором «отсортиро
ванная» согласно современным критериям популяция 
пациентов с ОМЛ промежуточного риска получила 
ТГСК в ПР1 с кондиционированием на основе высоких 
доз треосульфана, прослежена четкая тенденция к 
улучшению общей выживаемости и снижению КРР, 
хотя статистически эта разница недостоверна в 
связи с малочисленностью группы пациентов, полу-
чивших трансплантацию. Важным фактом является 
то, что ни один из реципиентов ТГСК в ПР1 не умер от 
токсичности процедуры, в то время как смертность 
пациентов, получавших дальнейшую высокодозную 
терапию, составила 10%, что является неприемлемо 
высоким показателем, хотя статистически разница в 
летальности оказалась недостоверной (p = 0,1).

Следует особенно подчеркнуть, что результаты 
анализа сравнительной эффективности ТГСК против 
ХТ, полученные 15–25 лет назад, экстраполировать 
на сегодняшние реалии совершенно некорректно, 
поскольку определение групп промежуточного 
и высокого риска существенно поменялось. Уже  
20 лет назад было очевидно, что группа промежуточ-
ного риска, являясь весьма разнородной «группой 
исключения», должна постепенно уменьшаться 
вплоть до полного исчезновения по мере накопления 
данных по эффективности стандартной ХТ у паци-
ентов, у которых идентифицированы новые хромосо-
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мные или молекулярные аномалии высокого риска 
(например, мутации в генах NUP98, ETV6 или акти-
вирующие мутации в гене FLT3). Кроме того, сегодня 
для принятия решения о целесообразности транс-
плантации в ПР1 появилась возможность опираться 
на такой важнейший критерий, как уровень МОБ, 
несравненно более объективный, чем морфоло-
гическая оценка, показатель качества (глубины) 
ремиссии, достигаемой с помощью ХТ [15].

Двумя важнейшими аргументами против прове-
дения ТГСК в ПР1 являются достаточно высокая 
вероятность достижения повторной ремиссии с 
последующей трансплантацией при рецидиве и 
высокая общая токсичность процедуры ТГСК.

При этом представление о высокой эффектив-
ности терапии рецидива у пациентов инициально 
высокого или промежуточного риска является 
ложным. Так, в работе Klein и соавт. показано, что 
вероятность общей выживаемости пациентов с 
нормальным кариотипом и хромосомными анома-
лиями, характеризовавшими инициальный ОМЛ как 
заболевание промежуточного риска, не превышает 
35% [11].

В нашем исследовании лишь 78% пациентов с 
рецидивом ОМЛ после интенсивной ХТ, достигли ПР2 
и лишь 52% были живы на момент анализа.

Представления же о высокой токсичности ТГСК 
в большой мере сформированы на основании опыта 
1980–2000-х годов, когда в качестве базовых миело-
аблативных элементов режима кондиционирования 
использовались либо тотальное облучение тела, 
либо высокие дозы бусульфана, которые в сочетании 
с высокими дозами циклофосфамида и несовер-
шенной профилактикой РТПХ действительно приво-
дили к тяжелым ранним и поздним осложнениям в 
виде тяжелых мукозитов, геморрагических циститов, 
веноокклюзионной болезни печени, тяжелой острой 
и хронической РТПХ, катаракте, гипофункции щито-
видной железы, диспропорционального роста костей 
и многим другим.

Пополнение арсенала миелоаблативных агентов 
треосульфаном и замена циклофосфамида на 
флударабин привели к заметному снижению частоты, 
тяжести и в целом профиля ранней токсичности 
режимов кондиционирования [16–18]. В нашем иссле-
довании ни один реципиент ТГСК не умер от токсич-
ности процедуры, в то время как 10% пациентов, 
которые получали дальнейшую терапию HDAraC с 
антрациклинами и этопозидом, умерли от инфекци-
онных осложнений. 

У пациентов с ОМЛ монотерапия циклоспорином 
А или в комбинации с метотрексатом (короткий курс) 
в течение десятилетий оставались базой медика-
ментозной профилактики РТПХ, обеспечивая реали-
зацию эффекта «трансплантат-против-лейкемии» 

при приемлемых рисках тяжелой РТПХ. При двойной 
профилактике вероятность развития острой РТПХ 
II–IV степени у реципиентов геноидентичной транс-
плантации составляет не менее 30–40%, а риск 
хронической РТПХ – 20–25% [19, 20].

В то же время миелоаблативное кондициониро-
вание при ОМЛ промежуточного риска, который явля-
ется химиочувствительным вариантом заболевания, 
позволяет полагаться не только на иммунологиче-
ские эффекты ТГСК, в значительной степени корре-
лирующие с развитием РТПХ, но и на, собственно, 
эрадикационный потенциал режима кондициониро-
вания. Понимание этого позволяет оптимизировать 
(усилить, удлинить) профилактику РТПХ, не рискуя 
общим антилейкемическим эффектом трансплан-
тации.

В нашем исследовании токсичность режимов 
кондиционирования, базовым препаратом в которых 
являлся треосульфан, была по «транспланта-
ционным» меркам умеренной и ограничивалась 
мукозитами, токсидермией и повышением аланина-
минотрансферазы, причем частота этих побочных 
эффектов практически зеркально отражает данные 
литературы. У большинства пациентов профилактика 
РТПХ была усилена за счет либо продления терапии 
микофенолата мофетилом до 60 дней после ТГСК, 
либо добавления антитимоцитарного глобулина, 
либо использования ингибиторов JAK2 и абатацепта, 
либо посттрансплантационного циклофосфамида 
(таблица). Низкая вероятность развития клинически 
значимой РТПХ (15%) не привела к увеличению веро-
ятности редицива, которая составила стандартные 
23%. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, у пациентов промежуточного 
риска ТГСК в ПР1, выполненная после миелоабла-
тивного кондиционирования, основанного на высоких 
дозах треосульфана, является безопасной и эффек-
тивной процедурой, способной снизить риск рецидива 
ОМЛ.

В заключение необходимо подчеркнуть, что после 
20 лет стагнации результатов лечения ОМЛ у детей 
появились препараты, которые способны значи-
тельно улучшить прогноз пациентов. Прежде всего, 
это относится к гемтузумабу озогамицину, венето-
клаксу и ингибиторам FLT3, их интеграция в прото-
колы первой линии изменит и результаты терапии, и 
наши представления о группах риска. Тем не менее, 
до того как лечебный потенциал новых препаратов 
станет окончательно ясен, ТГСК, особенно с учетом 
достигнутого прогресса в области безопасности 
технологии, останется важным оружием в арсенале  
лечения ОМЛ. 
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Дефицит фактора свертывания  
XIII у детей: особенности 
диагностики, клинического течения 
и опыт проведения заместительной 
терапии 
Д.Б. Флоринский1, А.В. Пшонкин1, А.В. Полетаев1, Е.А. Серегина1, 2, П.А. Жарков1

1ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр детской гематологии, онкологии  
и иммунологии им. Дмитрия Рогачева» Минздрава России, Москва 
2ФГБУН «Центр теоретических проблем физико-химической фармакологии» РАН, Москва

Дефицит фактора свертывания XIII (FXIII) является крайне редкой коагулопатией с 
распространенностью 1 случай на 2–3 млн. Данный дефицит характеризуется тяжелыми 
проявлениями кровоточивости в виде жизнеугрожающих кровотечений, в том числе повторных 
кровотечений в центральную нервную систему. В НМИЦ ДГОИ им. Дмитрия Рогачева на начало 
2025 г. наблюдались 16 человек с дефицитом FXIII. Мировым стандартом терапии данной патологии 
является применение концентрата FXIII. С 2023 г. дети с подтвержденным наследственным 
дефицитом FXIII получают данный концентрат при помощи фонда «Круг добра». На момент 
публикации статьи 9 из 12 детей, которым была назначена терапия концентратом FXIII, начали 
его получать. У всех пациентов на фоне применения данной терапии наблюдается отсутствие 
спонтанной кровоточивости. В статье описаны особенности клинической картины, фенотипа 
и проявлений кровоточивости у пациентов с дефицитом FXIII, а также представлен опыт 
применения терапии концентратом FXIII. В данном исследовании использованы ретроспективные 
неперсонифицированные данные пациентов, полученные в ходе рутинной клинической практики, 
поэтому оно не требовало одобрения этическим комитетом. 
Ключевые слова: редкие коагулопатии, дефицит фактора свертывания XIII, профилактика, 
концентрат фактора свертывания XIII, дети

Флоринский Д.Б. и соавт. Вопросы гематологии/онкологии и иммунопатологии в педиатрии 2025; 24 (2): 
74–9. DOI: 10.24287/1726-1708-2025-24-2-74-79

Hereditary factor XIII deficiency in children: diagnostic and clinical 
features and clinical experience with replacement therapy
D.B. Florinskiy1, A.V. Pshonkin1, A.V. Poletaev1, E.A. Seregina1, 2, P.A. Zharkov1

1The Dmitry Rogachev National Medical Research Center of Pediatric Hematology, Oncology and Immunology of Ministry of Healthcare  
of the Russian Federation, Moscow 
2Center for Theoretical Problems of Physical and Chemical Pharmacology, Russian Academy of Sciences, Moscow

Factor XIII deficiency is an extremely rare bleeding disorder with a prevalence of 1 in 2–3 millions. This deficiency is characterized 
by severe bleeding manifestations: life-threatening bleeding, including recurrent bleeding into the central nervous system. Here, 
we report 16 cases of factor XIII deficiency in children who were under our observation at the beginning of 2025. The use of factor 
XIII concentrate is a global standard for the treatment of patients with factor XIII deficiency. Since 2023, children with confirmed 
hereditary factor XIII deficiency have been receiving this concentrate with the help of the Circle of Kindness Foundation. By the 
time of publication, 9 out of 12 children who had been prescribed treatment with factor XIII concentrate started to receive it. 
All the patients receiving this therapy do not have spontaneous bleeding. In this article, we describe clinical and phenotypical 
features as well as bleeding manifestations in the patients with factor XIII deficiency and present our experience with factor 
XIII concentrate therapy. Ethical approval was not required since the study involved the use of anonymized retrospective data 
obtained during routine clinical practice. 
Key words: rare bleeding disorders, factor XIII deficiency, prophylactic treatment, factor XIII concentrate, children
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Фактор свертывания XIII (FXIII) является 
фибринстабилизирующим, представлен 
про-гамма-трансглутаминазой, находящейся 

в плазме в форме гетеротетрамера (FXIII-A2B2), 
состоящего из носителя (FXIII-B2) и 2 каталити-
ческих субъединиц (FXIII-A2). Синтезируется как 
в гепатоцитах, так и в моноцитах, макрофагах и 
мегакариоцитах. Период полужизни составляет  
около 9–12 дней [1].

В каскаде свертывания крови FXIII участвует в 
конечной фазе, его активация вызывается тром-
бином. После активации FXIII ковалентно связывает 
2 молекулы фибрина, таким образом происходит 
стабилизация фибринового сгусткa [2]. Однако ролью 
в гемостазе действие FXIII не ограничивается. Также 
он принимает активное участие в процессах ангио-
генеза, заживлении ран, сохранении беременности и 
кардиопротекции [2].
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Субъединица FXIII-A кодируется геном, состо-
ящим из 15 экзонов и 14 интронов. Этот ген охва-
тывает геномную область 160 kb и находится на 
хромосоме 6p24–25. Субъединица FXIII-B кодиру-
ется геном, расположенным на хромосоме1q31–32.1, 
и состоит из 12 экзонов, 11 интронов и охватывает 
геномную область 28 kb [3].

Дефицит FXIII – редкая аутосомно-рецессивная 
коагулопатия с приблизительной частотой встреча
емости около 1 случая на 2–3 млн [4]. 

По литературным данным, для дефицита FXIII 
характерна корреляция между проявлениями гемор-
рагического синдрома и количеством фактора, 
т. е. чем он ниже, тем серьезнее будут кровоте-
чения [5]. По степени тяжести дефицит FXIII делят 
на тяжелую, когда антиген или активность фактора 
ниже 1%, среднетяжелую (от 1 до 4%) и легкую (выше 
5%) формы. Наиболее тяжелый геморрагический 
синдром характерен для пациентов с количеством 
фактора менее 1%. При тяжелой форме отмечается 
высокая частота внутричерепных кровоизлияний (до 
40%), кровотечений со слизистых (до 30%). Особен-
ностью клинических проявлений данного дефицита 
также является ранний дебют (у большинства паци-
ентов это 1 месяц жизни) и наличие кровотечения 
из пуповинного остатка, которое нередко требует 
заместительных гемотрансфузий. У больных с актив-
ностью фактора выше 5% наличие жизнеугрожающих 
кровотечений достаточно нетипично и постановка 
диагноза у них может быть затруднительна ввиду 
лимитированного доступа к диагностике дефицита 
FXIII [6]. Особенностью данного дефицита также 
являются повторные эпизоды невынашивания бере-
менности, что наблюдается в основном у пациенток с 
количеством фактора менее 5% [7].

Диагностика
Основой диагностики дефицита FXIII является 

хорошо собранный анамнез, особенно факт крово
течения из пуповинного остатка и выраженный 
геморрагический синдром без нарушений со стороны 
стандартной коагулограммы. Далее необходимо 
определение активности или антигена FXIII [8]. 

Так как пациенты с данным дефицитом имеют 
тяжелый фенотип кровоточивости, во всех случаях 
с количеством фактора ниже 5% рекомендована 
профилактическая заместительная терапия FXIII [8].

При наличии концентрата FXIII его вводят в дозе 
40 Ед/кг в среднем каждые 4 нед для поддержания 
дефицитного фактора на уровне выше 5%. Тот же 
принцип характерен и для профилактики невына-
шивания беременности у пациенток с данным дефи-
цитом.

Для лечения острых кровотечений также приме-
няется FXIII в дозе 40 Ед/кг с дальнейшим повторным 

введением 20 Ед/кг при необходимости. Альтерна-
тивным методом терапии при отсутствии концентрата 
является применение криопреципитата – 1 доза на 
10 кг массы тела, в случае его отсутствия – свежеза-
мороженной плазмы в дозе 15–25 мл/кг [9]. Исполь-
зование криопреципитата предпочтительнее, так как 
содержание FXIII в нем примерно в 3 раза выше, чем 
в свежезамороженной плазме, соответственно, и 
объем, требующийся для инфузии, в 3 раза меньше 
[10].

В целях профилактической терапии также 
возможно использование криопреципитата – 1 доза 
на 10 кг массы тела каждые 4–6 нед, либо свежеза-
мороженной плазмы 10 мл/кг каждые 4–6 нед [11].

Ранее нами описан клинический случай попытки 
профилактического лечения пациентки с тяжелым 
дефицитом FXIII криопреципитатом с исследованием 
фармакокинетики FXIII, которое показало, что паци-
ентке для поддержания активности дефицитного 
фактора требовалось около 2 трансфузий в месяц, 
соответственно, и 2 госпитализации в стационар в 
месяц, что, конечно же, не может способствовать 
комплаентности терапии [12].

На сегодняшний день существует 2 вида концен-
тратов FXIII: плазматический, содержащий субъеди-
ницы А и В, и рекомбинантный, содержащий только 
субъединицу А (около 95% всех пациентов) [13]. 
Данные препараты не зарегистрированы на терри-
тории Российской Федерации (РФ). Однако с 2023 г. 
в рамках благотворительной программы плазмати-
ческий концентрат закупается фондом «Круг добра» 
для детей с дефицитом FXIII, проживающих на терри-
тории РФ. 

Цель данной работы – продемонстрировать 
особенности диагностики и клинического течения 
дефицита FXIII у детей, а также представить опыт 
применения концентрата FXIII у данных пациентов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В данном исследовании использованы ретроспек-
тивные неперсонифицированные данные пациентов, 
полученные в ходе рутинной клинической практики, 
поэтому оно не требовало одобрения этическим 
комитетом. Оценивался геморрагический синдром 
на основании данных анамнеза и опросника кровото-
чивости для детей (Pediatric Bleeding Questionnaire, 
PBQ) [14], исследование антигена FXIII (HemosIL 
Factor XIII Antigen, Instrumentation Laboratory, США) 
в большинстве случаев проводилось в лаборатории 
гемостаза НМИЦ ДГОИ им. Дмитрия Рогачева, однако 
некоторые образцы были исследованы по месту 
жительства. Оценивались также пол, возраст паци-
ентов, время первого эпизода кровоточивости и 
возраст постановки диагноза. Концентрат FXIII всегда 
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назначался специалистами НМИЦ ДГОИ им. Дмитрия 
Рогачева из расчета 40 ME/кг каждые 28 дней 
внутривенно. Его эффективность определялась при 
помощи повторного сбора геморрагического анам-
неза и субъективной оценки лечащими докторами по 
месту жительства.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

На момент анализа в условиях НМИЦ ДГОИ им. 
Дмитрия Рогачева наблюдались 16 детей с дефи-
цитом FXIII в возрасте от 9 месяцев до 16 лет, 
среди которых преобладали девочки (n = 13; 81%) 
(таблица).

Антиген дефицитного FXIII минимально составлял 
0,7%, самое высокое значение – 47,8%. У боль-
шинства пациентов (n = 13; 81%) концентрация 
FXIII не превышала 5%. У 15 (94%) из 16 пациентов 
первые проявления геморрагического синдрома 
были зарегистрированы на первом году жизни и у  
13 из них – на первом месяце жизни. Mедиана 
возраста постановки диагноза составила 6 лет, при 
этом минимальный возраст составил 9 месяцев, а 
максимальный – 16 лет (таблица).

Все наблюдаемые пациенты имели значимые 
проявления геморрагического синдрома. Так, мини-

мальное значение по шкале PBQ составило 7 баллов, 
максимальное – 16 баллов. 

При анализе зависимости выраженности 
проявлений геморрагического синдрома от коли-
чества FXIII не было получено значимой корре-
ляции (рисунок 1). Коэффициент корреляции (t) 
Кендалла составил –0,31 (p = 0,12). Однако все паци-
енты, включенные в данный анализ, имели высокое 
значение по шкале PBQ (таблица).

При анализе проявлений кровоточивости 
(рисунок 2) наиболее часто наблюдался кожный 
геморрагический синдром, характеризовавшийся 
появлением крупных гематом, которые неодно-
кратно требовали госпитализаций и проведения 
гемостатической терапии. Также для данной группы 
пациентов была характерна высокая частота крово
течений из пуповинного остатка (75%) и в центральную 
нервную систему (ЦНС) (62%), в том числе повторных  
(у 3 пациентов). Немного реже встречались крово
течения после удаления зубов и при мелких ранах/
ссадинах. При этом кровотечения со слизистых, в част-
ности из носа, меноррагии и гемартрозы наблюдались 
крайне редко, а послеоперационные кровотечения в 
нашей группе пациентов не встретились вовсе.

С 2023 г. благодаря программе благотворитель-
ного фонда «Круг добра» для терапии кровотечений 

Таблица 
Пациенты с дефицитом FXIII
Table 
Patients with factor XIII (FXIII) deficiency

Пациент
Patient

Антиген
FXIII, %

FXIII antigen, %

Шкала PBQ, 
баллы

PBQ The PBQ, 
scores

Возраст первых проявлений
Age of first manifestations

Возраст 
постановки 

диагноза
Age of diagnosis

Время от первых проявлений 
до постановки диагноза
Time from disease onset to 

diagnosis

№1 2,6 10 1 месяц
1 month

4 года
4 years

4 года
4 years

№2 9,3 8 1 месяц
1 month

12 лет
12 years

12 лет
12 years

№3 2,3 13 1 месяц
1 month

13 лет
13 years

13 лет
13 years

№4 1,6 16 1 месяц
1 month

16 лет
16 years

16 лет
16 years

№5 2,2 10 1 месяц
1 month

2 года
2 years

2 года
2 years

№6 1,5 14 1 месяц
1 month

2 года
2 years

2 года
2 years

№7 3,1 10 7 месяц
7 months

5 лет
5 years

4,5 года
4.5 years

№8 5 7 7 месяц
7 months

4 года
4 years

3,5 года
3.5 years

№9 1 12 1 месяц
1 month

8 лет
8 years

8 лет
8 years

№10 46,7 7 5 лет
5 years

16 лет
16 years

11 лет
11 years

№11 1,6 11 1 месяц
1 month

16 лет
16 years

16 лет
16 years

№12 0,7 8 1 месяц
1 month

6 лет
6 years

6 лет
6 years

№13 1,3 9 1 месяц
1 month

4 года
4 years

4 года
4 years

№14 2,8 9 1 месяц
1 month

9 месяцев
9 months

9 мес
9 months

№15 7,7 12 1 месяц
1 month

3 года
3 years

3 года
3 years

№16 2,0 12 1 месяц
1 month

9 лет
9 years

9 лет
9 years
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Рисунок 1
Корреляция антигена FXIII и выраженности геморра-
гического синдрома по данным шкалы PBQ
Figure 1
A correlation between FXIII antigen and bleeding severity 
evaluated using the PBQ

Рисунок 2
Виды кровотечений у пациентов с дефицитом FXIII
Figure 2
Types of bleeding in the patients with FXIII deficiency
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и в качестве профилактического лечения пациенты 
с дефицитом FXIII обеспечиваются плазматическим 
концентратом FXIII (Фиброгаммин, CSL-Behring, 
Германия). Для профилактического лечения 
препарат применяется в стандартной дозе 40 МЕ/кг 
1 раз в 28 дней. Из 16 пациентов на момент анализа 
9 были обеспечены данным препаратом и применяли 
его в целях профилактики кровотечений или в случае 
кровотечения.

Согласно сообщениям лечащих врачей по месту 
жительства, осуществляющих наблюдение пациентов 
за период 12 мес профилактических введений в дозе 
40 МЕ/кг, ни у одного пациента, начавшего терапию 
данным концентратом, не отмечалось проявлений 

спонтанной кровоточивости и/или тяжелых кровоте-
чений. Кроме того, в ходе интервью лечащих врачей 
не было зарегистрировано ни одного случая нежела-
тельных явлений, ассоциированных с применением 
данного препарата. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ ИССЛЕДОВАНИЯ

Нами представлена достаточно крупная группа 
пациентов с крайне редким дефицитом FXIII. 
Учитывая мировой опыт, мы можем подтвердить, что 
данная патология ассоциирована с крайне тяжелым 
фенотипом кровоточивости. У всех пациентов, 
вошедших в исследование, было определено высокое 
значение баллов по шкале PBQ, отражающее тяжесть 
кровотечений. Также выявлено большое число паци-
ентов с кровотечением в ЦНС – более половины, что 
также соотносится с описанными случаями в мировой 
практике, где выявляется большое число больных с 
внутричерепными кровоизлияниями [4, 8].

Отдельно стоит отметить длительный период 
времени, предшествующий установлению диагноза 
дефицита FXIII. Медиана времени от момента первых 
клинических проявлений до постановки диагноза 
составила 6 лет, а время от первых проявлений до 
начала лекарственного обеспечения – около 7 лет, 
что характеризует неудовлетворительную диагно-
стику данного дефицита на территории РФ. Хочется 
также отметить один из достаточно специфичных 
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симптомов, характерных для дефицита FXIII – крово
течение из пуповинного остатка, которое встрети-
лось у более двух третей пациентов и является одним 
из характерных признаков дефицита FXIII. Наличие 
малого количества меноррагий и послеоперационных 
кровотечений связано в основном с возрастом паци-
енток на момент анализа (медиана 6 лет), а также 
отсутствием оперативных вмешательств в анамнезе.

В нашем исследовании в основном (81%) были 
представлены пациенты с крайне низким содержа-
нием FXIII – менее 5%, что изначально предполагает 
наличие тяжелых кровотечений [7, 8]. Возможно, 
многие пациенты с легкими формами дефицита FXIII 
так и остаются без диагноза в связи с низкой доступ-
ностью диагностики.

Результаты, полученные по данным корреляции 
геморрагических проявлений и количества FXIII, 
не должны нас удивлять и вводить в заблуждение. 
Хотя в данной работе не было получено достоверно 
значимой корреляции выраженности геморрагиче-
ских проявлений по шкале PBQ со степенью снижения 
концентрации FXIII, это не означает, что она отсут-
ствует в популяции. Во многом отсутствие данной 
корреляции можно объяснить тем фактом, что у 
большинства пациентов (11 из 16; 69%) антиген FXIII 
не превышал 3% и все из них имели выраженные 
проявления геморрагического синдрома (62%  
(10 из 16 пациентов) – кровотечения в ЦНС). В то же 
время у 3 пациентов с количеством фактора выше 
3% наблюдались кровотечения в ЦНС, в 2 случаях 
они были неспровоцированными. Также у пациентки 
с количеством фактора 5% после минимальной 
травмы наблюдалось образование обширной забрю-
шинной гематомы. По литературным данным [3, 4, 8], 
у пациентов с количеством FXIII менее 5% наблюда-
ются наиболее выраженные проявления геморраги-
ческого синдрома. В наиболее крупной работе [15], 
где были проанализированы данные о 64 пациентах 
с дефицитом FXIII, наиболее тяжелый геморрагиче-
ский синдром наблюдался у больных с количеством 
фактора ниже 15%, именно поэтому авторы посту-
лируют необходимость проведения обязательной 
первичной заместительной профилактики пациентам 
с концентрацией антигена даже менее 15% [15].

Из 16 пациентов, представленных в настоящей 
работе, 12 детям с медианой концентрации антигена 
FXIII 2,1% была назначена терапия концентратом 

FXIII (Фиброгаммин, CSL-Behring, Германия). Девочке 
с количеством фактора 9,3% было рекомендовано 
введение концентрата только в случае кровотечения, 
остальным 11 пациентам в соответствии с между-
народными рекомендациями [15] была назначена 
терапия концентратом FXIII в качестве профилак-
тики 1 раз в 28 дней. Из 12 пациентов 9 получили 
хотя бы 1 введение 40 МЕ/кг концентрата FXIII в 
профилактической дозе и у них полностью отсут-
ствовала спонтанная кровоточивость, что указывает 
на хорошую эффективность данного препарата. По 
данным проведенных фармакокинетических иссле-
дований, безопасности и эффективности этого 
препарата было показано, что при его применении  
у 13 пациентов также не наблюдалось кровотечений 
и значимых побочных реакций [16]. В другом иссле-
довании [17] при сравнении с группой контроля без 
факторной терапии у 7 пациентов наблюдалось  
0,2 эпизода кровоточивости в год, в группе контроля 
же – 2,5 эпизода спонтанной кровоточивости, также 
не было выявлено и значимых побочных реакций на 
введение концентрата [16, 17].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Дефицит FXIII является редкой коагулопатией с 
тяжелым фенотипом кровоточивости. Специфиче-
скими для данного заболевания геморрагическими 
проявлениями являются кровотечения из пуповинного 
остатка и высокая частота внутричерепных крово-
излияний, в том числе повторных. Основой терапии 
данного дефицита является применение концентрата 
FXIII как по факту кровотечения, так и в профилак-
тическом режиме. Применение данного концентрата 
позволяет снизить спонтанную кровоточивость и 
избежать жизнеугрожающих кровотечений.
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Цитофлуориметрический анализ 
свойств эритроцитной взвеси: 
результаты пилотного исследования 
И.А. Чабин1, Н.А. Подоплелова1, 2, Е.О. Артеменко1, 2, Н.Н. Старостин1, П.Е. Трахтман1, 3,  
Н.С. Сметанина1, М.А. Пантелеев1, 2, 4

1ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр детской гематологии, онкологии  
и иммунологии им. Дмитрия Рогачева» Минздрава России, Москва
2ФГБУН «Центр теоретических проблем физико-химической фармакологии» РАН, Москва
3ФГБОУ «Российская медицинская академия непрерывного профессионального  
образования» Минздрава России, Москва
4ФГБОУ ВО «Московский государственный университет им. М.В. Ломоносова», Москва

Широкое применение препаратов крови неизбежно ведет к увеличению числа осложнений, связанных 
с ним. Одним из редких и трудноконтролируемых осложнений являются тромбоэмболические 
события. В настоящее время механизмы и возможные лабораторные предикторы таких осложнений 
неясны. В данной работе представлен опыт применения проточной цитофлуориметрии для 
оценки параметров экспрессии фосфатидилсерина (детектируемой по связыванию аннексина V)  
и описаны нарушения деформируемости эритроцита (детектируемого по данным прямого и 
бокового светорассеяния), которые обусловливают прокоагулянтные свойства клеток. 
Полученные результаты демонстрируют спорную возможность применения аннексина V для 
оценки процесса постепенной гибели клеток в образцах эритроцитной взвеси, одновременно 
показывая большую чувствительность оценки накопления эритроцитов измененной формы для 
детекции программируемой клеточной гибели – эриптоза. Результаты данной работы могут быть 
использованы для улучшения детекции погибших эритроцитов в рутинной практике хранения 
эритроцитной взвеси. Настоящее исследование одобрено независимым этическим комитетом 
и утверждено решением ученого совета ФГБУ «НМИЦ ДГОИ им. Дмитрия Рогачева» Минздрава 
России. 
Ключевые слова: эритроцитная взвесь, проточная цитофлуориметрия, фосфатидилсерин, 
лактадхерин, аннексин V
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Cytofluorometry analysis of red blood cell suspension properties: 
results of a pilot study
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A wide use of blood products inevitably leads to an increase in the number of complications associated with it. These complications 
include thromboembolic events that are considered to be rare and difficult-to-manage. Currently, the mechanisms and possible 
laboratory predictors of such complications are unclear. This paper presents our experience of using flow cytometry to assess 
the parameters of phosphatidylserine expression (detected by Annexin V binding) and describes impairments in the deformability 
of red blood cells (detected using forward and side scatter data) which determine the procoagulant properties of cells. According 
to our findings, the use of Annexin V for the assessment of gradual cell death in the samples of red blood cell (RBC) suspension 
is controversial. At the same time, our results show a higher sensitivity of the assessment of the accumulation of RBCs with an 
altered shape for the detection of programmed cell death – eryptosis. The obtained results can be used to improve the detection 
of dead RBCs during the routine storage of RBC suspension. The study was approved by the Independent Ethics Committee 
and the Scientific Council of the Dmitry Rogachev National Medical Research Center of Pediatric Hematology, Oncology and 
Immunology of Ministry of Healthcare of the Russian Federation. 
Key words: red blood cell suspension, flow cytometry, phosphatidylserine, lactadherin, annexin V
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Эритроцитная взвесь – один из самых распро-
страненных и повсеместно применяемых 
компонентов крови. Так, в США ежегодно 

проводится более 10 млн трансфузий эритроцитсо-
держащих препаратов крови, и это число продолжает 
ежегодно увеличиваться [1, 2]. Спектр причин состо-
яний, требующих их применения, крайне обширен, а 
вопрос определения показаний продолжает интен-

сивно обсуждаться [3–5]. В 2008 г. в крупном много-
центровом исследовании было продемонстрировано, 
что длительность хранения эритроцитсодержащих 
препаратов крови коррелирует с частотой ослож-
нений при их применении [6]. В недавнем исследо-
вании, проведенном в педиатрической популяции, 
была показана взаимосвязь длительности хранения 
препаратов эритроцитов с таким редким и тяжелым 

EDN: LCDFRG
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осложнением, как венозные тромбоэмболические 
события после выполнения оперативного вмешатель-
ства. Частота таких осложнений ежегодно растет, в 
том числе и за счет увеличения количества прово-
димых операций [7].

Точные механизмы, посредством которых пере-
ливание эритроцитсодержащих препаратов приводит 
к возникновению тромбоэмболии, остаются неяс-
ными. Основными причинами принято считать нако-
пление микровезикул [8], изменение формы клеток 
[9], а также увеличение экспрессии фосфатидил-
серина на внешней мембране эритроцитов [10, 11]. 
Известны сообщения о кратном детектируемом 
росте экспрессии фосфатидилсерина при хранении 
эритроцитной взвеси, который наиболее заметен 
при использовании в качестве маркера экспрессии 
фосфатидилсерина лактадхерина в сравнении с 
аннексином V [12]. В то же время в ряде работ по 
изучению экспрессии фосфатидилсерина, например 
для эритроцитарных (CD235+) микровезикул в 
хранимых продуктах крови, сообщается об отсутствии 
значимых различий для данных маркеров [8].

Что касается вопросов изменения формы клеток, 
то в недавних работах была продемонстрирована 
возможность детекции особой субпопуляции клеток 
методом проточной цитофлуориметрии с окраской 
CFDA-SE (carboxyfluorescein diacetate succinimidyl 
ester). Эта популяция характеризуется изменением 
ряда параметров: увеличением экспрессии фосфа-
тидилсерина, необратимой деградацией внутри-
клеточных белков, исчерпанием внутриклеточных 
энергетических субстратов, а также изменением 
формы клеток (по данным сканирующей электронной 
микроскопии) [9].

Собственный опыт ФГБУ «НМИЦ ДГОИ им. 
Дмитрия Рогачева» Минздрава России в оценке 
параметров эритроцитсодержащих препаратов крови 
представлен в ряде публикаций [10, 13]. В этих 
работах уровень экспрессии фосфатидилсерина на 
мембранах клеток оценивался с использованием 
одного маркера – аннексина V. Отмечался статисти-
чески значимый прирост количества фосфатидил-
серин-положительных клеток только при сравнении 
точек начала и окончания хранения препаратов. В 
остальном различия оставались незначимыми, и, что 
более интересно, статистически значимой разницы 
при сравнении хранившихся образцов эритроцитной 
взвеси с образцом цельной крови (в день заготовки 
препаратов крови) выявлено не было [10].

В данной работе представлены результаты пилот-
ного исследования хранения лейкофильтрованной 
облученной эритроцитной взвеси, включающего 
оценку экспрессии фосфатидилсерина с использо-
ванием 2 маркеров – лактадхерина и аннексина V, а 
также анализ изменений морфологии клеток по пара-

метрам прямого и бокового светорассеяния с исполь-
зованием проточной цитофлуориметрии.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Данное исследование одобрено независимым 
этическим комитетом и утверждено решением 
ученого совета НМИЦ ДГОИ им. Дмитрия Рогачева. 

Приготовление эритроцитной взвеси и общая 
схема эксперимента

Цельную кровь здоровых доноров, подписавших 
добровольное информированное согласие на 
участие в исследовании, заготавливали в соответ-
ствии со стандартным протоколом, принятым в НМИЦ 
ДГОИ им. Дмитрия Рогачева. В качестве антикоагу-
лянта использовался CPD (цитрат натрия, лимонная 
кислота, дигидрофосфат натрия, глюкоза, IMUFLEX-
WB-RP, Terumo, Бельгия), в качестве добавочного 
раствора – SAGM (хлорид натрия, аденин, глюкоза, 
маннитол, IMUFLEX-WB-RP, Terumo, Бельгия). 
Далее кровь подвергалась лейкофильтрации, после 
чего облучалась на аппарате «АРДОК-1» (ООО НПП 
«Велит», Истра, Россия) в дозе 25 Гр. Хранение 
готовых препаратов крови осуществлялось при 
температуре 6 ± 2°C. Забор образцов для анализа 
на проточном цитофлуориметре проводился из проб 
на 1-е (начало), 14-е (середина) и 28-е (окончание) 
сутки хранения.

Протокол цитофлуориметрического исследо-
вания

Для цитофлуориметрического анализа образцы 
разводили в 1000 раз буфером Тироде (150 мМ 
хлорида натрия, 2,7 мМ хлорида калия, 1 мМ хлорида 
магния, 0,4 мМ дигидрофосфата натрия, 20 мМ 
HEPES (4-(2-гидроксиэтил)-1-пиперазинэтансуль-
фоновая кислота), 5 мМ глюкозы и 0,5% бычьего 
сывороточного альбумина; pH 7,4). Разведенная 
кровь инкубировалась с рекомбинантными лактад-
херином – mNeonGreen и аннексином V, конъю-
гированным с флуоресцентной меткой AF647, в 
присутствии 2 мМ хлорида кальция в течение 15 мин 
[14]. Рабочие концентрации маркеров фосфати-
дилсерина (аннексин V и лактадхерин) составляли 
в анализируемой пробе 100 нМ. В качестве отри-
цательного контроля связывания для аннексина V 
использовалась окрашенная проба в присутствии 
2 мМ ЭДТА (динатриевая соль этилендиаминтетра-
уксусной кислоты, хелатор ионов кальция). После 
инкубации пробы измеряли на проточном цитофлу-
ориметре FACSCanto II (BD Biosciences, США) при 
средней скорости потока. Общее число событий, 
собираемых для анализа в пробе, составляло  
150 000.
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Обработка результатов и статистический анализ
Результаты проточной цитофлуориметрии анали-

зировали с помощью оригинального программного 
обеспечения FACSDiva (BD Biosciences, США). Для 
статистического анализа использовалось программное 
обеспечение Origin 2018b (OriginLab Corporation, США) с 
применением метода дисперсионного анализа (ANOVA). 
Для оценки значимости связывания маркеров фосфати-
дилсерина использовался одновыборочный t-критерий 
Стьюдента. Отличия считались статистически достовер-
ными при значении p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В ходе работы для 3 временных точек в течение срока 
хранения эритроцитной взвеси при помощи проточной 
цитофлуориметрии были оценены 3 параметра: 

1) процент клеток с измененной формой (по 
прямому и боковому светорассеянию); 

2) процент клеток, связывающих лактадхерин; 
3) процент клеток, связывающих аннексин V 

(рисунок 1).

Рисунок 1
Проточная цитофлуориметрия эритроцитной взвеси
А – представлены стратегии гейтирования эритроцитов, а также выделения субпопуляции измененной формы (окрашена 
голубым); Б – в качестве контроля того, что события региона измененной формы являются эритроцитами, приведены ре-
зультаты окрашивания образца эритроцитной взвеси антителами к гликофорину А (CD235a); В, Г – представлены страте-
гии выделения лактадхерин- и аннексин V-связывающих клеток соответственно
Figure 1
Flow cytometry analysis of red blood cell suspension
А – the figure presents strategies for gating red blood cells as well as identifying a subpopulation of RBCs with an altered shape (colored 
blue); Б – the figure provides the results of staining of a sample of RBC suspension with antibodies to glycophorin А (CD235a) as evidence that 
the events of the region with an altered shape are erythrocytes; В, Г – the figures present strategies for identifying lactadherin binding and 
Annexin V binding cells, respectively
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Рисунок 2
Процент клеток с измененными параметрами свето-
рассеяния в образцах эритроцитной взвеси
Продемонстрирована зависимость процента клеток изме-
ненной формы от срока хранения эритроцитной взвеси. 
Данные приведены для 3 образцов в каждой точке хране-
ния. Гистограммы представлены как средние значения ± 
их стандартные ошибки. Точками обозначены измеренные 
данные для каждого образца
Figure 2
The percentage of cells with altered light scatter parame-
ters in the RBC suspension samples
The dependence of the percentage of cells with an altered shape 
on the duration of RBC suspension storage is shown. The data are 
presented for 3 samples at each time point during the storage. The 
histograms are presented as mean values ± standard errors. The 
dots represent the measured data for each sample

По данным цитофлуориметрического анализа с 
течением времени отмечался постепенный прирост 
субпопуляции клеток с измененными показателями 
прямого и бокового светорассеяния и клеток, поте-
рявших свою дискоидную форму, вероятно, вслед-
ствие хранения (рисунок 2). Изменение формы 
клетки является одним из признаков протекания 
процесса программируемой клеточной гибели – 
эриптоза. При дисперсионном анализе между груп-
пами отмечена лишь тенденция к статистически 
значимому различию (p = 0,08), что, вероятно, объяс-
няется малым размером выборки (n = 3).

При исследовании уровня экспрессии фосфати-
дилсерина при помощи лактадхерина и аннексина V 
видимой динамики изменения процента фосфатидил-
серин-положительной субпопуляции эритроцитов не 
отмечалось вне зависимости от используемого маркера 
(рисунок 3). Однако результаты специфического связы-
вания аннексина V (после вычитания процента фосфа-
тидилсерин-положительных событий в контрольной 
пробе) достоверно не детектировались для измерений 
на 1-е (p = 0,45) и 28-е (p = 0,33) сутки.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследование, а возможно, и рутинная харак-
теристика свойств эритроцитной взвеси могут 

Рисунок 3
Процент фосфатидилсерин-экспрессирующих эритроцитов в эритроцитной взвеси
Продемонстрирована зависимость процента фосфатидилсерин-положительных эритроцитов от длительности хранения 
эритроцитов при оценке с использованием лактадхерина (А) и аннексина V (Б). Процент фосфатидилсерин-положи-
тельных клеток для аннексина V представлен как разность процента в присутствии 2 мМ хлорида кальция и 2 мМ ЭДТА. 
Статистически значимого изменения с течением времени не отмечалось. Связывание в образцах, отмеченных знаком «*», 
по данным одновыборочного t-критерия Стьюдента достоверно не отличалось от 0 (p > 0,05). Гистограммы представлены 
как средние значения ± их стандартные ошибки. Точками обозначены измеренные данные для каждого образца
Figure 3
The percentage of phosphatidylserine-expressing RBCs in the RBC suspension
The figure shows the dependence of the percentage of phosphatidylserine-positive erythrocytes on the duration of erythrocyte storage 
when assessed using lactadherin (A) and Annexin V (Б). The percentage of phosphatidylserine-positive cells for Annexin V is presented as a 
difference in the percentage of phosphatidylserine-positive cells for annexin V in the presence of 2 mM calcium chloride and 2 mM EDTA. No 
statistically significant changes were observed over time. According to the one-sample Student’s t-test, binding in the samples marked with 
"*" was not significantly different from 0 (p > 0.05). The histograms are presented as mean values ± standard errors. The dots represent the 
measured data for each sample
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быть использованы в дальнейшем для снижения 
частоты посттрансфузионных осложнений. Продол-
жаются исследования возможностей улучшения 
качества эритроцитной взвеси при помощи манипу-
лирования препаратами крови [15, 16]. Использо-
вание проточной цитофлуориметрии для решения 
этих задач в настоящее время постепенно становится 
рутиной.

Представленные в данной работе результаты 
ставят под сомнение эффективность исполь-
зования аннексина V для оценки параметров 
хранимой эритроцитной взвеси. Однако даже 
использование более чувствительного маркера 
фосфатидилсерина, лактадхерина, не позволило 
достоверно выявить накопление потенциально 
прокоагулянтных эритроцитов по мере хранения 
эритроцитарной взвеси. Возможно, этот результат 
обусловлен недостаточным объемом выборки, и 
он нуждается в дальнейшей проверке. В литера-
туре представлено описание во многом обратных 
результатов [12], но это расхождение, скорее 
всего, обусловлено различиями в методике пробо-
подготовки.

В то время как использование маркеров 
фосфатидилсерина не позволило зафиксиро-
вать значимые различия во время хранения, 
оценка морфологии эритроцитов через пара-
метры прямого и бокового светорассеяния выявила 
постепенное накопление эритроцитов измененной 
формы, что соотносится с известными литера-
турными данными. Одновременно открывается 
возможность соотнесения данных проточной цито-
флуориметрии с результатами других методов, 
например эритроцитометрии. Другим направлением 
развития может стать добавление других известных 
маркеров повреждения эритроцитов, например  
CFDA-SE [9].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В данной работе представлены результаты пилот-
ного исследования цитофлуориметрических параме-
тров эритроцитной взвеси, приведен протокол такой 
оценки, а также определены перспективы развития 
данного метода. В ходе сравнительного анализа 
эффективности применения различных маркеров 
фосфатидилсерина (аннексин V и лактадхерин) не 
удалось выявить значимых различий в динамике 
накопления фосфатидилсерин-экспрессирующих 
клеток при хранении эритроцитной взвеси. Однако 
также продемонстрирован отрицательный опыт 
использования аннексина V для этих целей. В то же 
время в работе была продемонстрирована возмож-
ность применения проточной цитофлуориметрии 
для детекции эритроцитов с измененной формой, 
которые могут рассматриваться как вступившие в 
фазу эриптоза.
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Влияние двух стратегий трансфузии 
эритроцитсодержащих компонентов 
крови на исходы и частоту анемии 
после выписки у недоношенных детей 
с экстремально низкой массой тела 
при рождении 
Д.Р. Шарафутдинова1, 2, Е.Н. Балашова1, 2, А.А. Пучкова1, А.В. Дегтярева1, 2, А.Р. Киртбая1, 2,  
Р.А. Лутфуллина1, Т.К. Цечоева1, А.А. Козловская1, О.В. Ионов1, 2

1ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр акушерства, гинекологии и перинатологии 
им. акад. В.И. Кулакова» Минздрава России, Москва
2ФГАОУ ВО «Первый Московский государственный медицинский университет им. И.М. Сеченова»  
Минздрава России (Сеченовский Университет), Москва

Недоношенные новорожденные с экстремально низкой массой тела при рождении являются 
основной категорией детей, получающих одну трансфузию донорских эритроцитсодержащих 
компонентов (ЭСК) крови и более в течение неонатального периода для коррекции анемии. 
Существующие стратегии переливания подразделяются на либеральную, направленную на 
поддержание более высокого уровня гемоглобина, и рестриктивную, при которой трансфузия 
назначается на более низких уровнях гемоглобина. Цель: сравнить неонатальные исходы и 
частоту развития анемии после выписки в течение 24 месяцев жизни у детей с экстремально 
низкой массой тела при рождении, получавших трансфузии донорских ЭСК крови по либеральной 
и рестриктивной стратегиям. Исследование одобрено комиссией по этике биомедицинских 
исследований (протокол №12 от 17 ноября 2016 г.) и утверждено решением ученого совета 
(протокол №19 от 29 ноября 2016 г.) ФГБУ «НМИЦ АГП им. акад. В.И. Кулакова» Минздрава 
России. На базе клинических отделений Института неонатологии и педиатрии ФГБУ «НМИЦ 
АГП им. акад. В.И. Кулакова» Минздрава России проведено одноцентровое ретроспективное 
когортное исследование. Пациенты были разделены на 2 группы: дети, которым 
проводились трансфузии донорских ЭСК крови по либеральной (1-я группа) и рестриктивной  
(2-я группа) стратегиям. Определяли частоту таких исходов, как ретинопатия недоношенных 
(РН) ≥ III степени, некротизирующий энтероколит (НЭК) ≥ II степени, бронхолегочная дисплазия 
(БЛД), внутрижелудочковые кровоизлияния (ВЖК) ≥ II степени, перивентрикулярная лейкомаляция 
(ПВЛ); анемия после выписки в скорректированных возрастах (СВ) 1, 3, 6, 12 18 и 24 месяца 
жизни. Гестационный возраст новорожденных составил от 24 до 28 недель. В 1-й и 2-й группах 
частота переливания ЭСК крови составила 136/164 (82,9%) против 149/216 (68,9%), медиана 
объема переливания – 29,3 мл/кг (IQR 17,5–51,8 мл/кг) против 19,5 мл/кг (IQR 15,0–29,5 мл/кг),  
р < 0,05. Статистически значимых отличий в частоте БЛД, ВЖК ≥ II степени, ПВЛ, РН ≥ III 
степени в исследуемых группах не выявлено. Частота НЭК ≥ II степени во 2-й группе была выше  
в 1,6 раза, чем в 1-й группе. Частота анемии после выписки была ниже в 1-й группе по сравнению  
со 2-й группой в СВ 1 и 3 месяца (в возрасте 1 месяца – 32/72 (44,4%) против 106/166 (63,8%), 
р = 0,026, в возрасте 3 месяцев – 28/72 (38,9%) против 90/166 (54,2%), р = 0,042). Тяжелая 
анемия после выписки не регистрировалась ни в одной группе. После СВ 6 месяцев жизни 
разницы в частоте анемии между группами не наблюдалось. Применение рестриктивной стратегии 
гемотрансфузии не приводит к клинически значимому увеличению частоты РН ≥ III степени, 
БЛД, ПВЛ, ВЖК ≥ II степени, а также анемии после 6 месяцев жизни. Однако шансы развития  
НЭК ≥ II степени в группе рестриктивной стратегии были выше в 1,6 раза, чем в либеральной, что 
требует дополнительного анализа. 
Ключевые слова: рестриктивная стратегия переливания крови, либеральная стратегия переливания 
крови, недоношенные новорожденные, анемия 
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В течение неонатального периода более чем в 
80% случаев недоношенным детям с очень 
низкой и экстремально низкой (ЭНМТ) массой 

тела при рождении требуется проведение трансфузии 
донорских эритроцитсодержащих компонентов (ЭСК) 
крови в связи с развитием анемии [1–3]. Существуют 
2 основные стратегии переливания донорских ЭСК 
крови: либеральная и рестриктивная. Либеральная 
стратегия направлена на поддержание более высо-
кого уровня гемоглобина, тогда как рестриктивная 
стратегия является более выжидательной и пред-
полагает проведение трансфузий при более низком 
уровне гемоглобина.

Несмотря на высокую частоту переливания 
донорских ЭСК крови недоношенным детям, потен-
циальные преимущества и/или отрицательное 
влияние дополнительного переливания крови до 
конца не изучены. На сегодня проведены и опубли-
кованы результаты крупных рандомизированных 
контролируемых исследований (РКИ), сравнива-
ющих либеральную и рестриктивную стратегии 
трансфузий донорских ЭСК крови у детей с ЭНМТ 
при рождении, анализирующих отдаленные исходы, 
преимущественно неврологические [1, 4]. Эти 
исследования не выявили значимых различий в 
когнитивном развитии детей в скорректированном 
возрасте (СВ) 22–26 месяцев жизни [1–4]. Тем не 
менее в проведенных исследованиях есть ряд огра-
ничений. В частности, в них не оценивались частота 
развития и тяжесть анемии у исследуемых паци-
ентов после выписки.

Цель данного исследования – сравнить неона-
тальные исходы и частоту развития анемии после 
выписки в течение 24 месяцев жизни у детей с ЭНМТ 
при рождении, получавших трансфузии донорских 

ЭСК крови по либеральной и рестриктивной страте-
гиям. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

На базе клинических отделений Института неона-
тологии и педиатрии ФГБУ «НМИЦ АГП им. акад.  
В.И. Кулакова» Минздрава России проведено одно-
центровое двойное ретроспективное когортное 
исследование. Исследование одобрено комиссией по 
этике биомедицинских исследований (протокол №12 
от 17 ноября 2016 г.) и утверждено решением ученого 
совета (протокол №19 от 29 ноября 2016 г.) ФГБУ 
«НМИЦ АГП им. акад. В.И. Кулакова» Минздрава 
России.

Критерии включения: недоношенные новоро-
жденные с ЭНМТ при рождении, наличие инфор-
мированного согласия, подписанного законными 
представителями пациентов. 

Критерии исключения: врожденные пороки 
развития, требующие хирургической коррекции в 
неонатальном периоде, наследственные болезни 
обмена, внутриутробные гемотрансфузии, тяжелая 
форма гемолитической болезни новорожденных, 
синдром анемии-полицитемии при монохориальных 
беременностях, недоношенные дети, умершие до 
проведения первой гемотрансфузии. 

Выполнен анализ 380 случаев выхаживания 
недоношенных детей с ЭНМТ, рожденных в период  
с 2014 по 2023 г. в ФГБУ «НМИЦ АГП им. акад.  
В.И. Кулакова» Минздрава России. 

С учетом исторически сложившихся периодов, 
связанных с изменениями показаний к проведению 
трансфузий донорских ЭСК крови в НМИЦ АГП им. 
акад. В.И. Кулакова, выделено 2 группы детей:

Premature newborns with extremely low birth weight are the main category of infants having to undergo one or more red-cell 
transfusions during the neonatal period in order to treat anemia. Presently, there are two major transfusion strategies: the liberal 
strategy aimed at maintaining higher hemoglobin levels, and the restrictive one when blood is transfused at lower hemoglobin 
levels. In our study, we aimed to compare outcomes and the incidence of anemia after discharge during the first 24 months 
of corrected age in infants with extremely low birth weight who had received red-cell transfusions according to the restrictive 
or liberal strategy. The study was approved by the Biomedical Research Ethics Committee (minutes No.12 of 17 November 
2016) and the Scientific Council (minutes No.19 of 29 November 2016) of the V.I. Kulakov National Medical Research Center for 
Obstetrics, Gynecology and Perinatology of Ministry of Healthcare of Russia. This was a single-center retrospective cohort study 
carried out at clinical departments of the Institute of Neonatology and Pediatrics of the V.I. Kulakov National Medical Research 
Center for Obstetrics, Gynecology and Perinatology of Ministry of Healthcare of Russia. The included infants were divided into 
2 groups: group 1 – infants who had received RBC transfusions following the liberal strategy; group 2 – infants in whom the 
restrictive transfusion strategy had been used. We looked at the incidence of such outcomes as retinopathy of prematurity 
(ROP) ≥ stage III, necrotizing enterocolitis (NEC) ≥ stage II, bronchopulmonary dysplasia (BPD), intraventricular hemorrhages  
(IVH) ≥ grade II, periventricular leukomalacia (PVL), anemia after discharge at a corrected age (CA) of 1, 3, 6, 12, 18 and  
24 months. The gestational age of the newborns ranged from 24 to 28 weeks. The frequency of red-cell transfusions was 
136/164 (82.9%) in group 1 versus 149/216 (68.9%) in group 2, with the median volume of transfusions of 29.3 mL/kg (IQR 
17.5–51.8 mL/kg) in group 1 and 19.5 mL/kg (IQR 15.0–29.5 mL/kg) in group 2, p < 0.05. There were no significant differences 
in the incidence of BPD, IVH ≥ grade II, PVL, ROP ≥ stage III between the study groups. The incidence of NEC ≥ stage II was  
1.6 times higher in group 2 than in group 1. The incidence of anemia after discharge was lower in group 1 compared to group 
2 at a CA of 1 and 3 months (32/72 (44.4%) vs. 106/166 (63.8%), p = 0.026 at 1 month, 28/72 (38.9%) vs. 90/166 (54.2%),  
p = 0.042 at 3 months). There were no reports of severe anemia after discharge in either of the groups. After 6 months CA there 
was no difference in the incidence of anemia between the groups. The use of the restrictive red-cell transfusion strategy did 
not lead to a clinically significant increase in the incidence of ROP ≥ stage III, BPD, PVL, IVH ≥ grade II or anemia after 6 months 
of CA. However, the risk of NEC ≥ stage II in the restrictive strategy group was 1.6 times higher than in the liberal one, which 
requires further analysis.
Key words: restrictive blood transfusion strategy, liberal blood transfusion strategy, premature newborns, anemia
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О Р И Г И Н А Л Ь Н Ы Е  С ТА Т Ь И

•	 1-я группа – недоношенные дети с ЭНМТ, 
которым проводились трансфузии донорских ЭСК 
крови по либеральной стратегии – до апреля 2018 г.;

•	 2-я группа – недоношенные дети с ЭНМТ, 
которым проводились трансфузии донорских ЭСК 
крови по рестриктивной стратегии – с апреля 2018 г.

На 1-м этапе проводилась оценка неона-
тальных исходов при выписке из стационара, на 
2-м этапе – оценка частоты и тяжести анемии 
после выписки. 

Конечными точками были следующие: оценка 
частоты развития таких исходов, как ретинопатия 
недоношенных (РН) ≥ III степени, некротизирующий 
энтероколит (НЭК) ≥ II степени, бронхолегочная 
дисплазия (БЛД), внутрижелудочковые кровоизли-
яния (ВЖК) ≥ II степени, постгеморрагическая гидро-
цефалия, перивентрикулярная лейкомаляция (ПВЛ); 
анемия после выписки и в СВ 1, 3, 6, 12, 18, 24 месяца 
жизни.

На различных этапах из исследования выбыли 
142 ребенка. Причиной исключения явились 
летальный исход до выписки из стационара  
(n = 23), отсутствие данных о наблюдении и резуль-
татах обследований детей после выписки (n = 119).

Формирование выборки новорожденных детей, 
включенных в исследование, представлено на 
рисунке 1.

Критериями диагностики ранней анемии недо-
ношенных являлось снижение уровня гемоглобина  
и/или гематокрита (Ht) более чем на 2 стандартных 
отклонения от средних значений этих показателей 
для данного постнатального возраста [5]. После 
выписки из стационара и до СВ 6 месяцев крите-
рием анемии являлось снижение гемоглобина менее  
100 г/л, после 6 месяцев до 2 лет – менее 110 г/л. 
[6, 7]. Анемия тяжелой степени диагностировалась 
при гемоглобине < 70 г/л [8, 9].

Показания для проведения трансфузии донор-
ских эритроцитсодержащих компонентов крови 

Проведение трансфузий по либеральной стра-
тегии не имеют четких критериев, они отлича-
ются во многих учреждениях. До апреля 2018 г. в 
клинических отделениях Института неонатологии и 
педиатрии НМИЦ АГП им. акад. В.И. Кулакова транс-
фузии донорских ЭСК крови проводились согласно 
внутреннему протоколу отделения реанимации и 
интенсивной терапии новорожденных: при потреб-
ности в искусственной вентиляции легких (ИВЛ) с 
уровнем среднего давления в дыхательных путях 
(mean airway pressure, МАР) > 8 см Н2О, концентра-
цией подаваемого кислорода (FiО2) > 0,4 и уровнем 
Ht венозной крови ≤ 35%; ИВЛ с МАР < 8 см Н2О или 
неинвазивной вентиляции легких и FiО2 ≤ 0,4 и значе-
ниях венозного Ht ≤ 30%; при венозном Ht ≤ 25% и 
отсутствии потребности в ИВЛ, но сохраняющейся 
зависимости в кислороде или потребности в неин-
вазивной респираторной терапии в возрасте старше 
28 суток жизни плюс один или несколько из следу-
ющих симптомов: сохраняющейся > 24 ч тахикардии 
(частота сердечных сокращений > 180 уд/мин) или 
тахипноэ (частота дыхательных движений > 80/мин); 
повышении потребности в дополнительном кислороде 
≥ 10%; прибавке массы тела < 10 г/кг/сут в течение  
4 дней, несмотря на калорийность питания  
> 100 ккал/кг/сут; учащении эпизодов апноэ; повы-
шении лактата > 2,5 ммоль/л. Значения венозного Ht 
≤ 20% являлось абсолютным показанием для прове-
дения гемотрансфузии. 

С апреля 2018 г. в клинических отделениях 
Института неонатологии и педиатрии трансфузии 
донорских ЭСК крови начали проводить согласно 
рестриктивной стратегии [5].

Учитывая, что дети получали лечение в клини-
ческих отделениях одного учреждения, тактика 

Рисунок 1
Формирование выборки новорожденных детей, включенных в исследование
Figure 1
A flowchart of patient enrollment

Дети, соответствующие критериям включения (n = 380)
Newborns meeting inclusion criteria (n = 380)

1-я группа (либеральная стратегия; n = 164)
Group 1 (liberal strategy; n = 164)

1-я группа (либеральная стратегия; n = 72)
Group 1 (liberal strategy; n = 72)

2-я группа (рестриктивная стратегия; n = 216)
Group 2 (restrictive strategy; n = 216)

2-я группа (рестриктивная стратегия; n = 166)
Group 2 (restrictive strategy; n = 166)

Выбыли из исследования (n = 142)
Excluded patients (n = 142)

1-й этап – при выписке
Stage 1 – at discharge

2-й этап – после выписки
Stage 2 – after ischarge
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проводимой терапии между исследуемыми группами 
не отличалась. Всем новорожденным при отсут-
ствии противопоказаний проводилось сцеживание 
или отсроченное пережатие пуповины в родильном 
блоке по схожей методике. Все дети получали препа-
раты рекомбинантного человеческого эритропоэ-
тина эпоэтина альфа согласно инструкции в целях 
профилактики и лечения анемии у недоношенных 
новорожденных по схеме после 3-го дня жизни в дозе 
200 МЕ/кг 3 раза/нед подкожно или внутривенно в 
течение первых 3–4 недель жизни. Длительность 
терапии рекомбинантным человеческим эритропо-
этином во всех группах не отличалась. В течение 
периода госпитализации все дети получали препа-
раты трехвалентного железа перорально в дозе 
4–6 мг/кг/сут с момента достижения объема энте-
рального питания 100 мл/кг/сут. После выписки из 
стационара продолжалась терапия препаратами 
трехвалентного железа при наличии показаний под 
контролем уровней гемоглобина, эритроцитов и ферри-
тина в крови. В случае снижения уровня ферритина в 
крови менее 35 мкг/л дозу препаратов железа увели-
чивали до 3–4 (максимум до 6) мг/кг/сут на ограни-
ченный период. При повышении уровня ферритина в 
крови более 300 мкг/л терапию препаратами железа 
прекращали до снижения данного показателя до 
уровня ниже 300 мкг/л [10]. 

Проанализированы масса-ростовые параметры при 
рождении, гестационный возраст (ГВ), оценка по шкале 
Апгар на 1-й и 5-й минутах жизни, пол, частота антена-
тальной профилактики респираторного дистресс-син-
дрома, отсроченного пережатия/сцеживания пуповины, 
врожденной анемии, полицитемии; возраст проведения 
первой трансфузии донорских ЭСК крови, частота 
и общий объем трансфузий донорских ЭСК крови, 
длительность терапии препаратами железа после 
выписки, вид вскармливания в течение периода госпи-
тализации и после выписки, сроки введения прикорма в 
исследуемых группах. При проведении смешанного или 
искусственного вскармливания выбор смеси формиро-
вался на основе оценки антропометрических показа-
телей, нутритивного статуса детей. 

Диагноз РН устанавливался согласно междуна-
родной классификации, БЛД – согласно критериям 
A.H. Jobe и E. Bancalari в СВ 36 недель [11], НЭК – по 
клинико-лабораторным и инструментальным крите-
риям по Bell, ВЖК – согласно классификации, пред-
ложенной Российской ассоциацией специалистов 
перинатальной медицины. 

Статистический анализ
Статистическая обработка данных выполнена 

с помощью электронных таблиц Microsoft Excel и 
программы SPSS v.17.0. Перед проведением сравни-
тельного анализа количественных данных в исследу-

емых группах проверяли соответствие нормальному 
распределению (тест Колмогорова–Смирнова, 
графический анализ данных). Учитывая отсутствие 
нормального распределения данных, для количе-
ственных параметров определены медиана (Ме), 
значения 25-го и 75-го квартилей (IQR), для каче-
ственных данных – показатели частоты (%); для срав-
нения данных в группах применяли тест Манна–Уитни. 
Значимость различий между исходами проводилась с 
помощью критерия c2 и критерия Фишера. Статисти-
чески значимыми считались различия при р < 0,05. 

 РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

ГВ детей составил от 24 до 28 недель. Анализи-
руемые данные пациентов представлены в таблице 1. 

Исследуемые группы статистически значимо не 
различались по ГВ, массе, длине тела при рождении, 
оценке по шкале Апгар на 1-й и 5-й минутах жизни 
(таблица 1). Частота врожденной анемии, полици-
темии между группами не отличалась. Проведения 
частичной обменной трансфузии ни в одной группе 
не потребовалось.

Между исследуемыми группами выявлены стати-
стически значимые отличия в возрасте проведения 
1-й трансфузии, частоте, общем объеме и количе-
стве трансфузий донорских ЭСК крови в течение 
периода госпитализации и уровне гемоглобина при 
выписке (таблица 2). В группе либеральной стра-
тегии трансфузии донорских ЭСК крови потребовали  
136/164 (82,9%) детей против 149/216 (68,9%) 
в группе рестриктивной стратегии, отношение  
шансов = 2,2 (95% доверительный интервал 1,3–3,6); 
Ме объема переливания составила 29,3 мл/кг (IQR 
17,5–51,8 мл/кг) против 19,5 мл/кг (IQR 15,0– 
29,5 мл/кг) соответственно. Таким образом, возраст 
проведения 1-й трансфузии был более ранним в 
1-й группе детей, общие количество и объем транс-
фузий за период госпитализации были больше в 1-й 
группе по сравнению со 2-й. Уровень гемоглобина 
при выписке был ниже во 2-й группе по сравнению 
с 1-й (таблица 2).

Проведен сравнительный анализ таких исходов и 
осложнений, как БЛД, РН, ПВЛ, ВЖК, постгеморра-
гическая гидроцефалия, НЭК у исследуемых групп 
детей при выписке из стационара (рисунок 2).

Статистически значимых отличий в частоте БЛД, 
в том числе тяжелой формы, ПВЛ, ВЖК ≥ II степени 
в исследуемых группах не выявлено. Частота  
НЭК ≥ II степени во 2-й группе по сравнению с 1-й 
группой была выше, отношение шансов = 1,6 (95% 
доверительный интервал 1,1–2,6), р = 0,034.

Сравнительный анализ частоты развития и 
тяжести анемии после выписки в исследуемых 
группах пациентов представлен в таблице 3. 
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Таблица 1
Данные пациентов, включенных в исследование
Table 1
Data of the enrolled patients

Параметр
Parameter

1-я группа (либеральная 
стратегия; n = 164)

Group 1 (liberal strategy;  
n = 164)

2-я группа (рестриктивная 
стратегия; n = 216)

Group 2 (restrictive strategy; 
n = 216)

р

Антенатальная профилактика респираторного дистресс-синдрома, n (%) 
Antenatal prevention of respiratory distress syndrome, n (%) 111 (67,7) 166 (76,8) 0,118

Отсроченное пережатие/сцеживание пуповины, n (%) 
Delayed umbilical cord clamping/milking, n (%) 1431 (79,8) 175 (81,0) 0,332

ГВ, Me (IQR), недели 
GA, Me (IQR), weeks 26,0 (25,0–28,0) 25,5 (24,2–27,5) 0,997

Масса при рождении, Me (IQR), г
Birth weight, Me (IQR), g 625 (480–900) 620 (493–714) 0,975

Длина тела при рождении, Me (IQR), см
Birth length, Me (IQR), cm 31 (28–33) 30 (28–33) 0,593

Шкала Апгар, 1-я минута, Me (IQR), баллы
Apgar score at 1 minute, Me (IQR) 4 (2–5) 3 (1–5) 0,110

Шкала Апгар, 5-я минута, Me (IQR), баллы
Apgar score at 5 minutes, Me (IQR) 6 (5–7) 5 (4–7) 0,069

Мужской пол, n (%)
Male, n (%) 88 (53,6) 133 (61,6) 0,128

Врожденная анемия, n (%)
Congenital anemia, n (%) 6 (3,6) 8 (3,7) 0,209

Полицитемия, n (%)
Polycythemia, n (%) 5 (3,0) 5 (2,3) 0,111

Notes. GA – gestational age.

Таблица 2
Оценка возраста, общего объема и частоты трансфузий донорских ЭСК в исследуемых группах 
Table 2
An analysis of age, total volume and frequency of donor red-cell transfusions in the study groups

Параметр
Parameter

1-я группа (либеральная 
стратегия; n = 164)

Group 1 (liberal strategy; 
n = 164)

2-я группа (рестриктивная 
стратегия; n = 216)

Group 2 (restrictive strategy; 
n = 216)

р

Дети, потребовавшие проведения трансфузии донорских ЭСК крови, n (%)
Patients in need of a donor red-cell transfusion, n (%) 136 (82,9) 149 (68,9) 0,024*

Возраст 1-й трансфузии донорских ЭСК крови, Me (IQR), сутки жизни
Age of the 1st donor red-cell transfusion, Me (IQR), days of life 7 (3–13) 10 (6–21) 0,041*

Количество трансфузий донорских ЭСК крови в течение 
госпитализации, Me (IQR)
The number of donor red-cell transfusions during the hospital stay, Me (IQR)

3 (2–5) 2 (1–4) 0,037*

Общий объем трансфузий донорских ЭСК крови за период 
госпитализации на 1 ребенка, Me (IQR), мл/кг
The total volume of donor red-cell transfusions during the hospital  
stay per 1 infant, Me (IQR), mL/kg

29,3 (17,5–51,8) 19,5 (15,0–29,5) 0,035*

Гемоглобин при выписке, Me (IQR), г/л
Hemoglobin levels at discharge, Me (IQR), g/L 109 (100–129) 95 (88–113) 0,006*

Примечание. * – различия показателей статистически значимы (p < 0,05).
Notes. * – the differences are statistically significant (p < 0.05).

Сравнительный анализ показал, что частота 
анемии после выписки была выше во 2-й группе по 
сравнению с 1-й в СВ 1 и 3 месяца (таблица 3). Все 
случаи анемии были железодефицитные. Тяжелой 
анемии после выписки не наблюдалась ни в одной 
группе. 

Уровень сывороточного ферритина у детей в 
течение 6 месяцев жизни представлен в таблице 4. 

Как видно из данных, представленных в таблице 4,  
Ме уровня ферритина в обеих группах соответство-
вала возрастной норме. У части детей отмечалось 
снижение уровня ферритина в крови менее рекомен-
дуемых значений, в связи с чем увеличивали дозу 
препаратов железа до 3–4 мг/кг/сут (максимум до  
6 мг/кг/сут) на ограниченный период с последующим 
контролем. Более длительная продолжительность 

терапии препаратами железа после выписки отме-
чалась во 2-й группе по сравнению с 1-й (Me (IQR)  
4 (3–5,5) месяца и 3 (2–4) месяца соответственно,  
р = 0,002). 

Вид вскармливания в течение периода госпита-
лизации и после выписки, сроки введения прикорма в 
исследуемых группах представлены в таблице 5.

Как видно из данных, представленных в таблице 
5, в течение периода госпитализации частота исклю-
чительно грудного вскармливания во 2-й группе 
была выше, чем в 1-й, значения р приближены к 
статистически значимым. Большинство детей как 
на этапе госпитализации, так и после выписки 
получали смешанное вскармливание. Не выяв-
лено отличий между группами по срокам введения  
прикорма.
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1-я группа (либеральная стратегия; n = 72)
Group 1 (liberal strategy; n = 72)

2-я группа (рестриктивная стратегия; n = 166)
Group 2 (restrictive strategy; n = 166)

Всего БЛД 
(р = 0,171)

BPD, total 
(р = 0.171)

Тяжелая форма 
БЛД (р = 0,301)

Severe BPD 
(р = 0.301)

РН ≥ III степени, 
лазерная 

коагуляция 
(р = 0,062)

ROP ≥ stage III, laser 
coagulation (р = 0.062)

ПВЛ (р = 0,115)
PVL (р = 0.115)

ВЖК II степени 
(р = 0,617)

Grade II IVH (р = 0.617)

ВЖК III степени 
(р = 0,126)
Grade III IVH 
(р = 0.126)

Постгеморрагиче-
ская гидроцефа-
лия (р = 0,417)
Posthemorrhagic 

hydrocephalus 
(р = 0.417)

НЭК ≥ II степени 
(р = 0,034)

NEC ≥ stage II 
(р = 0.034)

36,1

33,1

19,4

16,9

6,9
8,3

18,1

22,9

6,9
5,5

22,8

33

4,24,8

7,2

3

Рисунок 2
Сравнительный анализ частоты БЛД, РН, ПВЛ, ВЖК, постгеморрагической гидроцефалии, НЭК у пациентов 
при разных стратегиях трансфузии донорских ЭСК крови (%)
Figure 2
A comparative analysis of the incidence of BPD, ROP, PVL, IVH, posthemorrhagic hydrocephalus, NEC in the patients in differ-
ent strategies of red-cell transfusion (%)
ROP – retinopathy of prematurity; NEC – necrotizing enterocolitis; PVL – periventricular leukomalacia; BPD – bronchopulmonary dysplasia;  
IVH – intraventricular hemorrhage

Таблица 3
Сравнительный анализ частоты развития анемии после выписки в исследуемых группах 
Table 3
A comparative analysis of incidence of anemia after discharge in the study groups

Параметр
Parameter

1-я группа 
(либеральная 

стратегия; n = 164)
Group 1 (liberal strategy; 

n = 164)

2-я группа 
(рестриктивная 

стратегия; n = 216)
Group 2 (restrictive 
strategy; n = 216)

Отношение шансов 
(95% доверительный 

интервал)
Odds ratio (95% 

confidence Interval)

р

Частота анемии в СВ 1 месяц, n (%)
Anemia incidence at a CA of 1 month, n (%) 32 (44,4) 106 (63,8) 2,2 (1,3–3,9) 0,026*

Частота анемии в СВ 3 месяца, n (%)
Anemia incidence at a CA of 3 months, n (%) 28 (38,9) 90 (54,2) 1,8 (1,1–3,3) 0,042*

Частота анемии в СВ 6 месяцев, n (%)
Anemia incidence at a CA of 6 months, n (%) 18 (25,0) 27 (16,3) 0,6 (0,3–1,1) 0,149

Частота анемии в СВ 12 месяцев, n (%)
Anemia incidence at a CA of 12 months, n (%) 1 (1,4) 0 – –

Частота анемии в СВ 18 месяцев, n (%)
Anemia incidence at a CA of 18 months, n (%) 1 (1,4) 0 – –

Частота анемии в СВ 24 месяца, n (%)
Anemia incidence at a CA of 24 months, n (%)

1 (1,4) 0 – –

Примечание. * – различия показателей статистически значимы (p < 0,05).
Notes. CA – corrected age. * – the differences are statistically significant (p < 0.05).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ ИССЛЕДОВАНИЯ

В проведенном исследовании выявлено, что 
частота развития анемии на момент выписки из 
стационара, а также после (в СВ 1 и 3 месяца жизни) 

выше в группе детей, которым проводились транс-
фузии донорских ЭСК крови по рестриктивной стра-
тегии в отличие от либеральной. Случаев тяжелой 
анемии после выписки ни в одной группе не обна-
ружено. После СВ 6 месяцев частота анемии значи-
тельно снижалась в обеих группах, что, с высокой 
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вероятностью, связано с рационально проводимой 
антианемической терапией, своевременным введе-
нием прикорма.

Известно, что длительные эпизоды гипоксемии у 
детей с очень низкой массой тела связаны с неблаго-
приятными долгосрочными исходами [12]. Доказывая 
свою позицию, сторонники либеральной стратегии 
трансфузий главным образом основываются на этом 
аргументе. В то же время в ряде исследований приво-
дятся данные о том, что трансфузии донорских ЭСК 
крови ассоциированы с такими неблагоприятными 
исходами и осложнениями, как летальный исход [13], 
РН [14, 15], БЛД [16, 17], ВЖК [18, 19], НЭК [20]. 

В соответствии с наиболее крупными иссле-
дованиями: The Premature Infants in Need of 
Transfusion (PINT) [21], Effects of Liberal vs Restrictive 
Transfusion Thresholds on Survival and Neurocognitive 
Outcomes (ETTNO) и Transfusion of Prematures (TOP) 
(NCT01702805) [4] неонатальные исходы между груп-
пами недоношенных детей, получавших трансфузии 
по либеральной и рестриктивной стратегиям, суще-
ственно не отличались. В настоящей работе мы также 

сравнивали частоту БЛД, РН ≥ II степени, ПВЛ, ВЖК  
≥ II степени, НЭК ≥ III степени у недоношенных детей с 
ЭНМТ в группах либеральных и рестриктивных стра-
тегий переливания донорских ЭСК крови. Повышения 
частоты анализируемых неонатальных исходов в 
группе рестриктивной стратегии за исключением НЭК 
≥ III степени не обнаружено. Патогенез НЭК является 
мультифакторным и для установления причин увели-
чения его частоты во 2-й группе требуется дополни-
тельный анализ, что не являлось непосредственной 
целью данного исследования. Полученные резуль-
таты позволяют утверждать об отсутствии прямой 
причинно-следственной ассоциации между проведе-
нием гемотрансфузий и развитием описанных ослож-
нений и исходов у недоношенных новорожденных, по 
крайней мере, в рамках 2 сравниваемых стратегий 
трансфузий. Высокая частота анемии и потребность в 
проведении гемотрансфузии с высокой вероятностью 
отражают тяжесть состояния крайне недоношенных 
детей. Важным является тот факт, что использование 
более низких пороговых значений для переливания 
крови сокращает количество трансфузий.

Таблица 4
Уровень ферритина в сыворотке крови у детей в исследуемых группах в течение 6 месяцев жизни 
Table 4
Serum ferritin levels in the study groups within 6 months of corrected age

Параметр
Parameter

1-я группа (либеральная 
стратегия; n = 72)

Group 1 (liberal strategy; n = 72)

2-я группа (рестриктивная 
стратегия; n = 166)

Group 2 (restrictive strategy; 
n = 166)

р

Уровень ферритина в сыворотке крови,  
1 месяц, Me (IQR), мкг/л
Serum ferritin levels, 1 month of CA, Me (IQR), µg/L

62 (40–82) 51 (38–57) 0,126

Уровень ферритина в сыворотке крови,  
3 месяца, Me (IQR), мкг/л
Serum ferritin levels, 3 months of CA, Me (IQR), µg/L

32 (20,5–55,5) 25 (21–28,5) 0,287

Уровень ферритина в сыворотке крови,  
6 месяцев, Me (IQR), мкг/л
Serum ferritin levels, 6 months of CA, Me (IQR), µg/L

16 (12–25) 17,5 (12–23) 0,188

Таблица 5
Вид вскармливания в течение периода госпитализации и после выписки, сроки введения прикорма в исследу-
емых группах
Table 5
Type of feeding during the hospital stay and after discharge and timing of weaning in the study groups
Вид вскармливания
Type of feeding

1-я группа (либеральная стратегия)
Group 1(liberal strategy)

2-я группа (рестриктивная стратегия)
Group 2 (restrictive strategy) р

В течение периода госпитализации
During the hospital stay (n = 164) (n = 216)

Исключительно грудное вскармливание, n (%)
Exclusive breastfeeding, n (%) 49 (29,9) 75 (34,7) 0,071

Смешанное вскармливание, n (%)
Mixed feeding, n (%) 89 (54,3) 100 (46,3) 0,473

Искусственное вскармливание, n (%)
Formula feeding, n (%) 26 (15,8) 41 (19) 0,362

После выписки
After discharge (n = 72) (n = 166)

Грудное вскармливание, n (%)
Exclusive breastfeeding, n (%) 12 (16,7) 46 (27,7) 0,085

Смешанное вскармливание, n (%)
Mixed feeding, n (%) 41 (56,9) 77 (46,4) 0,369

Искусственное вскармливание, n (%)
Formula feeding, n (%) 19 (26,4) 43 (25,9) 0,819

Введение прикорма, Me (IQR), месяцы
Age at weaning, Me (IQR), months 6,5 (5,5–7) 6 (5–7) 0,253
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В большинстве РКИ, посвященных сравнению  
2 стратегий трансфузии, конечными точками явля-
ются оценки неврологических исходов. Сведения 
о частоте анемии у детей после выписки в вышео-
писанных РКИ отсутствуют. Поэтому мы не можем 
сопоставить полученные нами результаты. Частота 
анемии после выписки была относительно невы-
сокой. В СВ 1 месяц она встречалась у 32/72 
(44,4) детей в группе либеральной тактики против  
106/166 (63,8) – в группе рестриктивной, р = 0,026, 
в СВ 3 месяца – у 28 (38,9) в группе либеральной 
стратегии против 90 (54,2) – в группе рестриктивной,  
р = 0,042, после СВ 6 месяцев она значительно 
снижалась, и отличий между группами до СВ  
24 месяца жизни не наблюдалось. 

Многократные гемотрансфузии могут сопрово-
ждаться увеличением уровня ферритина в сыворотке 
крови и приводить к перегрузке железом. По резуль-
татам нашего исследования уровень сывороточного 
ферритина у детей в течение 6 месяцев жизни между 
группами не отличался. Тем не менее отмечалось 
более высокое содержание ферритина в 1-й группе в 
первые 3 месяца СВ. Также интересен и тот факт, что 
в группе либеральной стратегии повышения уровня 
ферритина в крови более 300 мкг/л и признаков 
перегрузки железом не встречалось. Длитель-
ность терапии препаратами железа после выписки 
была достоверно продолжительнее во 2-й группе по 
сравнению с 1-й. Это может быть связано, с одной 
стороны, с повторным использованием организмом 
железа, полученного при разрушении перелитых 
эритроцитов в 1-й группе, и тем, что во 2-й группе 
частота исключительно грудного вскармливания как 
на этапе госпитализации, так и после выписки была 
выше. Согласно рекомендациям, детям, находя-
щимся на грудном вскармливании и не получающим 
обогатитель грудного молока, необходимо получать 
дотацию препаратами трехвалентного железа до 
6 месяцев или до введения прикорма или смесей, 
обогащенных железом, что соответствует нашим 
данным. В то время как дети, получающие специали-
зированную смесь для недоношенного ребенка или 
обогатитель грудного молока и имеющие нормальный 
уровень железа и ферритина в крови, не нуждаются в 
дополнительной дотации препаратов трехвалентного  
железа.

Исходя из полученных нами результатов, а 
также данных РКИ, можно сделать вывод о том, что 
рестриктивные стратегии трансфузии донорских 
ЭСК крови столь же безопасны, как и либеральные. 
Безусловно, РКИ выполняют важную задачу в дока-
зательной медицине, тем не менее следует обратить 
внимание на следующие моменты. При детальном 
изучении данных РКИ выявляется, что зачастую они 
проводятся среди достаточно разнородной когорты 

пациентов, а выводы не всегда корректно толкуются. 
Поверхностно ознакомившись с рекомендациями 
по рестриктивной стратегии трансфузий, легко 
предположить следующее: рестриктивная прак-
тика применима ко всем недоношенным детям, она 
не повышает риски неблагоприятных исходов по 
сравнению с более либеральными стратегиями и, 
следовательно, от либеральной практики следует 
воздерживаться, когда есть какие-либо сомнения 
в ее пользе. Эти предположения можно рассма-
тривать как логичные выводы, за исключением 
случаев, когда тщательный анализ имеющихся 
данных исследований диктует иное. Коррекцию 
анемического синдрома у пациента необходимо 
проводить с учетом комплексной оценки клини-
ческой картины и данных дополнительных лабо-
раторно-инструментальных исследований. В 
частности, в случаях крупных хирургических 
вмешательств, необходимости проведения экстра-
корпоральной мембранной оксигенации, карди-
ореспираторных заболеваний (пороки сердца, 
БЛД, шок), сепсиса, кровотечений или симптомов, 
присущих анемии (тахикардия, тахипноэ) не реко-
мендуется применять рестриктивные стратегии 
трансфузий. В этих случаях оптимальный критерий 
для проведения трансфузии в настоящее время 
остается малоизученным. Решение о трансфузии 
донорских ЭСК крови должно иметь персонали-
зированный подход, оценивая как пользу, так  
и риски. 

Ограничения исследования
Наше исследование имеет ряд ограничений. 

Во-первых, оно является одноцентровым, что 
обусловлено различиями применяемых технологий 
при выхаживании глубоко недоношенных детей в 
медицинских учреждениях нашей страны, в част-
ности отличиями в пороговых значениях гемогло-
бина при гемотрансфузиях донорских ЭСК крови до 
утверждения клинических рекомендаций по анемиям 
у недоношенных детей. Во-вторых, исследование 
было ретроспективным, отсутствует рандомизация 
пациентов, так как проводился сравнительный анализ 
с учетом исторически сложившейся тактики. Также 
в связи с ретроспективным анализом проведенного 
исследования недостатком его являлось отсутствие 
таких дополнительных лабораторных данных у детей, 
как уровень ретикулоцитов, содержание гемогло-
бина в них. Тем не менее настоящая работа допол-
няет существующие данные о неонатальных исходах 
и является единственной, где представлены сведения 
о частоте развития анемии после выписки из стацио-
нара у недоношенных детей с ЭНМТ, которым прово-
дились трансфузии по рестриктивной и либеральной 
стратегиям.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Результаты проведенного анализа демон-
стрируют, что применение рестриктивной стра-
тегии гемотрансфузии не приводит к клинически 
значимому увеличению частоты таких исходов, как  
РН ≥ III степени, БЛД, ПВЛ, ВЖК ≥ II степени, а 
также анемии после 6 месяцев жизни в изуча-
емой группе недоношенных детей с ЭНМТ. Частота  
НЭК ≥ II степени в группе рестриктивной стратегии 
была выше, что требует дополнительного анализа.
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Морфология чистой популяции 
гематогонов, изолированной  
из нормального и обогащенного 
гематогонами костного мозга  
А.О. Закирова1, 2, М.В. Кормилицина3, О.С. Федянина1, 2, А.Н. Хвастунова1, 2, А.В. Филатов4,  
С.А. Кузнецова1, 2

1ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр детской гематологии, онкологии  
и иммунологии им. Дмитрия Рогачева» Минздрава России, Москва
2ФГБУН «Центр теоретических проблем физико-химической фармакологии» РАН, Москва
3ФГАОУ ВО «Московский физико-технический институт (национальный исследовательский университет)», 
Московская область, Долгопрудный
4ФГБУ «Государственный научный центр «Институт иммунологии» Федерального  
медико-биологического агентства, Москва

В-клеточные предшественники (гематогоны) составляют менее 5% нормальных ядросодержащих 
клеток костного мозга (КМ), но при некоторых клинических состояниях их процентное содержание 
может увеличиваться. Морфология гематогонов была охарактеризована у пациентов с их 
повышенным количеством. Однако малочисленность гематогонов и невозможность получения 
их чистой популяции затрудняют детальный морфологический анализ этих клеток в нормальном 
КМ. У 14 пациентов с повышенным содержанием гематогонов и 12 здоровых доноров с помощью 
биочипов с иммобилизованными антителами к антигенам кластеров дифференцировки (CD) была 
выделена чистая популяция гематогонов как CD10+-фракция мононуклеарных клеток КМ. Были 
описаны основные морфологические подтипы гематогонов здорового КМ и проанализирована доля 
этих клеток среди CD19+-, CD22+-, CD20+- и CD10+CD34+-мононуклеаров КМ. От 1 до 9% гематогонов 
имеют диаметр 13–17 мкм, базофильную цитоплазму, кружевную или мелкосетчатую бластную 
структуру хроматина и ярко выраженные ядрышки. Остальные гематогоны представляют собой 
незрелые лимфоидные клетки с широким распределением по размерам (7–15 мкм в диаметре), 
скудной цитоплазмой, «смазанным» хроматином и отсутствием ядрышек. От 3 до 25% клеток в 
последней категории имеют размер более 10 мкм. Клетки CD10+CD34+ не имеют преимущественно 
бластной морфологии, в то время как некоторые бластоподобные гематогоны экспрессируют 
CD20. Гематогоны в нормальном КМ неоднородны по морфологии и размеру. Явной корреляции 
между морфологией гематогонов и их иммунологической стадией созревания обнаружено не 
было. Исследование одобрено независимым этическим комитетом и утверждено решением ученого 
совета ФГБУ «НМИЦ ДГОИ им. Дмитрия Рогачева» Минздрава России. Было получено согласие 
доноров и пациентов на забор КМ и будущие биомедицинские исследования. 
Ключевые слова: гематогоны, нормальные В-клеточные предшественники, клеточный биочип, 
CD-антигены, морфология, иммуноцитохимия
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Morphology of a pure hematogone population isolated from normal  
and hematogone-rich bone marrow 
A.O. Zakirova1, 2, M.V. Kormilitsina3, O.S. Fedyanina1, 2, A.N. Khvastunova1, 2, A.V. Filatov4, S.A. Kuznetsova1, 2

1The Dmitry Rogachev National Medical Research Center of Pediatric Hematology, Oncology and Immunology of Ministry of Healthcare  
of the Russian Federation, Moscow
2Center for Theoretical Problems of Physical and Chemical Pharmacology, Russian Academy of Sciences, Moscow
3Moscow Institute of Physics and Technology (National Research University), Moscow Region, Dolgoprudny
4National Research Center “Institute of Immunology” of the Federal Medical Biological Agency of the Russian Federation, Moscow

B-cell precursors (hematogones) account for less than 5% of normal bone marrow (BM) nucleated cells but in some clinical 
conditions the number of hematogones can be transiently increased. Their morphology has been characterized in patients with 
increased numbers of hematogones. However, the scarcity of hematogones and inability to obtain their pure population make it 
difficult to thoroughly investigate the morphology of these cells in normal BM. A pure population of hematogones was isolated 
as a fraction of CD10+ BM mononuclear cells from 14 patients with increased numbers of hematogones and 12 healthy donors 
using microarrays with immobilized antibodies to cluster of differentiation (CD) antigens. We described the main morphological 
subtypes of hematogones of normal BM and analyzed the proportion of these cells among CD19+, CD22+, CD20+, and CD10+CD34+ 
BM mononuclear cells. One to nine percent of hematogones are 13–17 mm in diameter and have basophilic cytoplasm, lacy or 
finely reticulated, blastic chromatin and prominent nucleoli. The remaining hematogones are immature lymphoid cells that 
vary considerably in size (7–15 mm in diameter) and have scanty cytoplasm, smudged chromatin and absent nucleoli. Three 
to twenty-five percent of these cells are larger than 10 mm. CD10+CD34+ cells do not show predominantly blastic morphology, 
however some blast-like hematogones express CD20. Hematogones in normal BM are heterogeneous in morphology and size. 
We found no apparent correlation between the morphology of hematogones and their stages of maturation. The study was 
approved by the Independent Ethics Committee and the Scientific Council of the Dmitry Rogachev National Medical Research 
Center of Pediatric Hematology, Oncology and Immunology of Ministry of Healthcare of the Russian Federation. All donors and 
patients gave their informed consent to BM aspiration and participation in future biomedical studies.
Key words: hematogone, normal B-cell precursors, microarray, CD antigens, morphology, immunocytochemistry 
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Гематогоны впервые были описаны как незрелые 
лимфоидные клетки, присутствующие в мазках 
костного мозга (КМ) [1]. По мере накопления 

данных о поверхностных антигенах, специфичных 
для В-лимфоцитов на различных стадиях созревания, 
было доказано, что гематогоны являются нормаль-
ными предшественниками В-клеток и нормальными 
аналогами бластов при В-клеточном остром лимфоб-
ластном лейкозе (B-ОЛЛ) [2–9]. Созревание предше-
ственников В-клеток можно разделить на несколько 
стадий, распознаваемых по экспрессии нескольких 
поверхностных или внутриклеточных маркеров. 
Наименее зрелыми гематогонами (стадия 1) являются 
CD34bright, CD10bright, CD19dim, CD22dim, CD20–; проме-
жуточные пре-В-клетки (стадия 2) отрицательны 
по CD34 и имеют слабую экспрессию CD10, CD20, 
CD22 и CD19bright. На 3-й стадии созревания гемато-
гоны CD10dim и CD22dim не только положительны по 
CD19, но и приобретают экспрессию CD20 и частично 
поверхностных иммуноглобулинов [10–12]. Гемато-
гоны составляют не более 5% клеток аспирата здоро-
вого КМ [10]. Однако их количество может временно 
увеличиться более чем на 50% во время восстанов-
ления после химиотерапии или трансплантации КМ 
у пациентов с негематопоэтическими новообразова-
ниями, аутоиммунными заболеваниями или инфек-
циями [13–15]. Это временное увеличение количества 
нормальных предшественников В-клеток может быть 
ошибочно принято за В-ОЛЛ, поскольку гематогоны и 
опухолевые клетки при В-ОЛЛ имеют схожие морфо-
логию и иммунофенотип [7].

Гематогоны были подробно исследованы методом 
проточной цитометрии у пациентов с их транзиторным 
доброкачественным увеличением. Большинство этих 
исследований посвящено критериям дифференци-
ации между гематогонами и бластами, характерными 
для В-ОЛЛ [11, 15–19]. Основные морфологические 
характеристики гематогонов также были получены 
из образцов КМ пациентов с их повышенным количе-
ством [11, 13]. В нескольких исследованиях сообща-
лось о морфологической гетерогенности гематогонов 
[19–21] по сравнению с несколько более однородной 
морфологией бластов при В-ОЛЛ. Полученная таким 
образом информация является неполной, поскольку 
незрелые клетки в мазках КМ без дополнительного 
окрашивания не всегда могут быть надежно класси-
фицированы как гематогоны, а не как клетки-пред-
шественники другой линии. 

B.Y.P. Hokland и соавт. [7] и T. Fukushima и соавт. 
[22] использовали более строгий подход к очистке 
гематогонов и выделили CD10+-мононуклеарные 
клетки из аспиратов КМ пациентов с острыми лейко-
зами в стадии полной ремиссии, негемопоэтиче-
скими опухолями с отсутствием метастазов в КМ, 
доброкачественными заболеваниями крови (идиопа-

тическая тромбоцитопеническая пурпура, наслед-
ственный сфероцитоз) и другими заболеваниями 
(инфекционный мононуклеоз, гистиоцитоз из клеток 
Лангерганса) для последующего морфологического 
исследования с использованием проточного клеточ-
ного сортера. Помимо предшественников В-клеток 
CD10 экспрессируются на зрелых гранулоцитах и 
лишь небольшой части Т-клеток [23], так что в отсут-
ствие В-ОЛЛ всю популяцию CD10+-мононуклеарных 
клеток КМ можно рассматривать как гематогоны. 
Однако морфология гематогонов в нормальном КМ 
не изучалась из-за малого их количества. 

В данной работе описана морфология CD10+-
фракции мононуклеарных клеток, выделенной из 
аспиратов КМ 12 здоровых доноров и 14 пациентов 
с новообразованиями, не связанными с созре-
ванием В-клеток или незлокачественными забо-
леваниями крови, приводящими к реактивному 
увеличению гематогонов. CD10+-клетки получали 
из мононуклеарной фракции аспирата КМ путем 
инкубации с клеточным биочипом, прозрачной 
пластиковой подложкой с иммобилизованными моно-
клональными антителами к дифференцировочным CD- 
антигенам [24]. Ранее было показано, что связывание 
клеток с биочипом является высокоспецифичным, 
а захваченные биочипом лейкоциты морфоло-
гически идентичны лейкоцитам в мазках крови и 
КМ. В данном исследовании описаны основные 
морфологические типы CD10+ В-клеточных пред-
шественников и исследована экспрессия CD34, 
CD19, CD20, CD22 и иммуноглобулина класса М 
(IgM) на их поверхности, чтобы соотнести имму-
нологические стадии созревания гематогонов с  
их морфологией. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Пациенты
Были исследованы аспираты КМ 12 здоровых 

доноров в возрасте от 4 до 22 лет (средний возраст 
9 лет, 8 пациентов мужского пола, 4 – женского), 
полученные в ходе подготовки к гаплоидентичной 
трансплантации КМ, и 14 пациентов в возрасте от  
1 до 15 месяцев (средний возраст 8,5 месяцев,  
9 мальчиков, 5 девочек) с различными новообразо-
ваниями или незлокачественными заболеваниями  
(8 пациентов с нейробластомой, 2 – с острым миело-
идным лейкозом, 2 – с агранулоцитозом, 1 – с ауто-
иммунным лимфопролиферативным синдромом, 1 – с 
неизвестным диагнозом, у которого острый лейкоз 
был исключен) и повышенным уровнем гематогонов 
по данным проточной цитометрии. Данное исследо-
вание одобрено независимым этическим комитетом 
и утверждено решением ученого совета НМИЦ ДГОИ 
им. Дмитрия Рогачева. Было получено согласие 
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доноров и пациентов на забор КМ и будущие биоме-
дицинские исследования. 

Изготовление клеточных биочипов
Клеточные биочипы были изготовлены 

путем адсорбции анти-CD-антител на пласти-
ковые покровные стекла, как описано в работе 
A.N. Khvastunova и соавт. [24]. При изготовлении 
клеточных биочипов были использованы монокло-
нальные мышиные антитела к человеческому CD2 
(клон LT2), CD10 (клон LT10), CD19 (клон LT19), 
CD20 (клон LT20), CD22 (клон LT22) и IgM (ООО 
«Сорбент», Россия), к человеческому CD45RA (клон 
HI100; eBioscience, США) и изотипический контроль 
(P3.6.2.8.1; eBioscience, США) в качестве отрицатель-
ного контроля.

Сортировка лейкоцитов при помощи клеточного 
биочипа

Мононуклеарную фракцию аспирата КМ сортиро-
вали с помощью клеточного биочипа в соответствии 
с ранее описанным протоколом [24]. Мононукле-
арную фракцию выделяли из аспирата КМ путем 
центрифугирования в градиенте Histopaque 1077 
(Sigma, США) в соответствии с инструкцией произво-
дителя, отмывали и ресуспендировали в фосфатно- 
солевом буфере (PBS), рН 7,2–7,4, с 1% бычьим 
сывороточным альбумином (BSA; Sigma, США) и 20% 
фетальной телячьей сывороткой (FCS; Sigma, США) в 
концентрации 5 × 106 клеток/мл, заливали на биочип 
и инкубировали в течение 45 мин при 11°C без пере-
мешивания. Далее биочип промывали в PBS с добав-
лением 1% BSA, затем в PBS, заливали 20 мкл чистой 
FCS и высушивали в лабораторной цитоцентрифуге. 
Для морфологического анализа клетки, связавшиеся 
с биочипами, окрашивали по Май-Грюнвальду–Гимзе 
и исследовали с помощью микроскопии в светлом 
поле. Процент мононуклеарных клеток, положи-
тельных по каждому CD, включенному в панель 
биочипа, определяли как плотность связывания 
мононуклеаров на соответствующем пятне иммоби-
лизованных антител к данному CD на биочипе, норма-
лизованную на плотность связывания клеток в пятне 
положительного контроля (анти-CD45RA), как было 
обосновано ранее [24]. Плотность связывания клеток 
оценивали полуавтоматически на основе анализа 
микрофотографий клеток, связавшихся с биочипом, 
при увеличении в 200 раз. 

Иммунофлуоресценция
Мононуклеарную фракцию аспирата КМ, 

выделенную, как описано выше, и ресуспендиро-
ванную в PBS с 1% BSA и 20% FCS в концентрации  
107 клеток/мл окрашивали моноклональными мыши-
ными антителами к CD34-FITC (клон 561; Biolegend, 

США) в 1% BSA в PBS при комнатной темпера-
туре в течение 30 мин, затем промывали в том же 
буфере. Меченые клетки инкубировали с биочипом, 
отмывали и сушили, как описано ранее [24]. Затем 
клетки, связавшиеся с биочипом, фиксировали в 
1% растворе формальдегида в PBS при комнатной 
температуре в течение 1 ч. Затем альдегидные 
группы инактивировали в 100 мМ растворе глицина 
при комнатной температуре в течение 1 мин, далее 
биочип со связанными клетками промывали в PBS и 
визуализировали либо непосредственно с помощью 
конфокальной флуоресцентной микроскопии (Axio 
Observer.Z1, Carl Zeiss, Германия), либо с помощью 
протокола ферментативного усиления флуоресцент-
ного сигнала.

Ферментативное усиление флуоресцентного 
сигнала

Окрашенные анти-CD34-FITC клетки, связанные с 
биочипами, приготовленные, как описано выше, инку-
бировали со вторичными козьими антителами против 
FITC, конъюгированными со щелочной фосфатазой 
(ЩФ) (ab6657, Abcam, США) в течение 30 мин при 
комнатной температуре во влажной камере, промы-
вали TBS (набор для определения PNA ISH, Dako, 
Дания), а затем инкубировали с субстратом ЩФ BCIP/
NBT (набор для определения PNA ISH, Dako, Glostrup, 
Дания) в течение 45–60 мин при комнатной темпера-
туре во влажной камере. Затем образец промывали 
водопроводной водой, высушивали и хранили при 
комнатной температуре до 1 нед перед анализом. 
Анализ проводился методом световой микроскопии 
в светлом поле. 

Микроскопия светлого поля
Морфологию клеток и результаты иммуноци-

тохимии с ферментативным усилением изучали с 
помощью микроскопа Nikon Eclipse Ni, оснащен-
ного камерой Nikon DS-Ri1 (Nikon, Нидерланды), при 
увеличении в 1000 и 200 раз. Измерение размера 
клеток проводилось с использованием програм
много обеспечения ImageJ. Морфологическая клас-
сификация клеток для каждого донора или пациента 
проводилась независимо двумя морфологами. Для 
каждого донора или пациента было проанализиро-
вано не менее 100 клеток для каждого пятна анти-CD-
антител. В качестве контроля для зрелых В-клеток 
был измерен размер 50 мононуклеаров перифериче-
ской крови, связавшихся с анти-CD19. 

Оценка количества CD34+-клеток
Фотографии мононуклеаров КМ, меченых анти-

CD34-FITC, в светлом поле после ферментативного 
усиления, в пятнах биочипов анти-CD10 (экспери-
мент) и анти-CD3 (отрицательный контроль) были 
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сделаны в одинаковых условиях, после чего их 
преобразовали в оттенки серого, инвертировали и 
вычли фон. Фотографии флуоресценции анти-CD34-
FITC анализировали непосредственно после вычи-
тания фона. Интенсивность сигнала анти-CD34 для 
каждой клетки оценивали как среднюю в пределах 
границ клеток. Весь анализ изображений прово-
дился с использованием программного обеспечения 
ImageJ. В каждом эксперименте строили гистограмму 
интенсивности сигнала для отрицательного контроля; 
пороговая интенсивность для CD34+ была установ-
лена выше 95% клеток отрицательного контроля. 

Статистический анализ
Данные представлены либо в виде среднего 

значения ± стандартное отклонение, либо в виде 
диапазона (медианы). При сравнении данных для 
нормального КМ и КМ, богатого гематогонами, 
использовался критерий Манна–Уитни. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Доля мононуклеаров, положительных по 
различным В-клеточным маркерам, в нормальном 
костном мозге и костном мозге пациентов с повы-
шенным уровнем гематогонов

На рисунке 1 представлена доля клеток, поло-
жительных по различным маркерам лимфоцитов, 
среди мононуклеаров, выделенных из аспирата КМ  
14 пациентов с повышенным количеством гемато-
гонов и 12 здоровых доноров. У пациентов с повы-
шенным количеством гематогонов количество 
Т- и NK-клеток (CD2+) было ниже, а общее коли-
чество В-клеток (CD19+), гематогонов (CD10+), 
зрелых В-клеток (sIgM+) – выше, чем у здоровых  
доноров. 

Морфологические характеристики предше-
ственников В-лимфоцитов в нормальном костном 
мозге

В результате детального анализа CD10+-монону-
клеаров, выделенных из аспирата нормального КМ, 
было выделено 3 группы, морфологически отлича-
ющиеся между собой (рисунок 2). Самые крупные 
клетки с высоким и средним ядерно-цитоплазматиче-
ским соотношением, синей цитоплазмой с перинукле-
арным просветлением, кружевной или мелкосетчатой 
структурой хроматина и 1–2 ядрышками (рисунок 
2A–Г) далее будут иметь название «бласты», 
поскольку они морфологически наиболее близки к 
бластам при В-ОЛЛ [21]. Клетки среднего размера с 
высоким ядерно-цитоплазматическим соотношением 
и нежным рисунком хроматина, синей цитоплазмой 
без перинуклеарной зоны и четко видимых ядрышек 
(рисунок 2Д–З) далее будут называться крупными 

предшественниками. Клетки этих 2 морфологиче-
ских типов обычно идентифицируют в мазках КМ как 
гематогоны. Третья морфологическая группа вклю-
чает оставшиеся клетки, связавшиеся с антителами 
к CD10 на биочипе: небольшие клетки с наибольшим 
соотношением ядра и цитоплазмы, незрелым хрома-
тином и отсутствием видимых ядрышек (рисунок 
2И–М). Бласты имеют наибольший размер –  
13–17 мкм в диаметре, диаметр крупных предше-
ственников – более 10 мкм и до 15 мкм. Третья группа 
CD10+-клеток имеет наименьший размер – 7–10 мкм 
в диаметре. 

Большинство более мелких CD10+-клеток похожи 
по морфологии на крупные предшественники, имеют 
сходную структуру с хроматином и ядерно-цито-
плазматическое соотношение, но меньший размер, 
хотя у некоторых из них наблюдается более конден-
сированный или более грубый хроматин. Средний 
диаметр зрелых В-клеток, выделенных из перифери-
ческой крови здоровых доноров, измеренный тем же 
методом, составляет 10 ± 1 мкм.

Доля бластов и крупных предшественников 
среди CD10+-, CD19+-, CD20+-, CD22+- и sIgM+-моно-
нуклеаров костного мозга 

Процент бластов и крупных предшествен-
ников среди мононуклеаров КМ, положительных 
по основным В-клеточным маркерам, у здоровых 
доноров и пациентов с повышенным количеством 

Рисунок 1
Процент мононуклеаров, положительных по CD2, 
CD10, CD19, CD20, CD22 и sIgM, в нормальном КМ 
(доноры) и КМ пациентов с повышенным уровнем ге-
матогонов (пациенты), рассчитанный как плотность 
связывания клеток с различными анти-CD-антите-
лами на биочипе, нормализованная на плотность 
связывания клеток с анти-CD45 (положительный 
контроль)
Столбиками представлены средние значения, усы – 95% 
доверительный интервал
Figure 1
The percentage of mononuclear cells positive for CD2, CD10, 
CD19, CD20, CD22 and sIgM in the normal BM obtained from 
the donors and in the BM of the patients with an increased 
number of hematogones calculated as the density of cell 
binding to different anti-CD-antibodies on a microarray nor-
malized to the density of cell binding to anti-CD45 (positive 
control)
The bars indicate the mean values, while the whiskers represent a 
95% confidence interval
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гематогонов представлен на рисунке 3. У здоровых 
доноров количество бластов варьирует в пределах 
1,4–9,3% (медиана 3%), доля крупных предше-
ственников составляет 2,7–24,6% (медиана 11%) 

СD10+-мононуклеаров. В КМ у большинства здоровых 
доноров бласты и крупные предшественники также 
присутствовали среди CD19+- и CD20+-клеток, но 
отсутствовали среди CD22+- или sIgM+-клеток, 

Рисунок 2
Морфологические группы гематогонов в КМ: A–Г – бласты; Д–З – крупные предшественники; И–М – другие. 
Стрелки указывают на клетки соответствующих типов. Окраска по Романовскому–Гимзе, × 1000; Н – распре-
деление по размеру гематогонов различных морфологических групп. Размеры гематогонов были проанализи-
рованы у 3 здоровых доноров, не менее 100 клеток для каждого донора
Ящики обозначают межквартильный интервал, усы – минимальное и максимальное значения, горизонтальная линия – 
медиану, квадрат – среднее значение
Figure 2
Morphological groups of hematogones in BM: A–Г – blast cells; Д–З – large precursor cells; И–М – others. The arrows show 
cells of the corresponding groups. The Romanowsky–Giemsa staining, × 1000; Н – the distribution of morphologically different 
hematogones by size. The size of hematogones was analyzed in 3 healthy donors, at least 100 cells for each donor
The boxes show the interquartile interval, the whiskers represent the minimal and maximal values, the horizontal lines show the medians, 
and the squares indicate the mean values

Рисунок 3
Процент клеток с морфологией бластов (A) и крупных предшественников (Б) среди мононуклеаров, связав-
шихся с анти-CD10, анти-CD19, анти-CD20, анти-CD22 и анти-IgM на клеточном биочипе, для здоровых доно-
ров (серые ящики) и пациентов с повышенным уровнем гематогонов (белые ящики)
Ящики обозначают межквартильный интервал, усы – минимальное и максимальное значения, горизонтальная линия – 
медиану, квадрат – среднее значение; значения p рассчитаны на основе критерия Манна–Уитни, звездочкой обозначены 
значимые различия (p < 0,05)
Figure 3
The percentage of cells with blast cell morphology (A) and large precursor cell morphology (Б) among mononuclear cells 
bound to anti-CD10, anti-CD19, anti-CD20, anti-CD22, and anti-IgM on a cell biochip, for the healthy donors (grey boxes) and 
for the patients with increased numbers of hematogones (white boxes)
The boxes show the interquartile interval, the whiskers represent the minimal and maximal values, the horizontal lines show the medians, 
the squares indicate the mean values; p-values are calculated using the Mann–Whitney test, the asterisks indicate significant differences  
(p < 0.05)
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только в 1 образце здорового КМ были найдены 
несколько крупных предшественников в пятне анти-
CD22. Отсутствие клеток с бластной морфологией 
и крупных предшественников среди CD22+- и sIgM+-
клеток указывает на их иммунологическую незре-
лость и согласуется с ранее опубликованными 
данными [10, 25]. 

У пациентов с повышенным количеством гема-
тогонов 0–9,4% (медиана 1,1%) среди CD10+-моно-
нуклеаров составляли бласты, а 0–17,2% (медиана 
9%) – крупные предшественники. Интересно, что у 
пациентов с повышенным количеством гематогонов 
значительно больше бластов имели экспрессию 
CD22 (рисунок 3). Кроме того, крупные предше-
ственники составляли значительно меньший процент 
клеток CD19+ у пациентов с повышенным коли-
чеством гематогонов, чем в контрольной группе. 
Это согласуется с тем фактом, что реактивное 
увеличение количества гематогонов сопровожда-
ется увеличением количества зрелых В-клеток  
(рисунок 1). 

CD34+-гематогоны морфологически не явля-
ются преимущественно бластами или крупными 
предшественниками

Клетки КМ с бластной морфологией обычно 
считаются наиболее незрелыми. Чтобы выяснить, 
имеют ли CD34+-гематогоны на первой стадии их 
созревания преимущественно бластную морфо-
логию, мы построили распределение CD34+CD10+-
клеток по размерам в нормальных аспиратах КМ и 
сравнили его с распределением по размерам всей 
популяции CD10+. Клетки с бластной морфологией 
имеют диаметр более 13 мкм (рисунок 2), таким 
образом, если они преобладают среди клеток CD34+, 
то это повлияет на распределение последних по 
размерам.

Мононуклеарные клетки, выделенные из КМ 
здоровых доноров, были помечены анти-CD34-FITC и 
затем проинкубированы с биочипом. Относительное 
количество CD10+CD34+ и CD10+CD34– было опре-
делено у 6 здоровых доноров, у 3 из них методом 
прямой иммунофлуоресценции, а у остальных 3 – 
после ферментативного усиления флуоресценции 
(рисунок 4А, Б). В среднем 20 ± 8% мононукле-
арных клеток, связавшихся на биочипе с анти-CD10, 
были положительны по CD34. На рисунке 4В пока-
зано распределение по диаметру клеток CD34+CD10+ 
и всех CD10+-клеток. Большинство CD34+-клеток 
имеют диаметр менее 12 мкм, и существенных 
различий между распределением по размеру 
CD34+CD10+ и всех CD10+-клеток нет. Это означает, 
что CD34+CD10+-клетки морфологически не явля-
ются преимущественно бластами или крупными 
предшественниками. 

Рисунок 4
Иммуноцитохимическое окрашивание гематогонов 
анти-CD34: A, Б – фотографии окрашенных анти- 
CD34-FITC мононуклеаров КМ, связавшихся на 
биочипе с анти-CD3 (A) и анти-CD10 (Б) после фер-
ментативного усиления с использованием вторичных 
антител к FITC, конъюгированных с щелочной фосфа-
тазой, и субстрата BCIP/NBT (см. раздел «Материалы 
и методы исследования»), × 1000; В – распределение 
по размеру CD10+- (черный цвет) и CD10+CD34+- (серый 
цвет) мононуклеаров, выделенных из нормального 
КМ (объединенные данные из 3 нормальных образцов 
КМ, 750 отдельных клеток); Г – определение порого-
вого значения (пунктирная линия) по интенсивности 
сигнала CD34+-клеток (черный цвет) по сравнению с 
отрицательным контролем (серый цвет)
Figure 4
Immunocytochemical staining of hematogones for CD34 
(anti-CD34 stain): А, Б – images of mononuclear cells of BM 
stained with FITC anti-human CD34 antibody that bound on 
a microarray to anti-CD3 (A) and anti-CD10 (Б) after enzyme 
enhancement using FITC secondary antibodies conjugated with 
alkaline phosphatase and BCIP/NBT substrate (see Materials 
and Methods), × 1000; В – the distribution of CD10+ (black 
color) and CD10+CD34+ (grey color) mononuclear cells isolated 
from normal BM (collective data obtained from 3 normal BM 
samples, 750 individual cells) by size; Г – the determination 
of a threshold value (dash line) of the signal intensity of CD34+ 
cells (black color) in comparison with the negative control 
(grey color)
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ ИССЛЕДОВАНИЯ

Детальный анализ морфологии гематогонов 
нормального КМ затруднен из-за их малого количества. 
Большая часть данных о морфологии гематогонов была 
получена на образцах КМ пациентов с их реактивным 
увеличением, поэтому прежде всего необходимо было 
проверить, можно ли экстраполировать эти данные на 
нормальный КМ. Анализ гематогонов в мазках КМ допол-
нительно осложняется неопределенностью в отнесении 
некоторых клеток незрелой морфологии к гематогонам, 
а не к миелоидным или Т-клеточным предшествен-
никам. В данной работе проведен морфологический 
анализ чистой популяции гематогонов, выделенных как 
CD10+-фракция мононуклеарных клеток КМ, с помощью 
биочипа с иммобилизованными антителами к CD и выпол-
нено сравнение результатов, полученных у пациентов с 
повышенным содержанием гематогонов и у здоровых 
доноров. Следует отметить, что в данном исследовании 
все пациенты с повышенным уровнем гематогонов были 
младше 2 лет, так как реактивное повышение гемато-
гонов гораздо чаще наблюдается у маленьких детей, в то 
время как здоровые доноры намного старше. 

По своим морфологическим особенностям гема-
тогоны в нормальном КМ делятся на 2 категории: 
бласты диаметром 13–17 мкм с кружевным или 
тонкосеточным хроматином и одним или несколькими 
ядрышками и незрелые лимфоидные клетки с очень 
высоким ядерно-цитоплазматическим соотношением, 
нежным рисунком хроматина и отсутствием ядрышек. 
Небольшая часть клеток последнего морфологиче-
ского типа имеет диаметр 10–15 мкм и отнесена нами 
к предварительной категории «крупные предшествен-
ники». Стоит отметить, что гематогоны с бластной 
морфологией по некоторым морфологическим крите-
риям [26] имеют много общих черт с миелоидными 
бластами, поэтому их нелегко идентифицировать в 
качестве предшественников В-клеток в мазках КМ. 

Фракции CD10+-мононуклеаров с бластной морфо-
логией и крупных предшественников в нормальном КМ 
и КМ пациентов с повышенным процентом гематогонов 
существенно не различаются, и у пациентов не было 
обнаружено новых морфологических типов предшествен-
ников В-клеток. Эти данные оправдывают использование 
образцов с повышенным содержанием гематогонов для 
их морфологического исследования. Доля крупных пред-
шественников в общей популяции В-клеток (CD19+) была 
значительно меньше у пациентов с повышенным содер-
жанием гематогонов по сравнению со здоровыми доно-
рами. Это может быть объяснено тем фактом, что процент 
зрелых sIgM+ В-клеток при реактивном увеличении гема-
тогонов также растет (рисунок 1).

Увеличение количества sIgM+ В-клеток одновре-
менно с ростом количества гематогонов является 

одним из признаков, отличающих реактивное увели-
чение гематогонов от В-ОЛЛ, поскольку это пока-
зывает отсутствие характерного для В-ОЛЛ блока 
дифференцировки В-клеток [11, 15]. Хотя среднее 
процентное содержание CD20+- и CD22+-клеток в 
аспиратах КМ здоровых доноров и пациентов с повы-
шенным уровнем гематогонов было одинаковым 
(рисунок 1), у некоторых пациентов с повышенным 
уровнем гематогонов оно было выше, чем у здоровых 
доноров. Эта разница не связана с возрастом, так как 
процент CD20+-клеток в КМ, напротив, с возрастом 
увеличивается [25]. Поскольку процентное содер-
жание CD20+- и CD22+-клеток с бластной морфо-
логией и крупных предшественников у некоторых 
пациентов выше, чем в контрольной группе, это 
может указывать на то, что увеличение популяций 
этих двух видов клеток, по крайней мере, частично 
обусловлено увеличением количества гематогонов. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Самый интересный вопрос заключается в том, 
существует ли корреляция между морфологией 
гематогонов и стадией их созревания. Мы частично 
ответили на этот вопрос, проанализировав распреде-
ление по размерам CD34+CD10+-клеток, что соответ-
ствует 1-й стадии созревания гематогонов. Показано, 
что диаметр CD34+-клеток изменяется в пределах от 
7 до 14 мкм и, следовательно, морфологически они 
не относятся исключительно к бластам или крупным 
предшественникам (рисунок 4В). С другой стороны, 
некоторые клетки, положительные по CD20 –  
маркеру, который отсутствует на поверхности 
В-клеток до 2-й стадии созревания гематогонов, 
также имеют бластную морфологию (рисунок 3А). Таким 
образом, корреляции между морфологией и стадией 
созревания гематогонов не обнаружено. Поскольку 
нормальные предшественники В-клеток продолжают 
пролиферировать до стадии малых пре-В-клеток, на 
которой начинается перестройка легких цепей иммуно-
глобулинов [27, 28], можно предположить, что разница 
в морфологии отражает положение клетки в клеточном 
цикле, а не стадию ее созревания. 
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Детекция фосфатидилсерин-
экспрессирующих эритроцитов  
в цельной крови 
И.А. Чабин1, Н.А. Подоплелова1, 2, Е.М. Кольцова1, 2, К.Р. Бутов1–3, С.И. Обыденный1, 2,  
Н.С. Сметанина1, М.А. Пантелеев1, 2, 4

1ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр детской гематологии, онкологии  
и иммунологии им. Дмитрия Рогачева» Минздрава России, Москва
2ФГБУН «Центр теоретических проблем физико-химической фармакологии» РАН, Москва
3ФГАОУ ВО «Российский национальный исследовательский медицинский университет им. Н.И. Пирогова» 
Минздрава России, Москва
4ФГБОУ ВО «Московский государственный университет им. М.В. Ломоносова», Москва

Механизмы клиренса эритроцитов из кровотока разнообразны и могут включать такие процессы, 
как эриптоз и гемолиз. При этом несомненна роль селезенки, которая удаляет эритроциты из 
кровотока в связи с их способностью проходить сквозь узкие пространства, однако отдельные 
аспекты, такие как роль белков в этом процессе, которые могут связывать фосфатидилсерин, 
продолжают вызывать вопросы. Таким образом, точные механизмы элиминации эритроцитов до 
сих пор не установлены. В данной работе приведен цитофлуориметрический протокол детекции 
эритроцитов цельной крови, которые могут быть отнесены к предэлиминационной стадии, с 
использованием маркеров фосфатидилсерина. Также представлены результаты анализа крови 
здоровых доноров, которые позволяют говорить о возможности надежной детекции эриптоза 
в цельной крови. Настоящее исследование одобрено независимым этическим комитетом и 
утверждено решением ученого совета ФГБУ «НМИЦ ДГОИ им. Дмитрия Рогачева» Минздрава 
России. 
Ключевые слова: эритроциты, клеточная смерть, эриптоз, проточная цитофлуориметрия
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Detection of phosphatidylserine-expressing red blood cells  
in whole blood
I.A. Chabin1, N.A. Podoplelova1, 2, E.M. Koltsova1, 2, K.R. Butov1-3, S.I. Obydennyi1, 2, N.S Smetanina1,  
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There are various mechanisms of red blood cell (RBC) clearance from the circulation, including eryptosis and hemolysis. 
The spleen plays a major role in eliminating RBCs from the blood flow thanks to their ability to pass through narrow spaces. 
Still, some questions such as the role of phosphatidylserine-binding proteins in this process remain unanswered. Thus, RBC 
elimination mechanisms are still not very well explored. Here, we report on a flow cytometry protocol using phosphatidylserine 
markers for the detection of whole blood erythrocytes that can be classified as pre-elimination RBCs. We also provide the results 
of healthy donors' blood testing suggesting that reliable detection of eryptosis in whole blood is indeed possible. The study was 
approved by the Independent Ethics Committee and the Scientific Council of the Dmitry Rogachev National Medical Research 
Center of Pediatric Hematology, Oncology and Immunology of Ministry of Healthcare of Russia. 
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Эритроциты – самые распространенные клетки 
крови человека, их основной задачей явля-
ется доставка кислорода ко всем клеткам 

тела. Гемоглобин, занимающий до 80% объема 
клетки, является токсичным для внутренних органов 
белком, в связи с чем предотвращение его высвобо-
ждения вследствие внутрисосудистого лизиса пред-
ставляет собой важный вопрос. Другой причиной 
убрать эритроциты из кровотока до их окончательной 
смерти является нарушение способности «старых» 
клеток к изменению формы и, как следствие, возмож-
ность застревания в капиллярах [1]. Основную роль 

в их элиминации отводят селезенке – лимфоидному 
органу, который содержит ретикуло-эндотелиальную 
систему, ответственную за клиренс эритроцитов. Но 
каким образом селезенке удается элиминировать 
все клетки, которые могут погибнуть в ближайшее 
время? Могут ли эритроциты в стадии гибели цирку-
лировать в общем кровотоке? 

Считается, что решающую роль в клиренсе 
эритроцитов играет их фильтрация через особые 
ходы в селезенке, которые имитируют крайне узкие 
капилляры [1, 2]. В ходе старения эритроцит теряет 
способность менять свою форму [3] и в конце концов 

EDN: PWYNRG
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застревает там. У данной гипотезы есть ряд недо-
статков. Так, в экспериментах на мышиных моделях 
было продемонстрировано, что элиминация эритро-
цитов замедляется при нокауте по лактадхерину 
(белок, способный связываться с фосфатидил-
серином на поверхности клетки и опосредовать 
фагоцитоз) [4, 5]. Другое важное замечание (чисто 
математический расчет) – через селезенку в час 
проходит около 9 л крови, что приблизительно 
составляет 2 объема циркулирующей крови (ОЦК), 
однако до 90% этого объема проходит сквозь 
«закрытую» систему кровотока, в которой филь-
трации сквозь ретикулоэндотелиальную систему не 
происходит. Несложно посчитать, что характерное 
время фильтрации 1 ОЦК через «открытую» систему, 
где и происходит клиренс, составит примерно 5 ч. 
Возможно, что некоторые эритроциты могут не попа-
дать туда в течение и более длительного времени. 

Таким образом, для того чтобы в кровотоке не 
было ни одного эритроцита в «мертвом» или «прак-
тически мертвом» состоянии, необходима система, 
элиминирующая их за несколько часов до теоре-
тически возможной смерти с достаточно высокой 
степенью точности и, что немаловажно, специ-
фичности. Данная задача представляется доста-
точно тяжелой, однако на сегодняшний день в крови 
здоровых доноров в ряде исследований достоверно 
не было детектировано ни одного «мертвого» эритро-
цита с достаточной степенью уверенности, чтобы 
не считать это проблемой метода (оценка спустя 
длительное время – 24–48 ч, определение эритро-
цитов после центрифугирования цельной крови в 
плазме, богатой тромбоцитами [6] и др.), но специа-
листы верят в их существование [3, 7–9]. А что такое 
«мертвый» или «практически мертвый» эритроцит? 
Основываясь на каких параметрах можно так сказать 
о клетке, у которой нет ни ядра, ни митохондрии? 

Всего около 20 лет назад появилось и в даль-
нейшем закрепилось такое понятие, как «эриптоз», 
или запрограммированная гибель эритроцита [10]. 
Она характеризуется, во первых, нарушением 
мембранной асимметрии – появлением фосфатидил-
серина на внешней мембране эритроцита, во-вторых, 
уменьшением объема клетки и, в-третьих, образова-
нием микровезикул [10–12]. Данные признаки харак-
терны и для апоптоза ядерных клеток. Для детекции 
эриптоза может быть использована проточная цито-
флуориметрия, позволяющая оценивать форму/
размер (через прямое (FSC) и боковое (SSC) свето-
рассеяние), а также экспрессию фосфатидилсе-
рина на внешней мембране клетки с использованием 
специальных маркеров. 

В данной работе мы приводим собственный 
протокол проточной цитофлуориметрии для детекции 
эриптотических эритроцитов в цельной крови. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Взятие крови
Для исследования выполнялось взятие крови у 

здоровых добровольцев, подписавших добровольное 
информированное согласие в соответствии с Хель-
синкской декларацией. Работа одобрена незави-
симым этическим комитетом и утверждена решением 
ученого совета ФГБУ «НМИЦ ДГОИ им. Дмитрия Рога-
чева» Минздрава России. Взятие крови проводилось 
посредством венепункции в вакуумные пробирки с 
цитратом натрия (3,2%) в качестве антикоагулянта, 
объем крови во время хранения был не менее 1 мл. 
Перед анализом допускалось хранение крови до 6 ч 
при комнатной температуре.

Окрашивание и анализ образцов с помощью 
проточной цитофлуориметрии

Общая пробоподготовка и окраска подробно 
представлены в таблице. Цельная кровь для анализа 
разводилась модифицированным буфером Тироде 
Таблица 
Протокол выполнения проточной цитофлуориметрии
Table 
The protocol for flow cytometry
Параметр
Parameter

Значение
Value

Шаг 1. Разведение цельной крови
Step 1. Dilution of whole blood

Буфер Тироде, мкл
Tyrode’s buffer, μL 1000

Цельная кровь, мкл
Whole blood, μL 1

Шаг 2. Пробоподготовка
Step 2. Sample preparation

Проба 1
Sample 1

Проба 2
Sample 2

Проба 3
Sample 3

Проба 4
Sample 4

Разведенная кровь, мкл
Diluted blood, μL 150 150 150 150

Хлорид кальция (100 
мМ), мкл
Calcium chloride (100 mM), 
μL

3 3 3 –

ЭДТА (100 мМ), мкл
EDTA (100 mM), μL – – – 3

Шаг 3. Окрашивание маркерами фосфатидилсерина
Step 3. Staining with phosphatidylserine markers

Аннексин V – AF647  
(5 мкМ), мкл
Annexin V – AF647 (5 µM), μL

3 3 – 3

Лактадхерин – 
mNeonGreen  
(10 мкл), мкл
Lactadherin – mNeonGreen 
(10 μL), μL

1,5 1,5 – –

mNeonGreen  
(10 мкМ), мкл
mNeonGreen (10 µM), μL

– – 1,5 –

Инкубация, мин
Incubation, min 10 10 10 10

Шаг 4. Окрашивание антителами
Step 4. Staining with antibodies

Антитела к CD235a, мкл
Antibodies to CD235a, μL – 3 – –

Инкубация, мин
Incubation, min 5 5 5 5

Шаг 5. Измерение на проточном цитофлуориметре
Step 5. Flow cytometry
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(150 мМ хлорида натрия, 2,7 мМ хлорида калия,  
1 мМ хлорида магния, 0,4 мМ дигидрофосфата 
натрия, 20 мМ HEPES (4-(2-гидроксиэтил)-1-пипе-
разинэтансульфоновая кислота), 5 мМ глюкозы, и 
0,5% бычьего сывороточного альбумина; pH 7,4) в 
1000 раз. После этого разбавленную кровь инкуби-
ровали с маркерами фосфатидилсерина в течение  
15 мин в присутствии 2 мМ хлорида кальция. В 
качестве маркеров использовали рекомбинантный 
аннексин V собственного производства, конъю-
гированный с AF647 (Lumiprobe, США), а также 
рекомбинантный С2-фрагмент лактадхерина с флуо-
ресцентной меткой mNeonGreen собственного произ-
водства [13]. Финальные концентрации маркеров 
фосфатидилсерина были 100 нМ. Для наиболее 
точного детектирования эритроцитов образцы допол-
нительно окрашивали антителами к гликофорину А 
(Elabscience, Китай), время окраски – 5 мин (добав-
ляли через 10 мин от начала инкубации с маркерами 
фосфатидилсерина), финальное разведение 1:50. 
Для определения возможного влияния антител на 
процессы эриптоза также использовали контрольную 
пробу без окрашивания антителами. 

Для аннексина V в качестве контроля была 
выбрана проба с добавлением аннексина V – AF647 
в присутствии ЭДТА (динатриевая соль этилен-
диаминтетрауксусной кислоты, хелатор ионов 
кальция), которая блокирует связывание аннек-
сина V с фосфатидилсерином. По данной пробе 
была проведена граница региона, обозначающего 
аннексин V-положительные события. Для лактад-
херина в качестве контроля была выбрана проба 
с добавлением рекомбинантного mNeonGreen 
в концентрации 100 нМ. В качестве положи-
тельного контроля для связывания маркеров 
фосфатидилсерина использовались отмытые 
эритроциты, обработанные индуктором эриптоза ФМА  
(форбол-12-миристат-13-ацетат) [14].

Готовые образцы анализировали на проточном 
цитофлуориметре FACSCanto II (BD Biosciences, 
США) при средней скорости потока, дополнительное 
разведение перед измерением не проводилось. 
Общее число событий в пробе для анализа – не менее  
150 000, число событий в регионе эритроцитов – не 
менее 120 000. 

Обработка цитофлуориметрических данных
Обработка цитофлуориметрических данных 

проводилась в соответствии со схемой, представ-
ленной на рисунке 1. Для пробы без антител к CD235a 
регион эритроцитов выделялся с использованием 
плота FSC/SSC. Для пробы с добавлением антител 
регион эритроцитов выделялся по плоту FSC/CD235a, 
что в дальнейшем позволяет (и может быть особенно 
актуально для отдельных пациентов) при использо-

вании плота FSC/SSC выделять регион эритроцитов 
с сохранной и измененной формой. Кроме того, 
представлены стратегии гейтирования для маркеров 
фосфатидилсерина. 

Статистический анализ
Статистическая обработка результатов проточной 

цитофлуориметрии проводилась с использованием 
программного обеспечения Origin 2018b (OriginLab 
Corporation, США). Для сравнения долей фосфати-
дилсерин-положительных эритроцитов в зависимости 
от используемого маркера применялся диспер-
сионный анализ (ANOVA) с пост-хок t-критерием 
методом Бонферрони. Для анализа влияния антител 
на уровень фосфатидилсерин-положительных 
эритроцитов использовался U-критерий Манна–
Уитни. Отличия считались статистически достовер-
ными при значении p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

С учетом литературных данных об особенностях 
анализа эритроцитов в норме и в стадии эриптоза 
был разработан метод цитофлуориметрического 
исследования цельной крови с детекцией эриптоти-
ческих клеток с использованием 2 разных маркеров 
фосфатидилсерина – лактадхерина и аннексина V. 
Несмотря на то, что традиционным маркером фосфа-
тидилсерина является именно аннексин V, по литера-
турным данным, лактадхерин – более чувствительный 
маркер [15], в связи с чем он был выбран в качестве 
возможной альтернативы. При использовании антител 
удалось выявить субпопуляцию с измененными пара-
метрами FSC и SSC (рисунок 1Д), до половины данной 
субпопуляции связывает лактадхерин, что указывает 
на процессы клеточной смерти, которая сопровожда-
ется потерей дискоидной формы. Однако, учитывая 
малое число этих событий, их достоверный анализ 
затруднен. 

Используя разработанную методику, мы про
анализировали циркулирующие эритроциты крови 
здоровых доноров, выявили кратное увеличение доли 
фосфатидилсерин-положительных эритроцитов при 
использовании в качестве маркера фосфатидилсе-
рина лактадхерин (рисунок 2). Данные группы при 
дисперсионном анализе достоверно отличались друг 
от друга. Что интересно, при анализе пост-хок выяви-
лось лишь достоверное отличие (p < 0,05) группы 
лактадхерина от остальных, в то время как остальные 
группы не отличались друг от друга (p > 0,05).

При сравнительном анализе влияния антител на 
процент эриптотических эритроцитов была продемон-
стрирована зависимость изменения процента клеток, 
экспрессирующих фосфатидилсерин, от использу-
емого маркера. Так, отличие, видимое при исполь-
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Рисунок 1
Стратегия гейтирования эритроцитов и выделения регионов фосфатидилсерин-экспрессирующих субпопуля-
ций
В качестве образца для анализа использовалась цельная кровь, разведенная в 1000 раз буфером Тироде. Сверху приве-
дены гейты для региона эритроцитов по плоту FSC/SSC (А), для клеток внутри выделенного региона в целях определения 
доли фосфатидилсерин-экспрессирующих субпопуляций для лактадхерина (Б) и аннексина V (В). Снизу представлены 
гейты для региона эритроцитов по плоту FSC/CD235a (проба, окрашенная антителами к гликофорину А) (Г), для событий 
внутри этого региона в целях выделения клеток сохранной и измененной формы по данным плота FSC/SSC (Д), а также 
выделение фосфатидилсерин-экспрессирующей субпопуляции с использованием лактадхерина (Е)
Figure 1
A strategy for red blood cell gating and identification of regions of phosphatidylserine-expressing subpopulations
A sample of whole blood diluted a 1000 times in Tyrode's buffer was utilized. The upper row of images shows gates for a region of RBCs in 
the FSC/SSC plot (А), for cells within the selected region for determination of the proportion of phosphatidylserine-expressing subpopulations 
when using lactadherin (Б) or annexin V (В). The lower row of images shows gates for a region of RBCs in the FSC/CD235a plot (a sample 
stained with antibodies to glycophorin A) (Г), for events within this region for identification of cells of normal and altered shape as per the 
FSC/SSC plot data (Д) as well as for identification of a phosphatidylserine-expressing subpopulation using lactadherin (E)

А

Г

Б

Д

В

Е

зовании лактадхерина, оказалось статистически 
незначимым (p = 0,063) (рисунок 3А), в то время как 
при использовании в качестве маркера аннексина V 
выявлено достоверное увеличение процента в пробе 
с добавлением антител (p = 0,015) (рисунок 3Б). В 
качестве положительного контроля использова-
лись эритроциты, обработанные ФМА. Как представ-
лено на рисунке 4, оба маркера позволяют выявлять 
фосфатидилсерин-экспрессирующую субпопуляцию 
в условиях стимуляции эриптоза.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ ИССЛЕДОВАНИЯ

Применение методов проточной цитофлуориме-
трии для выявления эритроцитов в стадии эриптоза 
в цельной крови сопряжено с рядом трудностей. 

Описанные в литературе методы используют для 
детекции продолжительное (зачастую более суток) 
время предварительной инкубации ex vivo, относи-
тельно жесткие режимы центрифугирования, что 
усложняет интерпретацию данных [16].

Приведенный в данной работе протокол позволяет 
обойти вероятную проблему в детекции эриптоза –  
низкие количества экспрессируемого фосфатидил-
серина на ранних стадиях за счет использования 
более чувствительного маркера [15]. Что еще более 
интересно, приведенные результаты показывают, 
что, по крайней мере, на малой выборке не проде-
монстрировано статистически значимого различия 
между процентом аннексин V-связывающих клеток 
в пробе и контроле. В то же время лактадхерин 
показывал достоверное отличие процента фосфа-
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Рисунок 2
Процент эриптотических клеток в зависимости от 
используемого маркера фосфатидилсерина
Представлены диаграммы размаха с исходными данными 
результатов проточной цитофлуориметрии разведенной 
цельной крови с определением доли фосфатидилсе-
рин-экспрессирующих клеток в регионе эритроцитов 
по данным плота FSC/SSC. Приведены результаты для 
лактадхерина, аннексина V и их парных контролей – 
mNeonGreen и аннексина V в присутствии ЭДТА (этиленди-
аминтетраацетат). Зафиксировано отличие в дисперсион-
ном анализе, по результатам пост-хок теста Бонферрони 
доля клеток, окрашенных лактадхерином, достоверно 
отличалась от остальных методов окраски (p < 0,05). 
Результаты остальных методов достоверно не отлича-
лись друг от друга. Представлены данные для 6 здоровых 
доноров
Figure 1
The percentage of eryptotic cells according to the utilized 
phosphatidylserine marker 
Box plots based on the initial results of flow cytometry of diluted 
whole blood with determination of the proportion of phosphatidyl-
serine-expressing cells in the region of RBCs as per the FSC/SSC 
plot data. The graph demonstrates results for lactadherin, annexin 
V and their matched controls - mNeonGreen and annexin V with 
EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid). There were differences in 
the analysis of variance, and according to the results of a post-hoc 
Bonferroni test, the proportion of lactadherin-stained cells differed 
significantly from other staining methods (p < 0.05). The results of 
testing using other methods were not significantly different. The 
graph shows data for 6 healthy donors 

Рисунок 3
Изменение количества эриптотических клеток в зависимости от наличия антиэритроцитарных антител
А – представлены диаграммы размаха с исходными данными для доли лактадхерин-связывающих клеток в регионе 
эритроцитов для пробы с добавлением антител и без них. Статистически значимого различия при использовании крите-
рия Манна–Уитни не выявлено (p = 0,063); Б – приведены аналогичные диаграммы размаха для аннексина V в качестве 
маркера фосфатидилсерина. Отмечен статистически достоверный прирост числа аннексин V-положительных событий при 
использовании антител (p = 0,015). Результаты приведены для 6 здоровых доноров
Figure 3
The number of eryptotic cells based on the presence/absence of anti-RBC antibodies
A – box plots with the initial data on the proportion of lactadherin-binding cells in the region of RBCs in a sample with/without antibodies. The 
Mann-Whitney U test did not reveal any significant differences (p = 0.063); Б – similar box plots for annexin V used as a phosphatidylserine 
marker. A significant rise in the number of annexin V-positive events was registered when using antibodies (p = 0.015). The graph shows data 
for 6 healthy donors

тидилсерин-положительных клеток в сравнении и с 
контролем, и с пробой с аннексином V. 

Другим важным аспектом цитофлуориметри-
ческого анализа является использование антител. 
Однако антитела к эритроцитам известны своей 
способностью вызывать их агглютинацию и, 
возможно, повреждение, что также было подтверж-

дено в данном исследовании для антител к гликофо-
рину А (CD235a) [17]. Данное влияние было более 
заметно при использовании традиционного, менее 
чувствительного маркера фосфатидилсерина – 
аннексина V (рисунок 3). Таким образом, логичным 
выводом может стать мысль об ускорении процессов 
смерти эритроцитов в присутствии антител в первую 

А Б
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Рисунок 4
Связывание маркеров фосфатидилсерина интактными эритроцитами и эритроцитами, стимулированными 
ФМА
На гистограммах представлены результаты окраски маркерами фосфатидилсерина отмытых эритроцитов (голубой цвет) 
и эритроцитов, обработанных индуктором эриптоза ФМА (розовый цвет). На панели А представлены результаты окрашива-
ния лактадхерином, на панели Б – аннексином V. Оба маркера позволяют выявлять субпопуляцию фосфатидилсерин-экс-
прессирующих событий
Figure 4
The binding of phosphatidylserine markers by intact and PMA-stimulated RBCs
The histograms show the results of staining with phosphatidylserine markers performed on washed red blood cells (blue) and red blood cells 
treated with an eryptosis inductor (PMA) (pink). Panel A demonstrates the results of staining with lactadherin, panel B - the results of staining 
with annexin V. Both markers can be used to detect a subpopulation of phosphatidylserine-expressing events

очередь для тех клеток, которые уже находятся 
«на грани». Это утверждение является гипотезой и 
требует дальнейших исследований.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В данной работе был разработан и апробирован 
новый протокол детекции эриптотических эритро-
цитов с использованием метода проточной цитофлу-
ориметрии, который позволяет обнаруживать такие 
клетки в цельной крови здоровых доноров. Проведен 
сравнительный анализ 2 известных маркеров фосфа-
тидилсерина – аннексина V и лактадхерина, в ходе 
которого продемонстрирована способность послед-
него к более точной детекции таких клеток. Важным 
методическим результатом данной работы явля-
ется идея использования одновременно 2 маркеров 

фосфатидилсерина и необходимость наличия проб 
как с использованием антиэритроцитарных антител, 
так и без них, с учетом их влияния на эритроциты.
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Дислипидемия – одно из осложнений алло-
генной трансплантации гемопоэтических 
стволовых клеток (ТГСК). К хорошо известным 

факторам, способствующим такого рода наруше-
ниям, относятся иммуносупрессивная терапия, эндо-

кринные нарушения, а также поражение печени 
различной этиологии. На настоящий момент имеется 
ограниченное количество опубликованных данных 
о развитии дислипидемии на ранних сроках после 
аллогенной ТГСК и подходах к терапии данного 

Тяжелая гиперхолестеринемия 
на фоне холестатической формы 
острой реакции «трансплантат 
против хозяина» с поражением 
печени у ребенка после аллогенной 
трансплантации гемопоэтических 
стволовых клеток  
А.Д. Шутова, С.К. Аракелян, Э.И. Людовских, Е.И. Гутовская, А.П. Васильева, 
С.Н. Козловская, И.П. Шипицына, Ю.В. Скворцова, Д.Н. Балашов

ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр детской гематологии, онкологии  
и иммунологии им. Дмитрия Рогачева» Минздрава России, Москва

Гиперхолестеринемия является одним из осложнений аллогенной трансплантации гемопоэтических 
стволовых клеток. В ее этиологии могут играть роль различные факторы, в том числе реакция 
«трансплантат против хозяина» (РТПХ) с поражением печени. В статье представлен клинический 
случай тяжелой гиперхолестеринемии на фоне острой РТПХ с поражением печени у пациента 
с синдромом Ниймеген. Родители пациента дали согласие на использование информации, в 
том числе фотографий ребенка, в научных исследованиях и публикациях. При исследовании 
соотношения липидных фракций с помощью электрофореза периферической крови с их 
последующим типированием был верифицирован высокий уровень липопротеина Х. Данный 
лабораторный феномен является характерным проявлением при нарушении липидного обмена, 
ассоциированного с холестазом, сопровождающим печеночную форму РТПХ. Клиническое 
улучшение и снижение уровня холестерина достигнуто после интенсификации иммуносупрессивной 
терапии. Представленный клинический случай актуализирует необходимость своевременного 
выявления и дифференцированной оценки тяжелой гиперхолестеринемии у пациентов после 
аллогенной трансплантации гемопоэтических стволовых клеток.  
Ключевые слова: гиперхолестеринемия, трансплантация гемопоэтических стволовых клеток, 
реакция «трансплантат против хозяина», гепатит, холестаз, липопротеин Х, дислипидемия
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Severe hypercholesterolemia due to the cholestatic form of acute 
graft-versus-host disease with liver damage in a child following 
allogeneic hematopoietic stem cell transplantation  
A.D. Shutova, S.K. Arakelyan, E.I. Lyudovskikh, E.I. Gutovskaya, A.P. Vasilieva, S.N. Kozlovskaya, 
I.P. Shipitsyna, Yu.V. Skvortsova, D.N. Balashov

The Dmitry Rogachev National Medical Research Center of Pediatric Hematology, Oncology and Immunology of Ministry of Healthcare  
of the Russian Federation, Moscow

Hypercholesterolemia is one of the complications of allogeneic hematopoietic stem cell transplantation. Various factors may 
contribute to its etiology, including graft-versus-host disease (GVHD) of the liver. This publication presents a clinical case of 
severe hypercholesterolemia associated with acute GVHD with the liver involvement in a patient with Nijmegen syndrome. 
The patient's parents gave their consent to the use of their child's data, including photographs, for research purposes and 
in publications. A high level of lipoprotein X was detected by peripheral blood electrophoresis and subsequent typing. This 
laboratory phenomenon is a characteristic manifestation of dyslipidaemia associated with cholestasis accompanying the 
hepatic form of GVHD. Clinical improvement and a reduction of cholesterol levels were achieved after intensification of 
immunosuppressive therapy. This clinical case highlights the necessity for early recognition and differential assessment of 
severe hypercholesterolemia in patients following allogeneic hematopoietic stem cell transplantation.
Key words: hypercholesterolemia, hematopoietic stem cell transplantation, graft-versus-host disease, hepatitis, cholestasis, 
lipoprotein X, dyslipidemia
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осложнения. По результатам ретроспективного 
анализа, куда был включен 761 взрослый пациент, 
перенесший аллогенную ТГСК в Институте онко-
логии Дана-Фарбер с 1998 по 2008 г., частота гипер-
холестеринемии и гипертриглицеридемии в первые 
два года после трансплантации составила 73,4% и 
72,5% соответственно, из них 32,0% имели гиперхо-
лестеринемию до трансплантации [1]. Такое широкое 
распространение гиперхолестеринемии у взрослых, 
вероятнее всего, связано с алиментарными факто-
рами. 

В настоящее время имеется ограниченное коли-
чество публикаций, посвященных нарушениям липид-
ного обмена у детей, в особенности после аллогенной 
ТГСК. Значительное повышение уровня общего холе-
стерола (выше 25 ммоль/л) в этой группе встреча-
ется редко и требует исключения наследственных 
нарушений обмена липидов, заболеваний печени, 
сопровождающихся выраженным холестазом, что 
часто ассоциировано с образованием аномальных 
фракций липопротеинов [2]. 

К причинам развития гиперхолестеринемии после 
аллогенной ТГСК относят нарушение диеты с преоб-
ладанием жиров в рационе, токсические эффекты 
иммуносупрессивной терапии, в частности рапами-
цина [3], циклоспорина [4], такролимуса [5], глюко-
кортикостероидов [6], а также поражение печени 
на фоне течения реакции «трансплантат против 
хозяина» (РТПХ) [7, 8] и тяжелого вторичного гипоти-
реоза [9]. Ряд исследований демонстрируют данные 
о значительном нарастании уровня холестерина 
при холестатической форме РТПХ с поражением 
печени, возникающим вследствие снижения выве-
дения холестерола и желчных кислот, что, в свою 
очередь, приводит к образованию липопротеина Х 
(Лп-Х) [10–13]. Данная фракция представляет собой 
аномальный подкласс липопротеинов низкой плот-
ности (ЛПНП), для которого характерны высокое 
содержание неэтерифицированного холестерина и 
фосфолипидов и низкое содержание белка, триг-
лицеридов, эфиров холестерина. Большую часть 
белковой фракции Лп-Х составляет альбумин, 
также особенностью, отличающей Лп-Х от других 
фракций ЛПНП, является отсутствие аполипопро-
теина В (апо-В), что обеспечивает длительную цирку-
ляцию в кровотоке. В основе патогенеза образования 
Лп-Х лежат нарушение оттока желчи при холестазе, 
обратное всасывание липидных фракций из желчи в 
плазму, где они связываются с альбумином, образуя 
аномальный Лп-Х. Дальнейший метаболизм Лп-Х 
осуществляется через ретикулоэндотелиальную 
систему и почечный клиренс [14].

Накопление Лп-Х приводит к тяжелой гиперхо-
лестеринемии, но это не сопровождается увеличе-
нием риска развития сердечно-сосудистых событий 

и атеросклероза [15, 16]. Одним из потенциальных 
механизмов снижения атерогенности ЛПНП при 
ЛпХ-гиперхолестеринемии являются предотвра-
щение их окисления и защита клеток эндотелия от 
повреждения [17]. Основными осложнениями при 
этом остаются развитие ксантом, а также нарушение 
реологических свойств крови, что может приводить к 
тромботическим осложнениям [14].

Для диагностики наличия Лп-Х используется 
электрофорез липидных фракций в агарозном геле, 
при котором фракция Лп-Х отличается от всех других 
фракций липопротеинов за счет отсутствия мицел-
лярной структуры и апо-B в своем составе (рисунок) 
[14, 18].

Также следует отметить, что лабораторно может 
отмечаться псевдогипонатриемия, ассоциированная с 
гиперхолестеринемией [10, 12].

Основными подходами в лечении гиперхолесте-
ринемии, ассоциированной с холестазом, является 
терапия, направленная на его разрешение, а также 
соблюдение диеты с низким содержанием жиров. При 
развитии жизнеугрожающих состояний, таких как 
синдром гипервязкости и тромбоэмболия легочной 
артерии, проводятся эфферентные методы лечения, 
например экстракорпоральный аферез липидов 
[2, 9, 19]. В качестве дополнительных опций может 
быть рассмотрено применение урсодезоксихоли-
евой кислоты и фенофибрата [20] и полиненасы-
щенных жирных кислот [21]. Терапия, традиционно 
применяющаяся при гиперхолестеринемии, такая как 
назначение ингибиторов гидроксиметилглутарил-ко-
фермента А-редуктазы (статинов), в данном случае 
является неэффективной в связи с тем, что Лп-Х 
не подвергается печеночному клиренсу, опосредо-
ванному рецепторами ЛПНП, в связи с отсутствием 
апо-В в своей структуре [22]. Важно отметить, что 
в описанных ранее клинических случаях терапия 
Рисунок 
Электрофорез липидных фракций при гиперхоле-
стеринемии, ассоциированной с образованием Лп-Х 
(принципиальная схема)
ЛПОНП – липопротеины очень низкой плотности; ЛПВП – 
липопротеины высокой плотности
Figure 
Electrophoresis of lipid fractions in hypercholesterolemia 
associated with the formation of lipoprotein X (Lp-X) (sche-
matic diagram)
VLDLs – very-low-density lipoproteins; LDLs – low-density lipopro-
teins; HDLs – high-density lipoproteins
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статинами была неэффективна при применении 
препаратов у данной когорты пациентов, что ставит 
под сомнение целесообразность такого лечения. 
Применение эзетимиба также было неэффективно, 
поскольку его действие основано на снижении 
всасывания холестерина в кишечнике, что вносит 
минимальный вклад в патогенез развития гиперхоле-
стеринемии [22].

Таким образом, тяжелая гиперхолестеринемия 
на фоне холестатической формы острой РТПХ с 
поражением печени является достаточно редким 
посттрансплантационным осложнением, особенно 
в детской популяции. До настоящего момента было 
опубликовано всего 2 случая гиперхолестеринемии, 
ассоциированной с поражением печени при РТПХ у 
детей [12, 23]. 

Клинический случай
Мальчик Ш., 9 лет, в возрасте 2,5 лет установлен 

диагноз: Т-лимфобластная лимфома с поражением 
лимфатических узлов шеи, средостения, подмы-
шечной области, правой почки, костного мозга,  
IV стадия. Родители пациента дали согласие на 
использование информации, в том числе фото-
графий ребенка, в научных исследованиях и публи-
кациях.

Проводилась специфическая терапия по прото-
колу BFM-90, на фоне чего достигнута полная 
ремиссия. 

Учитывая фенотипические изменения, харак-
терные для синдромов нарушения репарации ДНК 
(«птичьи» черты лица, микроцефалия, гипоплазия 
нижней челюсти, гипостатурное телосложение), в 
возрасте 7 лет ребенку было выполнено генетиче-
ское исследование. В результате выявлена мутация 
в гене NBN c.657_661delACAAA, p.Lys219AsnfsTer16 
в гомозиготном состоянии, на основании чего был 
установлен диагноз: первичный иммунодефицит – 
синдром Ниймеген, который стал основанием для 
проведения ТГСК в возрасте 9 лет от неродственного 
полностью совместимого донора (HLA 10/10). 

Перед аллогенной ТГСК проведено стандартное 
кондиционирование согласно используемому в 
клинике протоколу: флударабин 150 мг/м2, трео-
сульфан 21 г/м2, тимоглобулин 5 мг/кг, ритуксимаб 
375 мг/м2. В качестве профилактики РТПХ были 
использованы циклофосфамид 25 мг/кг/сут на +3-й, 
+4-й дни, руксолитиниб 8 мг/м2 с +5-го дня. 

Приживление мегакариоцитарного ростка зафик-
сировано на +12-й день, лейкоцитарного ростка – на 
+17-й день.

С +21-го дня зафиксировано нарастание уровня 
аланинаминотрансферазы до 1454 Ед/л, аспарта-
таминотрансферазы до 1051 Ед/л, гамма-глута-
милтрансферазы до 355 Ед/л, лактатдегидрогеназы 

до 532 Ед/л, затем отмечался энтероколит (стул 
объемом 4 л/сут). Данные проявления расценены как 
течение острой РТПХ III стадии с поражением печени 
и интестинального тракта. Несмотря на терапию 
метилпреднизолоном в дозе 2 мг/кг, отмечалась 
разнонаправленная динамика: снижение уровня пече-
ночных трансаминаз и прирост уровня билирубина 
преимущественно за счет прямой фракции (общий 
билирубин 143 мкмоль/л, прямой – 104 мкмоль/л), 
течение энтероколита сохранялось в прежнем 
объеме. 

Проводилась иммуносупрессивная терапия в 
следующем объеме: метилпреднизолон, этанер-
цепт, циклоспорин (позднее заменен на рапамицин), 
ведолизумаб, будесонид, экстракорпоральный фото-
ферез. 

Несмотря на положительную динамику в течении 
энтероколита, не отмечалось выраженного ответа со 
стороны маркеров поражения печени.

При контрольном обследовании на +60-е сутки 
выявлена гиперхолестеринемия до 30,5 ммоль/л с 
последующим нарастанием до 41 ммоль/л, при этом 
ЛПНП 11,66 ммоль/л, ЛПВП 0,23 ммоль/л, а уровень 
триглицеридов не превышал референсные значения. 
Кроме того, отмечалось снижение уровня натрия 
в сыворотке крови до 127 ммоль/л, требующее 
коррекции.

При проведении дифференциально-диагности-
ческих мероприятий было подтверждено, что ранее 
уровень холестерина у пациента всегда соответ-
ствовал возрастным нормам, также не было получено 
данных о наследственной и вторичной (повышенный 
катаболизм на фоне анорексии, глубокий вторичный 
гипотиреоз) гиперхолестеринемии. В связи с невоз-
можностью исключения токсических эффектов 
фармакотерапии произведена отмена всех потен-
циально гепатотоксичных препаратов, включая 
руксолитиниб и рапамицин, однако положительной 
динамики не получено. 

В качестве следующего этапа лабораторной 
диагностики проведен электрофорез липидов с их 
последующим типированием. В результате полу-
чены данные о наличии у пациента Лп-Х, что в соче-
тании с холестатическими маркерами, и учитывая 
опубликованные данные, коррелирует с проявле-
ниями и тяжестью РТПХ с поражением печени после 
аллогенной ТГСК. На основании полученных резуль-
татов и сделанных выводов было принято решение 
об эскалации иммуносупрессивной терапии за счет 
назначения руксолитиниба (13 мг/м2 перорально 
ежедневно) и циклофосфамида (200 мг/м2 внутри-
венно 1 раз/нед, №3). В результате проводимой 
терапии зарегистрирована положительная дина-
мика – снижение общего билирубина до 26 мкмоль/л 
(прямая фракция 13 мкмоль/л) и холестерина до 
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11,3 ммоль/л, а также нормализация уровня натрия 
в крови. 

В настоящее время на сроке 5 мес после ТГСК 
пациент разрешил острую РТПХ, остается на 
базисной терапии руксолитинибом.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Гиперхолестеринемия в раннем посттранспланта-
ционном периоде у детей остается малоизученным и 
недооцененным осложнением, особенно в контексте 
острой РТПХ с поражением печени. Представленный 
случай демонстрирует крайне редкий пример гипер-
холестеринемии, ассоциированной с образованием 
Лп-Х, у ребенка после аллогенной ТГСК. В литера-
туре описано ограниченное количество подобных 
наблюдений в педиатрической популяции, что делает 
данный случай ценным с точки зрения полученного 
опыта, отработки алгоритма диагностики и подходов 
к терапии.

Важно отличать Лп-Х-гиперхолестеринемию от 
иных гиперхолестеринемий, связанных с метабо-
лическим синдромом или наследственными дисли-
пидемиями, так как терапевтическая тактика в этих 
ситуациях принципиально различается. Еще раз 
следует подчеркнуть, что развитие холестатической 
формы РТПХ может приводить к обратному транс-
порту липидов и формированию Лп-Х, обладающего 
уникальными метаболическими свойствами, включая 
устойчивость к печеночному клиренсу и относи-
тельную неатерогенность [14, 15].

Подтверждение наличия Лп-Х, а также отсутствие 
ответа на отмену потенциально гепатотоксичной 
терапии и сохранение гиперхолестеринемии на фоне 
активной острой РТПХ с поражением печени стало 
важным дополнительным аргументом для трактовки 
причин дислипидемии в данном случае. 

Кроме того, выявленная у пациента гипонатри-
емия, вероятно, имела псевдогипонатриемический 
генез, что также описано в литературе как лабора-
торный феномен при Лп-Х-гиперхолестеринемии [10, 
12]. В данном случае гипонатриемия успешно разре-

шилась параллельно с нормализацией липидного 
профиля после купирования холестаза. Это допол-
нительно подчеркивает необходимость комплексного 
анализа клинико-лабораторных данных у пациентов с 
подобными нарушениями. 

Важно отметить, что стандартная гиполипи-
демическая терапия (статины, эзетимиб) в таких 
ситуациях неэффективна, что определяет необхо-
димость дифференцированного подхода к лечению, 
которое в первую очередь должно быть направлено 
на устранение причин дислипидемии, т. е. холес-
таза и аллоиммунного поражения печени, что и было 
реализовано в описанном случае путем эскалации 
иммуносупрессивной терапии. Отсутствие атероген-
ного эффекта при образовании Лп-Х также не явля-
ется поводом для применения радикальных методов 
терапии, в частности плазмафереза или сорбции 
липидов.

Таким образом, данное наблюдение расширяет 
представления о спектре осложнений после ТГСК 
и подчеркивает необходимость включения Лп-Х в 
дифференциальную диагностику тяжелой гипер-
холестеринемии, особенно при сопутствующем 
холестазе. В условиях педиатрической транспланта-
ционной практики это приобретает особую актуаль-
ность ввиду ограниченности данных и потенциально 
тяжелых последствий.
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Диссеминированная саркома 
Капоши у ребенка после аллогенной 
трансплантации гемопоэтических 
стволовых клеток
М.А. Лемешев, А.П. Васильева, С.А. Радыгина, Д.С. Абрамов, Л.А. Хачатрян, З.А. Абашидзе,  
С.Н. Козловская, Ю.В. Скворцова, Д.Н. Балашов, А.А. Масчан

ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр детской гематологии, онкологии  
и иммунологии им. Дмитрия Рогачева» Минздрава России, Москва

Саркома Капоши (СК) – редкое осложнение после трансплантации гемопоэтических стволовых 
клеток (ТГСК). В работе описан случай диссеминированной СК у ребенка после гаплоидентичной 
ТГСК, развившейся на фоне вторичной иммуносупрессии. Лечение липосомальным доксорубицином 
привело к полному метаболическому ответу. Этот случай подчеркивает важность ранней 
диагностики и включения СК в дифференциальный ряд кожных и системных проявлений у 
пациентов после ТГСК. Родители пациента дали согласие на использование информации, в том 
числе фотографий ребенка, в научных исследованиях и публикациях. 
Ключевые слова: саркома Капоши, HHV-8, трансплантация гемопоэтических стволовых клеток, 
липосомальный доксорубицин, иммуносупрессия, педиатрия
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Disseminated Kaposi's sarcoma in a child treated with allogeneic 
hematopoietic stem cell transplantation
M.A. Lemeshev, A.P. Vasilieva, S.A. Radygina, D.S. Abramov, L.A. Khachatryan, Z.A. Abashidze,  
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Kaposi's sarcoma (KS) is a rare complication of hematopoietic stem cell transplantation (HSCT). Here, we report a case of 
disseminated KS in a pediatric patient after haploidentical HSCT that developed during secondary immunosuppression. 
Treatment with liposomal doxorubicin resulted in a complete metabolic response. This case highlights the importance of early 
diagnosis and stresses the need to consider KS in the differential diagnosis of cutaneous and systemic manifestations in patients 
following HSCT. The patient's parents gave consent to the use of their child's data, including photographs, for research purposes 
and in publications. 
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Саркома Капоши (СК) – редкая злокачественная 
низкодифференцированная опухоль, впервые 
была описана в 1871 г., однако особое 

внимание она привлекла в начале 1980-х годов как 
одно из первых проявлений синдрома приобретен-
ного иммунодефицита (СПИД). В 1994 г. в клетках СК 
был выявлен онкогенный ДНК-содержащий вирус – 
вирус герпеса человека 8-го типа (HHV-8, KSHV) [1, 
2]. Согласно актуальной классификации опухолей 
Всемирной организации здравоохранения СК отно-
сится к опухолям сосудистого генеза [3]. 

Помимо классической (спорадической) и эндеми-
ческой (африканской) СК также выделяют 2 формы 
заболевания, связанные с иммунодефицитом: эпиде-
мическая СК, или связанная со СПИД, а также ятро-
генная СК, развивающаяся после трансплантации 
солидных органов или гемопоэтических стволовых 
клеток на фоне проводимой иммуносупрессивной 

терапии (ИСТ) [1]. СК после трансплантации гемо-
поэтических стволовых клеток (ТГСК) встречается 
реже, чем после трансплантации солидного органа, 
возможно, за счет проводимых интенсивных режимов 
кондиционирования, приводящих к деплеции инфи-
цированных HHV-8 лимфоидных клеток реципиента, 
снижая риск реактивации и последующей диссеми-
нации [4]. 

В литературе имеется ограниченное количество 
публикаций на тему СК после ТГСК, при этом боль-
шинство из них – отдельные клинические наблю-
дения. В данной работе мы описываем развитие 
диссеминированной формы СК у ребенка после алло-
генной ТГСК с ответом на проводимую терапию липо-
сомальным доксорубицином. Родители пациента дали 
согласие на использование информации, в том числе 
фотографий ребенка, в научных исследованиях и 
публикациях.

EDN: RXCTIK
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КЛИНИЧЕСКИЙ СЛУЧАЙ

Пациенту мужского пола в возрасте 8 лет был 
установлен диагноз «острый лимфобластный лейкоз 
(ОЛЛ), иммуновариант B-II, статус центральной 
нервной системы (ЦНС) I». Ребенок получал терапию 
по протоколу ALL-MB 2015 для группы А [5]. Через 
полтора года после окончания поддерживающей 
терапии диагностирован первый поздний изолиро-
ванный костномозговой рецидив заболевания, по 
поводу которого проводилась терапия согласно 
протоколу ALL-REZ-MB 2016 [6], и достигнута клини-
ко-гематологическая MRD (minimal residual disease, 
минимальная остаточная болезнь)-позитивная 
ремиссия, MRD-негативная ремиссия зафиксирована 
после курса блинатумомаба.

Следующим этапом пациенту проведена алло-
генная ТГСК от гаплоидентичного донора (отца). 
Режим кондиционирования состоял из тотального 
облучения тела (ТОТ) в суммарной дозе 12 Гр, цикло-
фосфамида 50 мг/кг/сут, флударабина 150 мг/м2. 
В качестве источника гемопоэтических стволовых 
клеток использовался костный мозг. Клеточность 
трансплантата: NC – 6,390 × 108/кг, CD34+ –  
6,070 × 106/кг, CD3+ – 46,440 × 106/кг.

Режим профилактики реакции «трансплантат 
против хозяина» (РТПХ) включал циклофосфамид  
50 мг/кг/сут на +3-и и +4-е сутки, циклоспорин  
1 мг/кг/сут, ведолизумаб 10 мг/кг/сут №2, абатацепт 
10 мг/кг №2. Приживление нейтрофильного ростка 
трансплантата зарегистрировано на +26-й день, 
тромбоцитарного – на +20-й день.

В рамках контрольного обследования на +30-е 
и +100-е сутки подтверждена MRD-негативная 
ремиссия ОЛЛ. Функция трансплантата остава-
лась удовлетворительной. В дальнейшем пациент в 
стабильном соматическом статусе продолжал прово-
димую сопроводительную терапию по месту житель-
ства.

Через 6 мес после ТГСК пациент был госпитали-
зирован в НМИЦ ДГОИ им. Дмитрия Рогачева в связи с 
длительным фебрилитетом и быстрым прогрессиро-
ванием выявленных по месту жительства симптомов: 
подкожных гранулем с геморрагическим пропиты-
ванием, гингивита с гиперплазией десен, стоматита 
(рисунок 1). По данным исследования клеточных 
и гуморальных факторов иммунитета сохранялся 
вторичный иммунодефицит с начальными признаками 
иммунореконституции (CD3+ – 0,865 × 109/л, CD4+ – 
0,088 × 109/л и CD8+ – 0,753 × 109/л). 

Пациенту выполнена биопсия патологических 
элементов на теле. При гистологическом иссле-
довании морфологическая картина соответство-
вала СК (рисунок 2). При иммуногистохимическом 

исследовании выявлены ядерная гранулярная 
экспрессия HHV-8, экспрессия ERG, Fli1, фактора 
VIII, подопланина, CD34, негативная реакция с 
PanCK, CD31. По данным вирусологического иссле-
дования биоптата кожи, жидкости бронхоальве
олярного лаважа и крови методом полимеразной 
цепной реакции обнаружена ДНК HHV-8. На 
компьютерной томографии (КТ) органов грудной 
клетки, брюшной полости отмечается патологиче-
ская специфическая инфильтрация обоих легких  
(рисунок 3).

Таким образом, был установлен диагноз «СК, 
диссеминированная форма (поражение слизистых 
ротовой полости, миндалин, желудочно-кишечного 
тракта, кожи, легких), агрессивное течение».

В связи с нарастанием дыхательной недостаточ-
ности пациент был переведен в отделение реани-
мации и интенсивной терапии (ОРИТ) для проведения 
респираторной поддержки. Учитывая агрессивное 
течение заболевания, помимо отмены ИСТ (глюкокор-
тикостероиды, циклоспорин) было принято решение 
о проведении комбинированной противоопухолевой 
терапии липосомальным доксорубицином 20 мг/м2  
1 раз/3 нед, и винбластином 0,1 мг/кг 1 раз/нед. 
Через 2 нед от начала химиотерапии отмечена 
выраженная положительная динамика в виде стаби-
лизации функционального статуса, купирования 
дыхательной недостаточности и уменьшения выра-
женности гиперпластического гингивита. Пациент 
переведен из ОРИТ в профильное отделение, где 

Рисунок 1
Быстропрогрессирующие начальные проявления 
заболевания, динамика за 7 дней до начала специ- 
фической терапии: А, Б – гингивит и гиперплазия 
десен; В, Г – гранулемы с экхимозами на коже
Figure 1
Rapidly progressing initial disease manifestations observed 
over 7 days prior to the initiation of specific therapy: A, Б – 
gingivitis and gingival hyperplasia; В, Г – granulomas with 
ecchymotic skin lesions
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Рисунок 2
Гистологическая картина: опухолевая ткань располагается в виде пучков и узлов среди волокон коллагена. 
Клетки овоидной и веретеновидной формы с обильной эозинофильной цитоплазмой и крупными овоидными 
ядрами с гранулярным хроматином. Отмечается формирование клетками мелких вакуолей, которые заполне-
ны эритроцитами. Видны множественные депозиты гемосидерина
Figure 2
Histological findings: the tumor tissue is arranged in bundles and nodules among collagen fibers. The cells are ovoid and spin-
dle-shaped with abundant eosinophilic cytoplasm and large ovoid nuclei containing granular chromatin. The tumor cells are seen 
to form small vacuoles filled with erythrocytes. There are numerous hemosiderin deposits

Рисунок 3
КТ органов грудной клетки с контрастным усилени-
ем до начала специфической терапии (аксиальная 
проекция): А, В – появление многочисленных очагов 
в обоих легких; Б, Г – отрицательная динамика за  
7 дней от предыдущего исследования в виде увели-
чения очагов с формированием массивных инфиль-
траций
Figure 3
Contrast-enhanced chest CT scans done before the start of 
specific therapy (axial view): A, B – multiple lesions in both 
lungs; Б, Г – progression over 7 days following the previous 
CT exam: enlarged lesions and extensive infiltrates

монотерапия липосомальным доксорубицином была 
продолжена.

По данным контрольного обследования в объеме 
КТ органов грудной клетки и органов брюшной 
полости с контрастным усилением после 4-го и 8-го 
курсов терапии отмечается выраженная положи-
тельная динамика в виде уменьшения патологической 

специфической инфильтрации обоих легких с умень-
шением площади поражения (рисунок 4).

На данный момент пациент получил 17 введений 
пегилированного липосомального доксорубицина. По 
результатам контрольного обследования в объеме 
позитронно-эмиссионной томографии-КТ с 18-фтор-
дезоксиглюкозой данных за наличие активной 
опухолевой ткани с гиперметаболизмом радиофар-
мпрепарата не получено. Таким образом, зафикси-
рован полный ответ на терапию. Пациент находится 
под динамическим наблюдением без признаков 
прогрессирования в течение 5 мес.

 ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ
И ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ ИССЛЕДОВАНИЯ

СК – ангиопролиферативное заболевание, ассо-
циированное с HHV-8 (KSHV) – представителем 
гаммагерпесвирусов. HHV-8 способен вызывать 
трансформацию эндотелиальных клеток и стимули-
ровать пролиферацию опухолевых клеток за счет 
продукции вирусных белков, включая гомологи IL-6, 
что запускает каскад воспалительных и ангиогенных 
реакций [7]. У описанного нами пациента была выяв-
лена диссеминированная форма СК с гистологиче-
ским подтверждением и обнаружением ДНК HHV-8 
методом полимеразной цепной реакции в образцах 
кожи, крови и бронхоальвеолярного лаважа.

Вторичный иммунодефицит после алло-
генной ТГСК является одним из важных провока-
ционных факторов развития заболевания, так как 
снижение цитотоксических CD8+-лимфоцитов нару-
шает возможность контроля репликации HHV-8. Их 
дефицит способствует реактивации вируса и инфи-
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Рисунок 4
КТ органов грудной клетки с контрастным усилением (аксиальная проекция) в динамике на фоне проводимой 
специфической терапии: А, Г – инициальное поражение; Б, Д – после 4 курсов терапии; В, Е – после 8 курсов 
терапии
Figure 4
Axial contrast-enhanced chest CT scans showing changes during specific therapy: А, Г – the initial lesions; Б, Д – after 4 cycles 
of treatment; В, Е – after 8 cycles of treatment

цированию эндотелиальных клеток, что необхо-
димо для поддержания опухолевого роста [8, 9]. У 
нашего пациента на момент дебюта СК отмечалось 
снижение уровней лимфоцитов CD3+ (0,865 × 109/л),  
CD4+ (0,088 × 109/л) и CD8+ (0,753 × 109/л), а также 
экспрессия латентного ядерного антигена HHV-8 
(LANA) в опухолевых клетках при иммуногистохими-
ческом исследовании.

Хотя in vivo пролиферация инфицированных 
HHV-8 эндотелиальных клеток не слишком высока, 
в ряде исследований выявлена экспрессия маркеров 
Ki-67, TP53 и PCNA [10, 11]. Активация PI3K/Akt/
mTOR-пути вирусными белками дополнительно 
усиливает рост опухоли. Имеются сообщения об 
успешном регрессе СК на фоне модификации имму-
носупрессивной терапии, например конвертации 
ингибиторов кальциневрина на mTOR-ингибитор 
рапамицин [12, 13]. Наш пациент получал цикло-
спорин в качестве профилактики РТПХ, который 
помимо иммуносупрессивного эффекта стимулирует 
ангиогенез за счет индукции VEGF, что способствует 
опухолевой трансформации [13, 14]. Имеющиеся 
в литературе данные свидетельствуют, что в ряде 
случаев лишь редукция или полная отмена ИСТ 
может приводить к регрессии опухолевых очагов. В 
нашем наблюдении, учитывая диссеминированную 
форму заболевания, отмена ИСТ рассматривалась 
как этап комплексного подхода наряду с началом 
системной химиотерапии.

Следует отметить, что HHV-8 изменяет диффе-
ренцировку инфицированных эндотелиальных 
клеток в лимфатические эндотелиальные клетки 

и индуцирует аберрантную экспрессию мезен-
химальных маркеров. Таким образом, веретено
образные клетки опухоли могут демонстрировать 
маркеры как эндотелиальной, так и мезенхимальной 
дифференцировки. Данный феномен определя-
ется как эндотелиально-мезенхимальный переход 
(endothelial-to-mesenchymal transition) [15, 16]. 
Активация путей STAT3 и Akt, индуцируемая вирусным 
IL-6, усиливает лимфатическую трансформацию 
эндотелия [17]. Это сопровождается повышенной 
инвазивностью, миграцией, продукцией ангио-
генных цитокинов (VEGF, Ang2, IL-6, IL-8) и типич-
ными гистологическими признаками (аномальные 
сосуды, экстравазация эритроцитов, воспалительный 
инфильтрат) [18–20]. Описанные выше гистологиче-
ские особенности наблюдались и у нашего пациента.

Роль воспаления и цитокиновых каскадов также 
неоспорима. Доказана ассоциация СК с хрониче-
ским воспалением, особенно в местах повреждения 
кожи (феномен Кебнера) [21]. Гистологически 
опухоли характеризуются инфильтрацией моноци-
тами, эозинофилами, плазматическими клетками 
[22]. Вирус индуцирует экспрессию провоспали-
тельных и хемотаксических цитокинов, усиливающих 
лейкоцитарную инфильтрацию и ангиогенез [9, 23]. 
У пациентов с вирусом иммунодефицита человека 
(ВИЧ) СК может развиваться в течение нескольких 
месяцев после начала комбинированной антире-
тровирусной терапии на фоне иммунореконсти-
туции как проявление IRIS (immune reconstitution 
inflammatory syndrome, синдром восстановления  
иммунитета) [24].
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Основной стратегией лечения СК после ТГСК 
остается редукция или отмена иммуносупрессии. 
При невозможности ее прекращения целесообразна 
замена ингибиторов кальциневрина на рапамицин 
[13, 14]. При небольших, ограниченных или поверх-
ностных поражениях возможно полное хирургиче-
ское удаление [25]. В случаях диссеминированного 
поражения или отсутствия ответа на отмену ИСТ 
показана химиотерапия. Согласно рекомендациям 
NCCN (National Comprehensive Cancer Network) и 
EDF/EADO/EORTC (European Dermatology Forum/
European Association of Dermato-Oncology/European 
Organization for Research and Treatment of Cancer) 
препаратами выбора в первой линии терапии явля-
ются пегилированный липосомальный доксорубицин 
и паклитаксел. При развитии рецидива заболевания 
после долгого безрецидивного периода возможно 
повторное проведение терапии липосомальным 
доксорубицином. Альтернативные препараты вклю-
чают помалидомид, бортезомиб, винорелбин, 
этопозид, гемцитабин. Перспективной является имму-
нотерапия анти-PD1 и CTLA4-ингибиторами [26, 27]. 

При использовании антрациклинов, в том 
числе доксорубицина, важнейшим ограничением 
является кумулятивная дозозависимая кардио-
токсичность (максимальная кумулятивная доза  
450–550 мг/м2) [28]. Липосомальные формы доксо-
рубицина позволяют достигать более высоких куму-
лятивных доз без выраженной кардиотоксичности. 
Так, имеется описание случая лечения пациента с 
ВИЧ-ассоциированной СК, который получил куму-
лятивную дозу 940 мг/м² липосомального доксору-
бицина в течение 10 лет без значительных побочных 
эффектов [29]. Несмотря на это, установленного 
максимального кумулятивного предела для липо-
сомального доксорубицина не существует. При 
переходе на липосомальные формы также следует 
обязательно учитывать предыдущие курсы терапии 
антрациклинами при предшествующем лечении. В 
представленном случае комбинированная терапия 
липосомальным доксорубицином и винбластином 
привела к быстрому клиническому улучшению, а 
дальнейшее лечение доксорубицином в монорежиме 
позволило достичь полного метаболического ответа 
по данным ПЭТ-КТ. Лечение завершено в связи с 
достижением максимальной кумулятивной дозы.

По данным реестра EBMT, 62% пациентов с СК 
после ТГСК живы на момент наблюдения (медиана 
48 мес), основными причинами смерти были 
инфекции и прогрессирование основного заболе-
вания. Обобщенный анализ 19 клинических случаев 
показал выживаемость 63% (12/19 пациентов) на 
2021 г. Таким образом, при ранней диагностике и 
комплексном лечении, включая модификацию ИСТ 
и химиотерапию, возможно достижение стойкой 

ремиссии даже при агрессивных формах СК после 
ТГСК [25]. 

Несмотря на установленную роль HHV-8 в пато-
генезе СК, вопрос рутинного скрининга доноров и 
реципиентов на HHV-8 перед трансплантацией оста-
ется дискутабельным. Частота клинически значимых 
HHV-8-ассоциированных осложнений после ТГСК 
крайне низка, особенно в регионах с невысокой 
серопревалентностью вируса. СК развивается пре
имущественно у пациентов, получающих интен-
сивную и длительную иммуносупрессивную терапию, 
а утвержденные профилактические или противови-
русные стратегии при латентной инфекции отсут-
ствуют. Наиболее эффективной мерой профилактики 
СК после трансплантации остаются рациональная 
минимизация иммуносупрессии и раннее выявление 
клинических проявлений заболевания [4, 25].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

СК после аллогенной ТГСК – крайне редкое, но 
потенциально тяжелое осложнение, развивающееся 
на фоне иммунодефицита, реактивации HHV-8, акти-
вации ангиогенных и провоспалительных сигнальных 
путей, а также трансформации инфицированных 
эндотелиальных клеток. Данный клинический случай 
подчеркивает важность настороженности и раннего 
включения СК в дифференциальный диагноз при 
кожных и системных проявлениях у пациентов после 
ТГСК, находящихся на иммуносупрессивной терапии. 
Своевременная диагностика с морфологической и 
вирусологической верификацией, модификация ИСТ 
и начало химиотерапии позволили достичь полного 
метаболического ответа даже при диссеминиро-
ванной форме заболевания. Успешный исход в пред-
ставленном случае демонстрирует эффективность 
комплексного подхода, однако подчеркивает необ-
ходимость дальнейших клинических наблюдений, 
разработки оптимальных стратегий профилактики, 
диагностики и лечения СК у пациентов после ТГСК.
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Кожная манифестация инфекции 
Stenotrophomonas maltophilia у пациента 
после аллогенной трансплантации 
гемопоэтических стволовых клеток  
Э.И. Людовских, С.Н. Козловская, Н.В. Суворова, О.Н. Пинегина, Ю.В. Скворцова,  
Г.Г. Солопова, Д.Н. Балашов

ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр детской гематологии, онкологии  
и иммунологии им. Дмитрия Рогачева» Минздрава России, Москва

A cutaneous manifestation of Stenotrophomonas maltophilia infection 
in a patient previously treated with allogeneic haematopoietic stem 
cell transplantation 
E.I. Lyudovskikh, S.N. Kozlovskaya, N.V. Suvorova, O.N. Pinegina, Yu.V. Skvortsova, G.G. Solopova, D.N. Balashov
The Dmitry Rogachev National Medical Research Center of Pediatric Hematology, Oncology and Immunology of Ministry of Healthcare  
of the Russian Federation, Moscow

Stenotrophomonas maltophilia (St. maltophilia) –  
аэробная грамотрицательная бактерия с 
низкой вирулентностью, являющаяся услов-

но-патогенным микроорганизмом, устойчивым к 
широкому спектру антибиотиков [1].

Мы представляем случай метастатического пора-
жения кожи St. maltophilia у ребенка (7 лет) с диагнозом 
«первичный иммунодефицит: дефицит белка Cernunnos 
(мутации в гене NHEJ1 с.532 C>T p.Arg 179Ter, с.530-
2А>T в компаунд-гетерозиготном состоянии)» на фоне 
агранулоцитоза без ответа на ростовые факторы, ассо-
циированного с отторжением аллогенного трансплан-
тата гемопоэтических стволовых клеток. Родители 
пациента дали согласие на использование информации, 
в том числе фотографий ребенка, в научных исследо-
ваниях и публикациях.

Первичный очаг выявлен в области верхней трети 
левого плеча в месте подкожной инъекции этанер-
цепта, что изначально было расценено как локальная 
побочная реакция на препарат (рисунок 1). С учетом 
появления фебрильной лихорадки, увеличения реги-
ональных лимфатических узлов шеи слева, инфиль-
тративного изменения мягких тканей плеча, появления 
новых элементов на различных участках тела (рисунок 
2А, Б) и увеличения в размерах первичного очага 
(рисунок 2В) выполнена биопсия кожи 2 пораженных 
участков. При микробиологическом исследовании био
птатов детектирована St. maltophilia (рисунок 3). 

Учитывая тяжесть течения инфекции, St. 
maltophilia должна быть включена в список диффе-
ренциальных диагнозов при метастатических пораже-
ниях кожи у пациентов с нейтропенией, в том числе 
при вторичной нейтропении после химиотерапии и 
трансплантации гемопоэтических стволовых клеток.

ORCID
Lyudovskikh E.I. ORCID: https://orcid.org/0000-0003-0717-2019 
Solopova G.G. ORCID: https://orcid.org/0000-0002-1680-7269
Pinegina O.N. ORCID: https://orcid.org/0000-0003-1455-4728
Skvortsova Yu.V. ORCID: https://orcid.org/0000-0002-0566-053X
Kozlovskaya S.N. ORCID: https://orcid.org/0000-0002-1754-1220 
Suvorova N.V. ORCID: https://orcid.org/0009-0009-6291-8849
Balashov D.N. ORCID: https://orcid.org/0000-0003-2689-0569

Рисунок 1
Первичный очаг верхней трети лево-
го плеча после подкожной инъекции
Figure 1
The primary lesion located in the upper 
third of the left upper arm following a sub-
cutaneous injection

Рисунок 2
Распространение патологических изменений на 
коже: А, Б – новые элементы на ногах; В – увеличе-
ние в размерах первичного очага
Figure 2
The spread of skin lesions: A, Б – new lesions on the legs; 
В – an еnlargement of the primary lesion

Рисунок 3
Рост колоний  
St. maltophilia на 
хромогенном агаре 
через 24 ч инкубации 
при 35°C
Figure 3
St. maltophilia colonies 
on chromogenic agar ob-
served after 24 hours of 
incubation at 35°C
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Пролонгированная 
гипогаммаглобулинемия после 
аллогенной трансплантации 
гемопоэтических стволовых клеток  
у детей 
С.К. Аракелян, Ю.В. Скворцова

ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр детской гематологии, онкологии  
и иммунологии им. Дмитрия Рогачева» Минздрава России, Москва

Аллогенная трансплантация гемопоэтических стволовых клеток (ТГСК) – это ключевой метод 
лечения жизнеугрожающих гематологических и иммунологических заболеваний. Иммунная 
реконституция после аллогенной ТГСК представляет собой сложный и многоэтапный процесс, 
который критически важен для восстановления иммунной функции пациента и снижения риска 
инфекционных осложнений. Исследования показывают, что у большинства пациентов наблюдается 
значительное улучшение иммунной функции через 6–12 мес после трансплантации, однако полное 
восстановление может занять 2 года или более. Одним из ключевых осложнений аллогенной 
ТГСК является пролонгированная гипогаммаглобулинемия – низкие уровни сывороточного 
иммуноглобулина G на сроках более 2 лет после аллогенной ТГСК. В отсутствие четкого порога, 
определяющего гипогаммаглобулинемию, общепринятым является уровень иммуноглобулина G в 
сыворотке крови ниже 5 г/л. Нарушение антителообразования и возникновение пролонгированной 
гипогаммаглобулинемии у детей после аллогенной ТГСК представляют собой сложные проблемы, 
требующие внимательного мониторинга и адекватного лечения. Своевременное восстановление 
как количества, так и функциональности В-клеток является критически важным для снижения 
риска инфекционных осложнений и улучшения качества жизни пациентов. 
Ключевые слова: гипогаммаглобулинемия, иммуноглобулин G, аллогенная трансплантация 
гемопоэтических стволовых клеток, В-лимфоциты
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Prolonged hypogammaglobulinemia in children after allogeneic 
hemopoietic stem cell transplantation 
S.K. Arakelyan, Yu.V. Skvortsova

The Dmitry Rogachev National Medical Research Center of Pediatric Hematology, Oncology and Immunology of Ministry of Healthcare  
of the Russian Federation, Moscow

Allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) is a key treatment strategy for life-threatening hematologic and 
immunologic diseases. Immune reconstitution after allogeneic HSCT is a complex and multistage process, which is critical to the 
recovery of the patient's immune function and to the reduction of the risk of infectious complications. Studies show that most 
patients experience a significant improvement in immune function 6–12 months after transplantation; however, a full recovery 
may take up to 2 years or more. One of the major complications of allogeneic HSCT is prolonged hypogammaglobulinemia – low 
serum immunoglobulin G levels for more than 2 years after allogeneic HSCT. In the absence of a clearly defined threshold for 
hypogammaglobulinemia, the generally accepted definition is a serum immunoglobulin G level below 5 g/L. Impaired antibody 
formation and the occurrence of prolonged hypogammaglobulinemia in children after allogeneic HSCT are complex problems 
that require careful monitoring and appropriate management. Timely restoration of B cell number and function is critical to 
reduce the risk of infectious complications and improve the quality of patients’ life.
Key words: hypogammaglobulinemia, immunoglobulin G, allogeneic hematopoietic stem cell transplantation, B lymphocytes
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Пролонгированная гипогаммаглобулинемия у 
детей, перенесших аллогенную трансплан-
тацию гемопоэтических стволовых клеток 

(ТГСК), представляет собой значимую клиническую 
проблему. Длительное снижение уровней иммуногло-
булинов (Ig) обусловливает повышенную восприим-
чивость к инфекционным осложнениям, что требует 
проведения регулярной заместительной терапии Ig и 
способствует увеличению частоты госпитализаций. 
Кроме того, дефицит гуморального иммунитета оказы-

вает существенное влияние на социальную адаптацию 
пациентов, обусловливая необходимость ограничения 
контактов и длительного медицинского наблюдения. 
Таким образом, пролонгированная гипогаммаглобули-
немия существенно снижает качество жизни и влияет 
на прогноз у детей после аллогенной ТГСК.

Восстановление гуморального иммунитета
Восстановление популяции В-клеток после алло-

генной ТГСК происходит медленно и не всегда полно-

EDN: YGGLOB
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ценно (рисунки 1, 2). Первые транзиторные В-клетки 
(CD24highCD38high) появляются приблизительно через 
1,5–2 мес [1, 2]. Также на ранних сроках после ТГСК 
происходит экспансия CD5+ В-клеток, способных 
вырабатывать интерлейкин-10, который, в свою 
очередь, увеличивает выживаемость B-клеток, их 
пролиферацию и продукцию антител [3, 4]. Экспансия 
CD5+ B-клеток указывает на роль регуляторных 
В-лимфоцитов в контроле иммунных и аутоиммунных 
реакций [5]. Через несколько месяцев после ТГСК 
количество переходных В-лимфоцитов уменьша-
ется и постепенно появляются наивные В-клетки 
(CD24intCD38int), которые становятся преобладающей 
популяцией (в течение 1 года составляют 80% попу-
ляции В-лимфоцитов периферической крови). Пере-
ходные В-клетки с функциональным В-клеточным 
рецептором (BCR) изотипа IgM, связанным с их 
клеточной мембраной, выходят из костного мозга и 
созревают в наивные В-клетки. Эти наивные В-клетки 
циркулируют в крови и проходят через фолли-
кулы в лимфатических узлах, пока их уникальный 
рецептор не распознает специфический антиген, 
растворимый или связанный с фолликулярными 
дендритными клетками или макрофагами. После 
связывания антигена с IgM и при дополнительной 
помощи фолликулярных Т-клеток CD4+ В-клетки либо 
дифференцируются в короткоживущие экстрафол-
ликулярные плазматические клетки или В-клетки 
памяти (в основном IgM-позитивные), либо иниции-
руют ответ герминального центра внутри фолликула, 
который необходим для долгоживущих высокоаф-
финных IgA+ и IgG+ В-клеток памяти и долгоживущих 

плазматических клеток, производящих высокоаф-
финные IgA и IgG. В герминальных центрах B-клетки 
подвергаются клональной экспансии, когда цитадин- 
активированная деаминаза (AID) экспрессируется 
для инициации соматического гипермутирования 
вариабельных цепей генов Ig. При положительной 
селекции В-клеток с высокой аффинностью связы-
вания антигена рекомбинация классов Ig (V(D)
J-рекомбинация) инициируется путем AID-контро-
лируемых двухнитевых разрывов ДНК и последу-
ющей их репарации в консервативных мотивах в 
регионах переключения, расположенных перед 
сегментами генов, которые кодируют отдельные 
константные области тяжелых цепей антител. Это 
приводит к переключению с класса IgM на класс  
IgA и/или IgG [6].

IgG (рисунок 3) играет центральную роль в 
противоинфекционном иммунитете благодаря таким 
факторам, как Fс-опосредованная антителозави-
симая клеточная цитотоксичность и комплемент- 
зависимая цитотоксичность. 

Рисунок 1
Динамика реконституции В-клеточного звена у па-
циентов после ТГСК 
Figure 1
The changes in the B cell reconstitution in patients after he-
matopoietic stem cell transplantation

Рисунок 2
Схема периферического развития В-клеток (А) и 
гипотетическая схема восстановления различных 
популяций В-клеток (Б): переходные В-клетки → 
наивные зрелые В-клетки → В-клетки памяти и 
плазмоциты [7]
Figure 2
Schematic representation of peripheral B-cell development 
(A) and hypothetical scheme of B cell subset reconstitution 
(Б): transitional B cells → mature naïve B cells → memory B 
cells and plasma cells [7]
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Уровень Ig восстанавливается параллельно 
с восстановлением В-лимфоцитов [8]. При этом 
нормализация подклассов Ig обычно происходит в 
определенном порядке [8, 9]. Первыми восстанавли-
ваются IgM, в среднем достигают нормального уровня 
в течение первых 6 мес после ТГСК. IgG достигают 
нормальных значений ко второй половине года, в то 
время как нормализация IgA может занять до 5 лет 
после ТГСК. Подклассы IgG в среднем достигают 
нормальных значений в сыворотке крови в течение  
5 мес (IgG1), 9 мес (IgG3) или 2 лет (IgG2 и IgG4). 
Однако эти сроки очень вариабельны и могут зави-
сеть от таких факторов, как основное заболевание, 
источник стволовых клеток, тип донора [8–10]. Для 
полного восстановления В-лимфоцитов необхо-
димо разнообразие репертуара BCR. Дифферен-
цировка В-лимфоцитов определяется активацией и 
перестройкой генов, контролирующих синтез поли-
пептидных цепей BCR [11]. У пациентов после ТГСК 
чаще всего несбалансированный, неполноценный 
репертуар BCR, что приводит к нарушению гумо-
рального иммунитета, повышенному риску развития 
инфекционных и/или аутоиммунных осложнений. 
BCR (рисунок 4) состоит из молекулы мембранного 
IgM или IgD и 2 молекул CD79 (Iga и Igb), имеет транс-
мембранные и цитоплазматические сегменты, пере-
дающие внутриклеточные сигналы. Разнообразие 
BCR определяет реаранжировка генов [11].

Возможный патогенез пролонгированной гипо-
гаммаглобулинемии

Механизмы нарушения антителообразования – 
переключение В-клеток на синтез Ig – остаются не 
до конца изученными.

К основным причинам развития пролонгиро-
ванной гипогаммаглобулинемии можно отнести 
следующие:

1) функциональная незрелость В-клеток – 
наблюдается отсутствие пролиферативных и 
дифференцировочных ответов на антигензависимую 
стимуляцию, что отражает их функциональную 
некомпетентность [12];

2) повреждение предшественников В-клеток, 
возникающее в результате «цитокинового шторма» 
или применения иммуносупрессивных препаратов 
в терапии реакции «трансплантат против хозяина» 
(РТПХ) [12];

3) повреждение стромальной ниши гемопоэтиче-
ских стволовых клеток также может способствовать 
замедлению восстановления популяции В-клеток, что 
ухудшает условия для их дифференцировки и созре-
вания, приводит к развитию гипогаммаглобулинемии 
[12]. 

Факторами риска развития пролонгированной 
гипогаммаглобулинемии у детей после аллогенной 
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Рисунок 3
Строение IgG
Антитела IgG состоят из 4 полипептидных цепей: 2 оди-
наковых тяжелых цепей типа g и 2 легких цепей, которые 
соединены между собой дисульфидными связями, форми-
руя тетрамер с характерной Y-образной формой. На конце 
«вилки» содержат по одному сайту связывания с антиге-
ном, обладающему вариабельной структурой 
Figure 3
The structure of IgG
IgG antibodies consist of four polypeptide chains: two identical 
g-type heavy chains and two light chains linked together by disul-
phide bonds forming a tetramer with a characteristic Y-shape. Each 
end of the ‘fork’ contains an antigen binding site with a variable 
structure

Рисунок 4
Строение BCR
Figure 4
The B cell receptor structure
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ТГСК могут быть течение РТПХ, длительное приме-
нение иммуносупрессивной терапии, предше-
ствующее введение ритуксимаба, использование 
тотального облучения тела в кондиционировании, 
CAR-T (chimeric antigen receptor)-клеточная терапия, 
направленная на антиген CD19 (таблица). Wudhikarn 
и соавт. проанализировали 60 пациентов с 
диффузной В-клеточной лимфомой, получавших 
анти-CD19 CAR-T-клеточную терапию, и сообщили, 
что у 44% наблюдалась гипогаммаглобулинемия  
(IgG < 4 г/л) через 1 мес после введения клеток и у 38% 
пациентов в более поздние сроки [13]. Из 24 паци-
ентов с рецидивом/рефрактерным течением острого 
В-лимфобластного лейкоза в 83% случаев через  
1 мес после CAR-T-клеточной терапии наблюдалась 
гипогаммаглобулинемия [13].

Качество жизни пациентов с пролонгированной 
гипогаммаглобулинемией

Пациенты с пролонгированной гипогаммаглобу-
линемией имеют высокую инфекционную заболевае-
мость, требуют проведения пожизненной регулярной 
заместительной терапии внутривенными или подкож-
ными Ig. Данные о частоте повторных госпитализаций 
у детей с пролонгированной гипогаммаглобулине-
мией после аллогенной ТГСК варьируют в зависи-
мости от ряда факторов, включая возраст пациента, 
тип заболевания и наличие сопутствующих состо-
яний. В некоторых исследованиях отмечается, что до 
30% детей могут потребовать повторной госпитали-
зации в течение первого года после трансплантации 
[14]. Процент смертности у детей с гипогамма-
глобулинемией может достигать 27% [15]. Norlin и 
соавт. провели ретроспективный анализ, по резуль-
татам которого оказалось, что у пациентов с низким 

уровнем IgG (< 4 г/л) общая выживаемость состав-
ляла 54%, а смертность – 27% [16]. Frangoul и соавт. 
проанализировали распространенность и факторы 
риска развития гипогаммаглобулинемии у детей и 
сообщили, что снижение уровня IgG < 5 г/л встреча-
лось у 77% пациентов [17]. Факторами риска были 
инициально низкий уровень Ig до ТГСК, маленький 
возраст пациентов на момент трансплантации, 
основное злокачественное заболевание, развитие 
острой РТПХ, ТГСК от неродственного донора.

Вакцинация
Для полноценного восстановления защиты от 

инфекций после аллогенной ТГСК требуется обяза-
тельное проведение полного комплекса вакцинации, 
так как после трансплантации возникает функцио-
нальная аспления, а эффект вакцин, введенных до 
ТГСК, нивелирован кондиционированием. 

Ответ на вакцинацию у детей после аллогенной 
ТГСК зависит от восстановления как Т-клеточного, 
так и В-клеточного звена [18]. Исключением явля-
ется реакция на полисахаридные антитела, которая 
полностью зависит от В-клеток. Ответ на полисаха-
ридные антитела играет роль в иммунизации против 
инкапсулированных бактерий (пневмококки) [19–22]. 
Риск пневмококкового инвазивного заболевания 
повышен как в ранние, так и в поздние сроки после 
ТГСК, что свидетельствует о длительных дефектах в 
восстановлении В-клеток даже после ревакцинации 
[23–26]. Предполагается, что плохой ответ на поли-
сахаридные вакцины вызван дефектом В-клеток 
памяти, продуцирующих IgM [27]. 

Вакцинацию аттенуированными вакцинами 
следует начинать не ранее чем через 6 мес после 
аллогенной ТГСК, при этом должен быть доста-

Таблица 
Факторы, влияющие на восстановление В-лимфоцитов [7]
Table 
Factors influencing B cell reconstitution [7]
Фактор
Factor

Влияние
Influence

Источник стволовых клеток
Stem cell source

Периферические стволовые клетки – количество В-клеток выше на ранних этапах, 
однако спустя 6 мес после ТГСК уровни В-лимфоцитов одинаковые, независимо от 
источника стволовых клеток (периферические стволовые клетки vs костный мозг)

Peripheral blood stem cells – B cell count is higher at early stages, but 6 months after HSCT, B cell 
levels are similar, irrespective of the stem cell source (peripheral blood stem cells vs bone marrow)

Деплеция (TCRab, CD19)
Depletion (TCRab, CD19)

Нарушение реконституции
Impaired B-cell reconstitution

Серотерапия в кондиционировании
Serotherapy in the conditioning regimen

Неоднозначные данные
Ambiguous data

Миелоаблативное кондиционирование
Myeloablative conditioning

Адекватные темпы иммунной реконституции и продукции Ig
Adequate B cell reconstitution and Ig production

Кондиционирование со сниженной токсичностью
Reduced-intensity conditioning 

Не всегда оптимальное восстановление В-клеток, зависимость от трансфузий 
внутривенных Ig

Not always optimal B cell reconstitution, intravenous immunoglobulins dependence

Тотальное облучение тела
Total body irradiation

Задержка восстановления В-лимфоцитов
Delayed B cell reconstitution

Острая РТПХ
Acute graft-versus-host disease 

Выраженное нарушение восстановления функции и количества В-лимфоцитов
Significantly impaired B cell reconstitution, in both function and numbers

Хроническая РТПХ
Chronic graft-versus-host disease

Низкое количество В-клеток, отсутствие переключенных В-лимфоцитов, снижение 
регуляторных В-клеток, увеличение активированных В-клеток

A low B cell count, no switched B cells, regulatory B cells are found to be reduced, an increase  
in the number of activated B cells
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точный уровень CD4 (200 кл/мкл) и CD19 (50 кл/мкл). 
Вакцинацию «живыми» вакцинами следует проводить 
спустя 2 года после ТГСК (в отсутствие активных 
проявлений РТПХ).

В связи с вышеизложенным полноценное восста-
новление В-клеточного звена иммунитета имеет 
важное значение в обеспечении защиты от инфекций 
и адекватного качества жизни.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, пролонгированная гипогам-
маглобулинемия – это нередкая проблема реци-
пиентов аллогенной ТГСК, осложняющая поздний 
посттрансплантационный период и приводящая к 
повышению частоты инфекций и госпитализаций. 
Звеньями патогенеза данного феномена могут быть 
патология цитокиновой среды, нарушение созре-

вания В-клеток, блок переключения В-лимфоцитов 
на синтез специфических Ig. Необходимы более 
глубокие исследования для понимания комплексной 
эволюции клеточного и репертуарного восстанов-
ления В-лимфоцитов, а также влияния различных 
факторов, связанных с проведением ТГСК, на 
формирование иммунного репертуара и функцию 
гуморального и клеточного иммунитета после 
трансплантации.
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Врожденные дизэритропоэтические 
анемии 
В.В. Клюхин, Н.С. Сметанина

ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр детской гематологии, онкологии  
и иммунологии им. Дмитрия Рогачева» Минздрава России, Москва

Врожденные дизэритропоэтические анемии (congenital dyserythropoietic anemia, CDA) представляют 
собой редкую группу наследственных анемий, характеризующихся неэффективным эритропоэзом 
и выраженными морфологическими аномалиями в эритроидных предшественниках в костном 
мозге. Существует несколько типов CDA (I–IV), каждый из которых связан со специфическими 
мутациями в таких генах, как CDAN1, C15orf41, SEC23B, KIF23 и KLF1, что приводит к вариабельным 
фенотипическим проявлениям. CDA II типа является наиболее распространенным вариантом 
среди всех CDA и проявляется нормоцитарной анемией различной степени тяжести, желтухой 
и спленомегалией. Диагностика этих генетически детерминированных состояний основана на 
молекулярно-генетическом тестировании и морфологической идентификации специфических 
аномалий в эритроидных предшественниках, при этом каждый тип CDA демонстрирует отличительные 
особенности, такие как наличие межъядерных хроматиновых мостиков при I типе и эритробластов с 
2 ядрами и более при II типе. Современные подходы к лечению играют в основном поддерживающую 
роль и включают в себя переливание компонентов крови, мониторинг и коррекцию перегрузки 
железом. Трансплантация гемопоэтических стволовых клеток на сегодняшний день является 
единственной излечивающей опцией для пациентов с CDA. В целом прогноз у данной категории 
пациентов благоприятный, однако проблема состоит в гетерогенности клинико-лабораторных 
проявлений, что нередко затрудняет постановку окончательного диагноза.  
Ключевые слова: врожденные дизэритропоэтические анемии, гены, эритроидные предшественники, 
дизэритропоэз, гемолитическая анемия
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Congenital dyserythropoietic anemias
V.V. Klyukhin, N.S Smetanina

The Dmitry Rogachev National Medical Research Center of Pediatric Hematology, Oncology and Immunology of Ministry of Healthcare  
of Russia, Moscow

Congenital dyserythropoietic anemias (CDAs) is a rare group of inherited anemias characterized by ineffective erythropoiesis and 
pronounced morphological abnormalities in erythroid precursors in the bone marrow. There are several CDA (I–IV) types, each 
associated with specific mutations in genes such as CDAN1, C15orf41, SEC23B, KIF23, and KLF1, leading to variable phenotypic 
manifestations. CDA type II is the most common variant among all CDAs and presents with normocytic anemia of varying severity, 
jaundice, and splenomegaly. The diagnosis of these genetically determined conditions is based on molecular genetic testing 
and morphological identification of specific abnormalities in erythroid precursors, with each type of CDA showing distinctive 
features, such as the presence of internuclear chromatin bridges in CDA type I and erythroblasts with two or more nuclei in CDA 
type II. Current treatment approaches play primarily a supportive role and include blood component transfusions, monitoring, 
and correction of iron overload. Hematopoietic stem cell transplantation is currently the only curative option for patients with 
CDA. Overall, the prognosis for this category of patients is favorable; however, the challenge lies in the heterogeneity of clinical 
and laboratory manifestations, which often makes it difficult to establish a definitive diagnosis.
Key words: congenital dyserythropoietic anemias, genes, erythroid precursors, dyserythropoiesis, hemolytic anemia
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Врожденные дизэритропоэтические анемии 
(congenital dyserythropoietic anemia, CDA) – 
группа редких наследственных заболеваний, 

характеризующихся неэффективным эритропоэзом и 
наличием определенных морфологических аномалий 
эритроидных предшественников в костном мозге (КМ) 
[1]. Дизэритропоэзом называют патологическое соот-
ношение процессов пролиферации и дифференци-
ровки эритроидных клеток, что отражается на их 
морфологических особенностях (рисунок 1). Термин 
«дизэритропоэз» впервые был использован иссле-
дователями J. Crookston и H. Heimpel для случаев, 
которые позже были определены как CDA I и II типов 

[2, 3]. Клиническая картина характеризуется разви-
тием нормоцитарной, реже макроцитарной, нормо- 
или гипорегенераторной анемии различной степени 
тяжести, спленомегалией и формированием желчно-
каменной болезни [1].

В основном диагноз CDA ставится по результатам 
молекулярно-генетических исследований и при выяв-
лении определенных морфологических аномалий 
эритроидных предшественников в КМ. Морфоло-
гические изменения включают в себя гиперплазию 
эритроидных клеток, изменение количества ядер 
в эритробластах (2 ядра и более), наличие межъ
ядерных и/или цитоплазматических мостиков. 

EDN: YVMIDT

user
Выделение
Клюхин, Сметанина - полный текст остался
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Дизэритропоэтические анемии вызваны мута-
циями нескольких генов: CDAN1, C15orf41, SEC23B, 
KIF23 и KLF1. Например, CDA I типа вызвана биал-
лельными мутациями гена CDAN1 или C15orf41, 
CDA II типа связана с мутациями гена SEC23B,  
а CDA IV типа – с гетерозиготной мутацией в транс-
крипционном факторе KLF1. Эти мутации приводят к 
возникновению различных гетерогенных фенотипов, 
что затрудняет дифференциальный диагноз между 
другими типами наследственных анемий [4].

CDA охватывают обширную группу монолинейных 
цитопений, которые можно разделить на 3 основных 
типа (I–III), а также CDA, связанные с нарушением 
транскрипционных факторов (IV тип) и синдро-
мальные формы. 

CDA I типа характеризуется наличием макроци-
тарной, гипорегенераторной анемии средней или 
тяжелой степени тяжести, для этого типа харак-
терны некоторые фенотипические особенности 
(скелетно-мышечные аномалии, низкий рост) [5]. 
При исследовании в КМ наблюдается от 2 до 10% 
эритробластов, которые являются двухъядерными и 
большинство более ранних предшественников также 
имеют 2 ядра и более [6]. Из типичных морфологи-
ческих особенностей обращает на себя внимание 
наличие тонких межъядерных хроматиновых 
мостиков между парами ядер эритробластов, эти 
мостики наблюдаются у 79% пациентов с CDA I типа 
(рисунок 2) [7]. Данный тип имеет аутосомно-рецес-
сивный механизм наследования, причем генетический 
дефект возникает в обоих аллелях, но в 2 разных 
локусах и в более чем 90% случаев приходится на 
мутации генов CDAN1 и C15orf41. Оба белка, кодиру-
емые данными генами, вероятно, играют роль в репа-
рации ДНК и сборке хроматина после репликации  
ДНК [8, 9].

CDA II типа является наиболее распространенной 
формой, она проявляется нормоцитарной, нормо- или 
гиперрегенераторной анемией различной степени 
тяжести, часто сопровождается развитием желтухи 
и спленомегалией [4]. КМ при CDA II типа гипер
клеточный, с выраженными явлениями гиперплазии 
эритроидных клеток. Из типичных морфологических 
признаков наблюдается наличие эритроидных пред-
шественников с 2 ядрами (рисунок 3). Если наблю-
дается >10% двухъядерных эритробластов и >2% 
клеток с кариорексисом (т. е. фрагментацией ядра 
с распадом хроматина на неструктурированные 
гранулы), диагноз CDA II типа практически не вызы-
вает сомнений [6]. Специфической характеристикой 
мембранных белков является наличие недостаточно 
гликозилированного белка полосы 3, которая наблю-
дается у 95% пациентов с CDA II типа [10]. Данный 
тип наследуется аутосомно-рецессивно, мутации 
возникают в обоих аллелях гена SEC23B. Ген SEC23B 

и кодируемый им белок SEC23A являются основными 
компонентами комплекса белков оболочки II (COPII), 
их функция заключается в формировании везикул 
для транспорта веществ из эндоплазматического 
ретикулума в комплекс Гольджи [1, 11].

Рисунок 1
Морфологическая картина дизэритропоэза в КМ 
(адаптировано из ASH Image bank, N. Wasekar и 
соавт.)
На снимке видны многоядерные эритробласты, признаки 
кариорексиса 
Figure 1
The morphological pattern of dyserythropoiesis in the bone 
marrow (BM) (adapted from ASH Image bank N. Wasekar, 
et al.)
Multinucleated erythroblasts and signs of karyorrhexis can be seen 
in this image

Рисунок 2
Картина КМ при CDA I типа (адаптировано из A. 
Iolascon [4])
Cтрелкой указаны типичные межъядерные хроматиновые 
мостики
Figure 2
The BM pattern in CDA type I (adapted from A. Iolascon [4])
The arrow indicates typical internuclear chromatin bridges
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CDA III типа – наиболее редко встречающаяся из 
3 классических форм разновидность CDA. Характе-
ризуется аутосомно-доминантным типом наследо-
вания, на сегодняшний день описано наибольшее 
число пациентов из Америки и Швеции [12]. По 
сходству клинической картины III тип напоминает I и  
II типы, однако у пациентов с CDA III типа спленоме-
галия отсутствует. У большинства описанных паци-
ентов из Швеции присутствуют офтальмологические 
нарушения (снижение остроты зрения, ангиоидные 
полосы, макулярная дегенерация). Также вызывает 
интерес тот факт, что у части пациентов в крови 
наблюдалась моноклональная гаммапатия, которая 
впоследствии трансформировалась в множественную 
миелому. В периферической крови в небольшом 
количестве преобладают макроцитарные формы 
эритроцитов, количество ретикулоцитов может 
быть в норме или слегка сниженным. При световой 
микроскопии КМ выявляется гиперплазия эритро-
идных клеток с характерными гигантскими многоя-
дерными эритробластами (рисунок 4) [13]. При CDA 
III типа идентифицирована причинная мутация гена 
KIF23, который описан в американской и шведской 
родословных. Белок, кодируемый этим геном, явля-
ется членом семейства кинезиноподобных белков, 
который обеспечивает правильное разделение клеток 
во время телофазы. Мутация гена KIF23 приводит к 
образованию крупных многоядерных эритробластов 
в КМ у этих пациентов [13].

На сегодняшний день известно о 8 пациентах с 
CDA IV типа. У них наблюдаются клинико-лабора-
торные признаки гемолитической анемии. Гемолити-

ческая анемия, как правило, средней, чаще тяжелой 
степени тяжести по уровню ретикулоцитов, нормо-, 
реже гиперрегенераторная с повышенным уровнем 
фетального гемоглобина. В миелограмме наблю-
дается картина гиперклеточного КМ, верифициру-
ются двухъядерные или многоядерные эритробласты 
(рисунок 5, таблица). При электронной микроскопии 
выявляются незрелые эритроидные предшествен-
ники с атипичными цитоплазматическими включе-

Рисунок 3
Морфологическая картина КМ при CDA II типа 
(адаптировано из ASH Image bank, G. Venkataraman 
и соавт.)
На снимке можно различить эритробласты, которые несут 
в себе 2 ядра и более
Figure 3
The morphological pattern of BM in CDA type II (adapted 
from ASH Image bank G. Venkataraman, et al.)
The image allows us to distinguish erythroblasts carrying two or 
more nuclei

Рисунок 4
Гигантские многоядерные эритробласты при  
CDA III типа (адаптировано из A. Iolascon [4])
Figure 4
Giant multinucleated erythroblasts in CDA type III (adapted 
from A. Iolascon [4])

Рисунок 5
Многоядерные эритробласты при CDA IV типа 
(адаптировано из A. Iolascon [4])
Figure 5
Multinucleated erythroblasts in CDA type IV (adapted from 
A. Iolascon [4])
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Рисунок 6
Схематичное изображение патогенеза CDA на молекулярном уровне (адаптировано из A. Iolascon [4])
Figure 6
Schematic representation of CDA pathogenesis at the molecular level (adapted from A. Iolascon [4])

А Б

ниями, инвагинацией ядерной мембраны [14, 15]. CDA 
IV типа передается аутосомно-доминантным путем и 
характеризуется наличием уникальной перестройки 
c.973G>A (p.E325K) в гене KLF1. Этот ген коди-
рует одноименный транскрипционный фактор KLF1, 
который играет одну из ведущих ролей в регуляции 
переключения между гемоглобином А и F, вторая его 
функция заключается в координировании процессов 
дифференцировки [16].

Молекулярный механизм генетического дефекта 
KLF1 p.E325K заключается в нарушении распоз-
навания мутировавшим геном своего нормаль-
ного сайта либо в неправильной сборке белкового 
комплекса. Это приводит к дисрегуляции экспрессии 
поверхностно-мембранных транспортных белков, а 
также протеинов, которые участвуют во внутрикле-
точном метаболизме железа, делении клеток и регу-
ляции клеточного цикла (рисунок 6) [17].

В настоящее время основными методами лечения 
пациентов с CDA является симптоматическая терапия, 
а именно заместительные трансфузии донорских 
эритроцитов и хелаторная терапия. Стандартное 
ведение пациента с CDA заключается в периодиче-
ской оценке показателей гемограммы и метаболизма 
железа, а также необходим инструментальный мони-
торинг перегрузкой железом каждые 6 мес. Зача-
стую у пациентов с CDA вследствие неэффективного 
эритропоэза наблюдается снижение продукции 

гепсидина, что ведет к резкому усилению всасывания 
железа в желудочно-кишечном тракте и системной 
перегрузке железом и является основным осложне-
нием у данной категории больных [10]. Если рассма-
тривать данный феномен на молекулярном уровне, 
то потеря функции, в частности SEC23B, нарушает 
гликозилирование мембранных белков, которые 
участвуют в активации сигнального пути BMP-SMAD, 
что сопровождается снижением синтеза гепсидина 
как у пациентов, так и в клеточных моделях CDA [18]. 

Из-за противоречий в результатах описания 
серии клинических случаев достаточно неодно-
значным клиническим эффектом обладает спленэк-
томия. Согласно последним рекомендациям по 
спленэктомии, кроме наследственного сфероцитоза, 
для которого имеются доказательства эффектив-
ности, эффективность спленэктомии в лечении CDA 
еще не до конца выяснена, также вызывают опасения 
отсроченные негативные эффекты в виде тромботи-
ческих и инфекционных осложнений [19].

У большинства пациентов с CDA наблюдается 
анемия легкой или средней степени тяжести, которая 
не требует гемотрансфузионной терапии. Среди 
новорожденных с CDA I и II типов около 50% и 10% 
соответственно нуждаются как минимум в 1 гемо-
трансфузии, а некоторые пациенты впоследствии 
остаются трансфузионно-зависимыми. Кроме того, 
совместное наследование других гемоглобинопатий, 
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таких как a- или b-талассемия, и мембранопатий, а 
также дефицит глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы 
отягощает клинический фенотип пациентов, приводя 
к наиболее выраженной трансфузионной зависимости 
[20, 21]. Длительные гемотрансфузии напрямую 
способствуют развитию вторичной перегрузки 
железом. Для ее лечения единственной терапевтиче-
ской опцией является применение железохелатиру-
ющих средств. Рекомендации по хелаторной терапии 
у пациентов с CDA в целом соответствуют таковым у 
пациентов с талассемиями. Поэтому ранняя диагно-
стика этих состояний имеет решающее значение для 
предотвращения перегрузки железом. Важно пери-
одически оценивать параметры баланса железа в 
сыворотке крови, такие как ферритин, насыщение 
трансферрина, гепцидин, и оценивать накопление 
железа в печени и сердце с помощью неинвазивных 
методов, таких как Т2-режим магнитно-резонансной 
томографии [22].

Другой спорной терапевтической опцией явля-
ется применение интерферона (IFN)-2a, он эффек-
тивен у пациентов с мутацией гена CDAN1, ранее 
проведенные исследования продемонстрировали 
хороший гематологический ответ у пациентов на 
IFN-a. Но показывает ли он эффективность у паци-
ентов с другими типами CDA, до конца остается 
неясным [9, 23]. Есть предположение, что носитель-
ство определенных полиморфизмов может увеличи-
вать эффективность терапии IFN-2a. Исследования, 
проведенные на клеточных линиях, обработанных 
IFN-a, позволили установить, что он влияет на ряд 
важных сигнальных путей и транскрипционных 
факторов [24, 25]. Недавно проведенное исследо-
вание A. Abu-Quider и соавт. (2020) показало, что  
6 из 7 пациентов, получавших пегилированный IFN-a, 
достигли трансфузионной независимости. Примеча-
тельно, что у пациентов, получавших пегилированный 
IFN-2a, снижается активность гемолиза, но сохраня-
ется высокая концентрация ферритина. Возможно, 
IFN предотвращает непосредственный апоптоз 
эритроидных клеток, но при этом процессы дизэри-
тропоэза не прекращаются [26]. E. Khattab и соавт. 
(2022) описали 2 пары сиблингов (брат и сестра) с 
диагнозом CDA I типа, которые получали пегилиро-
ванный IFN-2a с последующим продолжительным 
гематологическим ответом [27]. 

Касательно применения витамина B12, фолиевой 
кислоты и эритропоэтина можно однозначно сделать 
вывод о том, что данные препараты не имеют дока-
занного эффекта у пациентов с CDA. 

В целом долгосрочный прогноз у пациентов с CDA 
благоприятный, однако трансплантация гемопоэтиче-
ских стволовых клеток (ТГСК) является единственной 
излечивающей опцией у них. В некоторых сообще-
ниях описаны случаи, в которых показана эффектив-

ность ТГСК, но данные мировой литературы скудны, 
ограничиваются отдельными описаниями и неболь-
шими ретроспективными исследованиями [21, 28–30]. 
M. Miano и соавт. (2019) провели масштабное ретро-
спективное исследование по оценке эффективности 
и безопасности ТГСК при CDA. В ретроспективный 
анализ были включены 39 пациентов, у всех наблюда-
лось приживление трансплантата. Показатели общей 
(ОВ) и бессобытийной (БСВ) выживаемости через  
36 мес составили 71% и 45% соответственно. На 
исход влияли тип донора и предшествующая пере-
грузка железом: неродственный донор и предше-
ствующая перегрузка железом коррелировали с 
худшими показателями ОВ и БСВ [31]. Другое менее 
масштабное ретроспективное исследование было 
проведено педиатрическим консорциумом по транс-
плантации костного мозга и клеточной терапии. В 
ретроспективный анализ включили 18 пациентов 
с CDA (13 пациентов с CDA II типа, 2 – с CDA I типа  
и 3 – с CDA неизвестного типа). У 4 из 18 паци-
ентов зарегистрировано неприживление трансплан-
тата после 2 или 3 ТГСК. При медиане наблюдения  
3,2 года (диапазон от 0,6 до 14 лет) 2-летняя ОВ и 
БСВ составили 88% и 65% соответственно [32]. 

 ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ ИССЛЕДОВАНИЯ

CDA – достаточно редкий тип наследственных 
анемий, в мире зарегистрировано больше  
110 случаев CDA I типа, 300 случаев CDA II типа 
и меньше 30 случаев CDA III типа. В связи с общей 
клинико-лабораторной картиной с другими видами 
наследственных гемолитических анемий (например, 
дефицит пируваткиназы, наследственный стома-
тоцитоз) могут возникнуть трудности в постановке 
окончательного диагноза CDA [12, 33, 34]. 

На данный момент ТГСК остается единственной 
куративной опцией у пациентов с трансфузионно- 
зависимыми формами CDA, которая показала много-
обещающие результаты в лечении данной пато-
логии, однако к их интерпретации нужно относиться 
с осторожностью из-за ограниченной выборки 
исследований. В работе Европейского общества 
трансплантации крови и КМ были продемонстри-
рованы достаточно неплохие результаты ТГСК у 
пациентов с CDA, что, возможно, подчеркивает 
потенциал трансплантации в качестве терапевти-
ческой опции. Данное исследование показало, что 
показатели ОВ и БСВ через 36 мес составили 71% 
и 45% соответственно. В текущем исследовании 
собрана самая крупная когорта пациентов, подверг-
шихся ТГСК при CDA. В ранее опубликованных 
статьях размеры выборки были намного меньше, 
они включали в общей сложности 13 пациентов  
с CDA I–III типов [35]. 
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О Б З О Р  Л И Т Е РА Т У Р Ы

Для лечения наследственных анемий постоянно 
тестируются альтернативные фармакологические 
опции. Новые фармакологические агенты, которые 
воздействуют на трансформирующий фактор роста-b 
(TGF-b), а именно луспатерцепт и сотатерцепт, рассма-
триваются в качестве потенциальных средств лечения 
CDA II типа и дают обнадеживающие результаты.

Отдельно хотелось бы остановиться на роли 
сигнализации TGF-b в регуляции гемопоэза. Она 
играет важную роль в регуляции нишевых взаимо-
действий между гемопоэтическими стволовыми клет-
ками и другими клеточными структурами. У части 
пациентов с наследственными анемиями и миело-
диспластическим синдромом происходит функци-
ональная активация сигнальных кофакторов или 
лигандов TGF-b, таких как факторы дифферен-
цировки роста (GDF), которые в основном секре-
тируются гемопоэтическими и мезенхимальными 
стволовыми клетками [36]. В норме сигнализация 
TGF-b проявляется миелосупрессивными свойствами 
и подавляет эритроидную дифференцировку путем 
индукции апоптоза и остановки клеточного цикла в 
эритробластах [37, 38]. Во время физиологической 
пролиферации и дифференцировки происходит пода-
вление активности сигнализации TGF-b, это приводит 
к снижению экспрессии GDF [39]. В эксперименте на 
лабораторных животных было показано, что посто-
янная стимуляция GDF вызывает анемию и гипер-
плазию эритроидных клеток [40]. Гипотетически в 
гемопоэтических стволовых клетках у этих пациентов 
должны наблюдаться сверхэкспрессия и повышенный 
уровень фосфорилированного Smad2/3, который 
активирует транскрипцию генов-мишеней TGF-b. 

В связи с вышеперечисленными патогенети-
ческими изменениями были разработаны препара-
ты-«ловушки» лигандов активиновых рецепторов 
(луспатерцепт, сотатерцепт), которые направлены 
на коррекцию неэффективного эритропоэза. Эти 
фармакологические агенты показали обнадежива-
ющие результаты в фазах I и II клинических испы-
таний для пациентов с b-талассемией [41]. 

Данные препараты состоят из внеклеточного 
домена этого TGF-b-рецептора, соединенного с 
Fc-доменом человеческого иммуноглобулина G1. 
Изначально эти препараты были разработаны для 
повышения минеральной плотности костной ткани 
при злокачественных заболеваниях костей путем 
захвата активинов, однако помимо коррекции остео
пороза выявлено их плейотропное действие на 
эритропоэз. Экспериментально было показано, что 
RAP-011 быстро улучшал неэффективный эритро-
поэз и снижал перегрузку железом в мышиных 
моделях, вызванную химиотерапией и b-талассемией, 
снижая оксидативный стресс и индуцируя апоптоз в 
незрелых эритробластах [38, 42]. Параллельно с этим 

лечение RAP-011 способствовало более быстрой 
пролиферации и дифференцировке в результате 
ингибирования GDF [43]. Таким образом, предпола-
гается, что луспатерцепт и сотатерцепт действуют 
на эритропоэз в гемопоэтических стволовых клетках 
опосредованно, через секрецию стромальными клет-
ками КМ модулирующих факторов, в то время как 
пролиферативные способности эритроидных пред-
шественников остаются неизменными. 

В связи с общими клинико-лабораторными прояв-
лениями у пациентов с b-талассемией и CDA II типа  
D. Rosa и соавт. (2017) провели оценку эффектив-
ности аналога сотатерцепта, RAP-011, в клеточной 
модели CDA II типа. По результатам исследования 
препарат RAP-011 подавляет ActRIIA/B-путь и инги-
бирует суперсемейство TGF-b, что, в свою очередь, 
повышает активность транскрипционного фактора 
GATA1 и приводит к увеличению экспрессии таргетных 
генов GATA1, участвующих в пролиферации и диффе-
ренцировке эритроидных предшественников [44]. 

Аутологичная трансфузия генетически отредак-
тированных клеток в перспективе, возможно, заменит 
аллогенную ТГСК и станет единственной куративной 
опцией для пациентов с дизэритропоэтическими 
анемиями. Это разрешит некоторые ограничения алло-
генной ТГСК, такие как инфекционные процессы, 
связанные с длительной иммуносупрессией, ограни-
ченная доступность HLA-совместимых доноров или 
развитие болезни «трансплантат против хозяина». 
Данный метод в качестве опции использовался для 
лечения многих генетически детерминированных забо-
леваний, связанных с патологией эритроцитов, таких 
как b-талассемия, серповидноклеточная болезнь или 
дефицит пируваткиназы [45, 46]. 

S. Pellegrin и соавт. (2018) провели работу по 
оценке эффективности лентивирусной трансдукции 
на клеточных моделях CDA II типа. Авторы впервые 
продемонстрировали, что лентивирусная трансдукция 
p60-BBF2H7 в эритроидные клетки-предшествен-
ники вызывает увеличение активности трансактива-
тора SEC23A и его сохранение во время процессов 
терминальной дифференцировки в p60-BBF2H7, 
она не вызывала негативного влияния на пролифе-
рацию и последующую дифференцировку эритроб-
ластов. Генная терапия in vitro привела к повышению 
экспрессии SEC23A и последующей нормализации 
уровня SEC23 для компенсации мутированного 
SEC23B у пациентов с CDA II типа [47]. 

D. Rodriguez и соавт. (2021) применили эту стра-
тегию для коррекции CDA на модели мышей с нока-
утом гена SEC23B. По результатам исследования 
после трансдукции дефектных гемопоэтических 
клеток лентивирусными векторами наблюдалась 
нормализация продукции белка SEC23B, что сопро-
вождалось частичным восстановлением эритроидных 
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колониеобразующих единиц и ускорению пролифе-
рации эритроидных предшественников. Кроме того, 
повышался уровень гликозилирования поверх-
ностных мембранных белков и снижался процент 
дефектных эритроидных клеток с измененным коли-
чеством ядер [48].

 ЗАКЛЮЧЕНИЕ

CDA относятся к гетерогенной группе генети-
чески детерминированных монолинейных цитопений. 
Молекулярно-генетические исследования дефек-
тных генов показали, что дизэритропоэтические 
анемии имеют различные молекулярные механизмы, 
которые вызывают нарушения процессов проли-
ферации и дифференцировки в ходе эритропоэза. 
Некоторые неправильно транслированные белки 
участвуют в процессах сборки хроматина и модифи-
кации гистонов, например белок CDN1 при CDA I типа. 
Другие являются транскрипционными факторами, 
участвующими в синтезе многих белков, важных для 
дифференцировки эритроидных предшественников, 
например KLF1 и GATA1 при CDA IV типа. 

Одной из сложностей в диагностике является тот 
факт, что CDA характеризуются общностью клинико- 

лабораторной картины с другими наследственными 
гемолитическими анемиями. Для диагностики этой 
группы заболеваний крайне важно проводить моле-
кулярно-генетическую диагностику. 

Несмотря на успехи в понимании молекулярных 
механизмов в патогенезе CDA, остается неясным, 
почему процессы эритропоэза чувствительны к 
дефектам генов CDАN1 и SEC23B, ведь белки CDАN1 
и SEC23B экспрессируются во многих тканях и 
органах. На сегодняшний день идентифицировано 
множество генов, ассоциированных с развитием CDA, 
но каким образом это приводит к развитию морфоло-
гических изменений (многоядерности) также до конца 
остается неясным. 
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Новые терапевтические опции  
для лечения трансфузионно-
зависимой формы анемии  
Даймонда–Блекфена 
А.С. Батаев, В.В. Клюхин, Н.С. Сметанина

ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр детской гематологии, онкологии  
и иммунологии им. Дмитрия Рогачева» Минздрава России, Москва

Анемия Даймонда–Блекфена – редкое заболевание из группы врожденных синдромов 
костномозговой недостаточности, характерной чертой которого является угнетение эритропоэза, 
обусловленное интенсивными процессами апоптоза эритроидных предшественников вследствие 
дефекта биосинтеза рибосом. Классические опции при терапии анемии Даймонда–Блекфена 
включают в себя длительное применение глюкокортикостероидов и трансфузии донорских 
эритроцитов, однако такие подходы в долгосрочной перспективе приводят к развитию отдаленных 
неблагоприятных событий, что стимулирует поиск альтернативных методов терапии. В данной 
работе рассмотрены современные представления об этиопатогенезе и терапии этого заболевания. 
Ключевые слова: анемия Даймонда–Блекфена, RPS19, элтромбопаг
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New therapeutic options for the treatment of transfusion-dependent 
Diamond–Blackfan anemia 
A.S. Bataev, V.V. Klyukhin, N.S. Smetanina

The Dmitry Rogachev National Medical Research Center of Pediatric Hematology, Oncology and Immunology of Ministry of Healthcare  
of the Russian Federation, Moscow

Diamond–Blackfan anaemia is a rare congenital bone marrow failure syndrome characterized by suppression of erythropoiesis 
due to intense apoptosis of erythroid precursors resulting from defective ribosome biosynthesis. Classic options for the 
treatment of Diamond–Blackfan anaemia include long-term glucocorticosteroid therapy and transfusion of donor red blood 
cells. However, these approaches eventually lead to late adverse events, which stimulates the search for alternative therapies. 
In this paper, we review the current knowledge of the pathogenesis and therapy of this disease.
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Анемия Даймонда–Блекфена (АДБ) – наслед-
ственный синдром недостаточности костного 
мозга, характеризующийся аплазией эритро-

цитарного ростка (часто в сочетании со скелетными 
аномалиями и низким ростом, которые классически 
проявляются в течение первого года жизни) в виде 
макроцитарно-нормохромной анемии и низким содер-
жанием ретикулоцитов [1, 2]. По различным данным, 
частота встречаемости АДБ составляет 5–7 случаев 
на 1 млн новорожденных [2–5]. Диагноз устанавли-
вается в среднем в возрасте 2–3 месяцев, при этом 
в 95% случаев АДБ диагностируется в возрасте до 
2 лет, а в 99% – до 5 лет. В 13–16% случаев АДБ 
диагностируется при рождении [6]. Заболевание 
наследуется по аутосомно-доминантному типу. В 
основе патогенеза лежит апоптоз эритроидных пред-
шественников в костном мозге вследствие дефекта 
биосинтеза рибосом. Генетические дефекты рибо-
сомальных генов присутствуют примерно в 60–70% 

случаев АДБ и являются непосредственной причиной 
нарушения эритропоэза [2]. Наиболее часто, 
примерно в 25% случаев АДБ, встречаются поломки 
гена RPS19, который кодирует малую субъединицу 
рибосомального белка (RP) (рисунок 1) [7, 8]. 

Традиционные методы лечения АДБ включают 
заместительные трансфузии донорских эритроцитов 
или длительное применение глюкокортикостероидов 
[9]. Трансплантация гемопоэтических стволовых 
клеток (ГСК) является единственным куративным 
методом лечения, но в силу различных факторов она 
не всегда бывает осуществима [10]. В целях дости-
жения трансфузионной независимости у пациентов с 
АДБ в мировой литературе есть данные о применении 
трифлуоперазина, сотатерцепта, леналидомида, 
ритуксимаба, однако на данный момент удовлетвори-
тельных результатов получено не было [11–14]. Свою 
эффективность продемонстрировал L-лейцин, тем не 
менее у большей части пациентов данная терапия не 
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позволяет добиться трансфузионной независимости 
[15, 16]. Таким образом, существует значительная 
потребность в альтернативных методах терапии этого 
заболевания.

Патогенез
Белок RPS19 занимает особое место в созре-

вании 18S рибосомальной РНК (рРНК) и синтезе 40S 
в клетках человека. Мутации, ассоциированные с 
RPS19, могут нарушать процессинг пре-рРНК субъ-
единиц 18S р-РНК и пре-40S, что, в свою очередь, и 
вызывает снижение продукции рибосомальных субъ-
единиц 40S [2, 8]. 

Снижение инициации трансляции гена RPS19 
оказывает негативное влияние на нормальную 
дифференцировку и продукцию первичных гемопо-
этических клеток-предшественников из-за усиления 
апоптоза [8]. Предположительно апоптоз в клетках 
вызывает механизм «рибосомального стресса». 
Дефицит одного RP нарушает сборку ядрышковых 
рибосом, что приводит к накоплению других RP, 
которые проникают в нуклеоплазму. Свободные RP, 
такие как RPL5, RPL11, RPL7, RPL23, RPL27, связы-
ваются с MDM2 и препятствуют его взаимодействию 
с p53 (в норме взаимодействие MDM2 с p53 усили-
вает деградацию последнего), что стабилизирует p53 
и приводит к апоптозу, остановке клеточного цикла 
и в итоге – к гипоплазии [8, 17, 18]. Имеются пред-
положения, что дисбаланс между синтезом глобина 
и продукцией гема при АДБ также является резуль-
татом дисфункции рибосом, что косвенно приводит 
к усилению клеточного стресса железом и гибели 
эритроидных предшественников (рисунок 1). В иссле-
довании S. Rio и соавт. продемонстрировано, как 
активация адаптивных внутриклеточных путей помо-
гает избавиться от избытка гема в культуре клеток 
пациентов с АДБ с мутациями генов RPL5 и RPL11, 
тем самым ограничивая токсичность свободного гена. 
Однако повышенная экспрессия гемовых экспортеров 
была недостаточной для предотвращения токсич-
ности у пациентов с гаплонедостаточностью RPL5 или 
RPL11 при АДБ. Напротив, при менее тяжелом фено-
типе (т. е. у пациентов с АДБ, имеющих поломки гена 
RPS19) повышенная экспрессия этих адаптивных 
путей, направленных на устранение избытка гема, 
была достаточной для снижения токсичности 
железа. Авторы пришли к выводу, что мутации генов, 
отличных от RPS19, приводят к значительному дисба-
лансу между синтезом глобина и гема, что ведет к 
избытку последнего и впоследствии – к аплазии 
эритроидного ростка [19].

В патофизиологической парадигме, предло-
женной Z. Yang и соавт. (2016), выдвинут механизм 
развития анемии при АДБ и миелодиспластическом 
синдроме, который обусловлен замедлением синтеза 

глобинов и вторичной гемовой токсичностью. Иссле-
дования продемонстрировали молекулярные маркеры 
замедления трансляции глобинов в эритроидных 
предшественниках, это ведет к вторичному нако-
плению гема и увеличению содержания реактивных 
форм кислорода, что, в свою очередь, приводит к 
гибели проэритробластов [20]. Дефицит фактора 
транскрипции GATA1, возможно, является следствием 
этого процесса и способствует возникновению 
дисбаланса между глобином и гемом [19]. Также 
было показано, что возникающая гаплонедостаточ-
ность рибосом задерживает трансляцию глобиновых 
белков в эритроидных клетках, в то время как синтез 
гема, небелкового железосодержащего компонента 
гемоглобина, протекает нормально. Поскольку гем 
впервые синтезируется на стадии проэритробла-
стов или непосредственно перед ней, в этих клетках 
свободный гем находится в избытке по сравнению с 
глобином. Высокие концентрации свободного гема 
вызывают гибель эритроидных клеток-предшествен-
ников (проэритробластов), что приводит к остановке 
дифференцировки эритроидного ряда [21]. На основе 
изложенных данных можно выдвинуть гипотезу о 
том, что у пациентов с АДБ применение фармако-
логических агентов, направленных на снижение или 
замедление синтеза гема в проэритробластах может 
способствовать восстановлению баланса между 
синтезом гема и глобина. Однако важно отметить, что 
апоптоз эритроидных предшественников, связанный 
с избытком гема, не является единственным и 
ключевым механизмом развития аплазии эритроид-
ного ростка кроветворения у пациентов с АДБ. При 
наиболее часто встречающейся мутации гена RPS19 
избыточное накопление гема компенсировалось 
активацией внутриклеточных путей, ответственных 

Рисунок 1
Графическое распределение наиболее  
распространенных мутаций при АДБ (адаптировано 
из L. Da Costa и соавт. [2])
Figure 1
A graphical representation of the distribution of the most 
common mutations in patients with Diamond–Blackfan ane-
mia (DBA) (adapted from L. Da Costa et al. [2])
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за утилизацию свободного железа [19]. Для более 
точного понимания молекулярных механизмов апоп-
тоза эритроидных предшественников при различных 
генотипах АДБ необходимы дальнейшие исследо-
вания.

Новые опции в терапии анемии Даймонда–Блек-
фена

В недавних исследованиях изучалось использо-
вание элтромбопага, агониста рецептора тромбо-
поэтина (ТПО), в качестве потенциального метода 
лечения АДБ. ТПО представляет собой ключевой 
цитокин, который инициирует пролиферацию и 
дифференцировку предшественников мегакари-
оцитов, взаимодействуя с рецептором ТПО, коди-
руемым геном c-MPL. Это связывание активирует 
различные сигнальные каскады, что в конечном 
итоге приводит к экспрессии генов, способствующих 
увеличению продукции тромбоцитов. Кроме того, 
ТПО играет важную роль в поддержании ГСК, обеспе-
чивая регуляцию клеточного цикла. Альтернативно он 
может стимулировать дифференцировку стволовых 
клеток и усиливать пролиферацию других клеточных 
линий в сочетании с воздействием других гемопоэти-
ческих цитокинов [21–23].

Элтромбопаг – это пероральный синтетический 
молекулярный агонист рецепторов ТПО, одобренный 
для лечения пациентов с апластической анемией, 
иммунной тромбоцитопенией, тромбоцитопенией, 
вызванной вирусом гепатита С [24–26]. 

Рецепторы ТПО экспрессируются и функциони-
руют не только на мегакариоцитах, но и наиболее 
ранних гемопоэтических клетках. Гемопоэтические 
эффекты элтромбопага в первую очередь зависят 
от его взаимодействия с доменом рецептора ТПО 
(ТПО-R/c-mpl) и активации нижележащих сигнальных 
каскадов в клетках-мишенях [24]. Элтромбопаг 
взаимодействует с трансмембранным доменом 
рецептора ТПО и инициирует каскад передачи 
сигнала, напоминающий таковой для эндогенного 
ТПО, что сопровождается индукцией пролиферации 
и дифференцировки мегакариоцитов и клеток-пред-
шественников в костном мозге. В лабораторных усло-
виях было показано, что элтромбопаг эффективно 
снижает свободный пул железа, приводя к умень-
шению продукции индуцированных железом активных 
форм кислорода [20].

Выполнен ряд исследований на клеточных 
моделях АДБ, которые продемонстрировали эффек-
тивность применения агонистов рецепторов ТПО.

Y.R. Kao и соавт. (2018) продемонстрировали, что 
элтромбопаг стимулирует самообновление стволовых 
клеток и их многостадийную дифференцировку на 
мышиных ГСК, а также у пациентов, проходящих 
лечение по поводу иммунной тромбоцитопении. 

Исследования также показали, что на мышиных 
ГСК, лишенных рецепторов TПO, элтромбопаг может 
стимулировать самообновление стволовых клеток, 
предположительно, за счет снижения внутрикле-
точных пулов свободного железа [27]. 

Н. Qanash и соавт. (2021) в условиях in vitro с 
использованием индуцированных плюрипотентных 
стволовых клеток показали, что добавление элтром-
бопага к дефектным плюрипотентным стволовым 
клеткам внутриклеточно связывает свободный пул 
железа, тем самым снижая токсические эффекты 
избыточного свободного гема в эритроидных пред-
шественниках. Данный механизм был доказан на 
моделях плюрипотентных стволовых клеток, где 
элтромбопаг улучшил эритроидную дифференци-
ровку путем хелирования внутриклеточного железа, 
приводя к снижению концентрации реактивных форм 
кислорода и повышению выживаемости и созревания 
проэритробластов. В дополнение к этому исследо-
вания, проведенные на экспериментальных животных, 
имеющих мутацию гена RPS19, продемонстрировали, 
что выраженные железохелатирующие свойства 
элтромбопага способны нейтрализовать токсические 
эффекты, связанные с избытком гема. Это, в свою 
очередь, способствует улучшению процесса эритро-
поэза как в мутантных, так и в нормальных гемопо-
этических клетках. Сравнительные исследования 
продемонстрировали, что элтромбопаг более эффек-
тивно способствует улучшению дифференцировки 
предшественников по сравнению с другими хелато-
рами железа, такими как дефероксамин, который 
менее эффективно связывает свободный пул железа. 
В то же время деферазирокс, другой хелатор железа, 
также показал свою эффективность на клеточных 
моделях индуцированных плюрипотентных стволовых 
клеток [21]. 

В мировой литературе описаны немногочис-
ленные клинические случаи использования элтром-
бопага у пациентов с АДБ. Первое сообщение о 
клинической эффективности элтромбопага при 
АДБ было сделано Т. Winkler и соавт. в 2016 г. 
[28]. Авторы представили случай 28-летнего паци-
ента с установленным диагнозом АДБ с мутацией 
гена RPS19. Данный пациент не ответил на терапию 
глюкокортикостероидами и был трансфузионно-зави-
симым. Он вошел в клиническое исследование, наце-
ленное на оценку эффективности и безопасности 
агониста рецепторов ТПО элтромбопага у больных 
апластической анемией и у пациентов с недостаточ-
ностью костного мозга, сопровождающейся одноли-
нейной цитопенией (ClinicalTrials.gov: NCT01328587). 
Элтромбопаг назначался в начальной дозе 50 мг/день 
с последующей эскалацией на 25 мг каждые 2 нед до 
достижения максимальной дозы 300 мг/день. К 16-й 
неделе терапии отмечался полный ответ, и пациент 
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стал трансфузионно-независимым. Далее элтром-
бопаг продолжали в той же дозе в течение 3 мес, на 
исходе последнего месяца гемоглобин составлял  
119 г/л, препарат был отменен, после чего 
гемоглобин пациента неуклонно снижался в течение  
8 мес, в связи с чем прием препарата был возоб-
новлен в дозировке 300 мг. Через 7 лет динами-
ческого наблюдения у пациента продолжался 
длительный устойчивый ответ на фоне поддержи-
вающей дозы элтромбопага 25 мг/день. Авторы 
предположили, что дополнительно к хелаторным 
способностям элтромбопага одним из потенци-
альных механизмов ответа на терапию данным препа-
ратом является стимуляция MPL-экспрессирующих  
ГСК [29]. 

В. Duncan и соавт. провели одноцентровое 
пилотное исследование по оценке безопасности и 
эффективности применения элтромбопага у паци-
ентов с АДБ [30]. В исследовании приняли участие 
15 трансфузионно-зависимых пациентов. Элтром-
бопаг назначался перорально в фиксированной 
начальной дозе 150 мг/сут для пациентов в возрасте 
12 лет и старше, 75 мг/сут – в возрасте 6–11 лет и  
2,5 мг/кг/сут – в возрасте 2–5 лет.

По результатам исследования ответ получен у 
1 из 15 пациентов, при этом следует отметить, что 
в 41% случаев наблюдался тромбоцитоз, что потре-
бовало снижения дозы или длительного прекра-
щения приема элтромбопага. В остальных аспектах 
препарат проявил хорошую переносимость, что 
полностью согласуется с ранее накопленным опытом 
его применения. Исследователи предположили, что 
более высокая доза элтромбопага оказала бы более 
выраженный эффект на эритропоэз, однако тром-
боцитоз, связанный с препаратом, являлся препят-
ствием для повышения его дозы, учитывая, что даже 
в данном исследовании 9 из 15 пациентов потребо-
валось снижение дозы или полная отмена препа-
рата из-за количества тромбоцитов за пределами 
нормального диапазона. Другой точкой зрения явля-
лось то, что длительная терапия элтромбопагом в 
низких дозировках позволила бы добиться больше 
гематологических ответов, не приводя при этом к 
выраженной активации тромбоцитарного ростка.

В предыдущих клинических и доклинических 
исследованиях были получены убедительные дока-
зательства стимуляции эритропоэза при применении 
элтромбопага. Каков ведущий механизм в реали-
зации данного эффекта, пока неясно. Возможно, это 
связано со способностью элтромбопага к связыванию 
внутриклеточного железа, тем самым восстанавливая 
баланс между синтезом гема и глобина и предот-
вращая апоптоз. Однако в таком случае неясно, 
почему терапия классическими хелаторами (дефе-
разирокс, дефероксамин), которую получают почти 

все больные АДБ, не приводит к гематологическому 
ответу. Связано ли это с особенностями хелатиру-
ющих свойств элтромбопага или с чем-то другим – 
предстоит изучить. С другой стороны, давно известно, 
что элтромбопаг может непосредственно стимули-
ровать ГСК и прогениторные предшественники [24], 
вследствие чего, возможно, происходит заполнение 
эритроидного «отсека» в костном мозге. Данный 
механизм может реализовываться у пациентов с 
мутацией гена RPS19, при которой, как показано, 
наблюдается снижение пролиферации клеток-пред-
шественников, а конечная дифференцировка эритро-
цитов остается ненарушенной [31] (рисунок 2). Либо 
же имеет место сочетание двух вышеупомянутых 
механизмов, что позволяет добиться гематологиче-
ского ответа у пациентов с АДБ. 

На сегодняшний день существуют другие 
перспективные варианты альтернативной терапии, 
направленные на минимизацию негативных послед-
ствий, связанных с дисбалансом между гемом 
и глобином, а также с другими отрицательными 
эффектами, такими как токсичность, вызванная 
избытком активных форм кислорода и нарушением 
регуляции GATA1. Одним из перспективных лекар-
ственных агентов является битопертин. Он пред-
ставляет собой селективный ингибитор основного 
транспортера глицина (GlyT1) в предшественниках 
эритроцитов, так как глицин является ранним и 
важнейшим субстратом в биосинтезе гема, ингиби-
рование его транспорта путем блокирования GlyT1 
снижает его доступность для последующего синтеза 
гема. Это послужило фундаментальной плат-
формой для создания клинического исследования 
(NCT05828108) по применению битопертина у паци-
ентов с АДБ, также он уже проходит этап клиниче-
ских исследований у пациентов с эритропоэтической 
протопорфирией (NCT05308472) [30]. 

Использование генно-инженерных ГСК и чело-
веческих клеток-предшественников является потен-
циальной терапевтической стратегией для лечения 
наследственных заболеваний крови. Использование 
в качестве платформы лентивирусных векторов для 
ex vivo коррекции ГСК было успешно применено для 
терапии первичных иммунодефицитов [32], гемогло-
бинопатий [33] и метаболических нарушений [34]. 
Весьма перспективной мишенью для генной терапии 
АДБ был предложен транскрипционный фактор 
GATA1, в настоящее время обсуждается исполь-
зование вирусных векторов в целях улучшения 
экспрессии GATA1, что также дает преимущество для 
воздействия на большинство генотипов при АДБ [35]. 
Успешная разработка генной терапии для RPS19-де-
фицитного варианта АДБ открывает возможности для 
коррекции других генетических нарушений при АДБ, в 
частности таких как RPL5 и RPL11. 
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Еще одной возможной терапевтической опцией 
при трансфузионно-зависимой форме АДБ является 
сиролимус. Препарат сиролимус (рапамицин) – инги-
битор мишени рапамицина млекопитающих (mTOR-I), 
являясь пролекарством, он связывается с цитозо-
лольным белком FKBP12, образуя комплекс FKBP12/
рапамицин, и ингибирует активацию mTOR [36].

Было продемонстрировано, что на животных 
моделях человеческих рибосомопатий сиролимус 
стимулирует аутофагию (защитный механизм, 
который поддерживает гомеостаз путем удаления 
лишних и дисфункциональных клеточных компо-
нентов), тем самым снижая протеотоксический 
стресс, вызванный рибосомопатией, и скорость 
апоптоза [37]. Кроме того, показано, что сиролимус 
усиливает пролиферацию незрелых эритробластов 
на мышиных моделях при других формах неэффек-
тивного эритропоэза, действуя посредством мета-
болического перепрограммирования, снижения 
окислительного стресса и индукции аутофагии [38, 
39]. 

Кроме того, перспективным направлением 
лечения АДБ является генная терапия с исполь-
зованием инструментов редактирования генома 

CRISPR-Cas9. Он уже показал свой терапевтический 
эффект при коррекции таких генетических детерми-
нированных заболеваний крови, как серповидно-кле-
точная анемия и b-талассемия [40, 41]. Инструменты 
редактирования генома позволяют напрямую редак-
тировать гены с помощью редакторов оснований 
или специфическую область энхансера BCL11A с 
помощью CRISPR-Cas9, или доставлять в полном 
размере терапевтический участок гена с помощью 
Cas9 и вирусных векторов через гомологичную 
рекомбинацию в ГСК [42, 43]. Вышеперечисленные 
стратегии также могут быть рассмотрены для разра-
ботки генной терапии АДБ в будущем. Однако обра-
щает на себя внимание тот факт, что поскольку у 
пациентов с АДБ наблюдается активация р53, при 
использовании геномного редактирования необхо-
димо учитывать генотоксические риски. 

 ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Традиционные методы терапии АДБ, такие как 
кортикостероиды, трансфузии эритроцитарной 
массы, хотя и остаются основой лечения, сопряжены 
с серьезными побочными эффектами, что обусловли-

Рисунок 2
Гипотетические механизмы воздействия агонистов рецепторов ТПО на гемопоэтические клетки-предшествен-
ники (адаптировано из B. Duncan и соавт. [31])
Figure 2
Hypothetical mechanisms underlying the effect of thrombopoietin receptor agonists on hematopoietic progenitor cells (adapt-
ed from B. Duncan et al. [31])
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вает необходимость поиска альтернативных методов 
терапии. В перспективе интеграция новых подходов в 
лечении может значительно минимизировать зависи-
мость от гемотрансфузий, что заметно улучшит каче-
ство и продолжительность жизни пациентов. 
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источники пронумерованы, их нумерация должна 
строго соответствовать нумерации в тексте статьи;

 для каждого источника необходимо указать: 
фамилии и инициалы авторов (если авторов более 
6, указывают первые 6, далее «и др.» в русском или  
«et al.» – в английском тексте);

 при ссылке на статьи из журналов указывают 
название статьи; журнала, год, том, номер выпуска, 
страницы;

 при ссылке на монографии указывают полное 
название книги, место издания, название издатель-
ства, год издания;

 при ссылке на авторефераты диссертаций - 
полное название работы, докторская или кандидат-
ская, год и место издания;

 при ссылке на данные, полученные из Интер-
нета, указывают электронный адрес цитируемого 
источника;

 все ссылки на литературные источники печа-
тают арабскими цифрами в квадратных скобках: 
например [5];

 количество цитируемых работ: в оригинальных 
статьях желательно не более 20-25 источников, в 
обзорах литературы - не более 60.

7. Представление в редакцию ранее опублико-
ванных статей не допускается.

8. Все статьи, в том числе подготовленные 
аспирантами и соискателями ученой степени канди-
дата наук по результатам собственных исследо-
ваний, принимаются к печати бесплатно, в порядке 
общей очереди.

Статьи, не соответствующие данным 
требованиям, к рассмотрению не принимаются.

Все поступающие статьи рецензируются.
Присланные материалы обратно не возвра-

щаются.
Редакция оставляет за собой право на 

редактирование статей, представленных к 
публикации.

Электронная почта: journal@fnkc.ru




