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Аннотация. Проведено HLA-типирование 1087 потенциальных доноров гемопоэтических 
стволовых клеток, проживающих в Кировской области, методом NGS в высоком разрешении 
(2-fields) по локусам HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DRB1, HLA-DQB1. В результате исследо-
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вания определено 34 аллеля по локусу HLA-A, 58 – по локусу HLA-B, 30 – по локусу HLA-C, 
17 – по локусу HLA-DQB1, 33 – по локусу HLA-DRB1. Выявлен наиболее встречающийся 
гаплотип – A*03:01-B*35:01-C*04:01-DRB1*01:01-DQB1*05:01 (4,1%).

Abstract. HLA-typing of 1087 potential donors of hematopoietic stem cells living in the Kirov region 
by NGS method in high resolution (2-fields) for HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DRB1 and HLA-
DQB1 loci. As a result of the HLA-typing identified 34 alleles at the HLA-A locus, 58 at the HLA-B 
locus, 30 at the HLA-C locus, 17 at the HLA-DQB1 locus, and 33 at the HLA-DRB1 locus. The most 
common haplotype was identified – A*03:01-B*35:01-C*04:01-DRB1*01:01-DQB1*05:01 (4,1 %).

Ключевые слова: HLA-типирование; HLA-аллели; гаплотипы; NGS.

Index terms: HLA-typing; HLA- alleles; haplotypes; NGS.

Введение. Аллогенная трансплантация гемопоэтических стволовых клеток 
(ТГСК) – один из самых эффективных методов терапии пациентов с заболевани-
ями кроветворной системы, в том числе со злокачественными [18].

ТГСК впервые успешно проведена в 1950-х годах в экспериментах на мы-
шах, которые показали, что инфузия здоровых гемопоэтических стволовых кле-
ток (ГСК) в миелосупрессированный костный мозг может индуцировать восста-
новление его функции у реципиента. В 1957 году данный метод доказал свою 
эффективность в лечении острого лейкоза у человека. С тех пор количество как 
аллогенных ТГСК, так и аутологичных ТГСК возросло во всём мире [14]. Так, в 
последние 10 лет число аллогенных ТГСК в России увеличилось приблизитель-
но в 5 раз, что связано с усовершенствованием технологии трансплантации от 
гаплоидентичных и неродственных доноров [3]. 

Главным условием для аллогенной ТГСК является совместимость по HLA-
системе (HLA-Human Leukocyte Antigens). Гены данного комплекса располага-
ются на коротком плече 6 хромосомы и кодируют человеческие лейкоцитарные 
антигены. Гены HLA обладают высоким полиморфизмом и делятся на два класса. 
К I классу генов HLA относятся: HLA-A; HLA-B; HLA-C. Продукты генов HLA I 
класса экспрессируются на всех типах клеток и распознаются СD8+ T-клетками. 
Комплекс HLA II класса включает в себя гены и экспрессируемые ими белки, 
такие как HLA-DPB, HLA-DQB и HLA-DRB. Антигены II класса представлены 
на поверхности антигенпрезентующих клеток и распознаются CD4+ Т-клетками 
[14].

Совокупность HLA-генов, расположенных на одной хромосоме – HLA-
гаплотип, который наследуется как менделевский признак. У потомков одних и 
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тех же родителей возможны четыре варианта наследования гаплотипов, по этой 
причине вероятность совпадения HLA-генотипов у сиблингов составляет 25% 
[13]. По статистике, только для 10-20% российских пациентов находится полно-
стью совместимый сиблинг [2]. Для остальных пациентов необходим поиск не-
родственного донора или, в случае его отсутствия, осуществляется транспланта-
ция от гаплоидентичного родственного донора [9, 16, 17]. Таким образом, одной 
из стратегий, способствующей увеличению вероятности нахождения полностью 
совместимого неродственного донора, является расширение Федерального реги-
стра доноров и изучение особенностей распределения HLA-аллелей, а также га-
плотипов в различных регионах РФ.

Цель работы – изучить иммуногенетические особенности потенциальных 
доноров ГСК, проживающих на территории Кировской области.

Материалы и методы. Исследовано 1087 образцов цельной крови, полу-
ченных от доноров, проживающих на территории Кировской области. Препараты 
геномной ДНК выделены из замороженных образцов цельной крови (антикоа-
гулянт - K3EDTA) с помощью наборов реагентов QIAamp DNA Blood Mini Kit 
(QIAGEN, Германия) и автоматической станции выделения нуклеиновых кислот 
и белков QIAcube (QIAGEN, Германия). Концентрацию препаратов ДНК опреде-
ляли на спектрофотометре TECAN Infinite 200 (TECAN, Швейцария).

 HLA-типирование по локусам HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DRB1, HLA-
DQB1 в высоком разрешении (2-fields) проводили методом NGS (Next-generation 
sequencing) с использованием наборов реагентов VariFind™ HLA Solution (ООО 
«ПАРСЕК ЛАБ», Россия). Секвенирование осуществляли на приборе MiSeq™ 
System (Illumina Inc., США). Полученные данные проанализировали в програм-
ме VariFind™ HLA Software (ООО «ПАРСЕК ЛАБ»).

Частоты встречаемости HLA-аллелей и гаплотипов с использованием ме-
тода максимального правдоподобия (ЕМ-алгоритм) для полилокусных данных 
рассчитывали в программе Arlequin v.3.5 [12]. Распределение генов по закону 
Харди-Вайнберга с количеством шагов в цепи Маркова, равным 100 000, также 
вычисляли с помощью программного обеспечения Arlequin v.3.5.

Результаты. Частоты встречаемости аллелей локусов HLA-A, HLA-B, 
HLA-C, HLA-DRB1, HLA-DQB1 с соответствующими стандартными отклонени-
ями представлены в таблицах 1 и 2.
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Выявлено следующее количество аллелей по каждому из пяти локусов: 34 
аллеля по локусу HLA-A; 58 – по HLA-B; 30 – по HLA-C; 33 – по локусу HLA-
DRB1; 17 – по локусу HLA-DQB1.

Из представленных аллелей по локусу HLA-A самыми распространенными 
являются (более 10% встречаемости): A*02:01 (27,0%); A*03:01 (17,5%); A*24:02 
(12,3%), A*01:01 (10,3%). Аллели A*02:07, A*02:09, A*74:01 выявлены каждый 
в одном случае. 

Аллель HLA-B*07:02 характеризуется максимальной частотой встречаемо-
сти – 15,6%. Остальные аллели по данному локусу встречаются с частотой ме-
нее 10%. Аллели B*15:10, B*15:10, B*15:15, B*40:06, B*46:01, B*50:02, B*51:05, 
B*51:07, B*51:08, B*57:03 определены каждый в одном случае.

Наиболее распространенными по локусу HLA-C являются следующие алле-
ли: C*07:02 (17,9%); C*04:01 (13,1%); C*06:02 (12,0%). По одному разу выявле-
ны аллели C*07:06, C*07:18, C*15:06.

По локусам II класса чаще всего встречаются аллели DQB1*03:01 (17,1%), 
DQB1*05:01 (14,8%), DQB1*06:02 (14,6%), DQB1*02:02 (10,9%), DRB1*15:01 
(15,5%), DRB1*07:01 (14,4%), DRB1*01:01 (12,9%). Наименьшую частоту встре-
чаемости имеют аллели DQB1*06:09 (0,6%), DQB1*03:04 (0,5%), DQB1*03:05 
(0,2%), DQB1*05:04 (0,1%). Аллели DRB1*08:04, DRB1*11:16, DRB1*16:02 вы-
явлены каждый в одном случае.

Гаплотипы HLA-A-B-C-DRB1-DQB1 с частотой встречаемости более 1% 
представлены в таблице 3. Исследование показало, что самым распространенным 
на территории Кировской области является гаплотип A*03:01-B*35:01-C*04:01-
DRB1*01:01-DQB1*05:01 (4,1%).

Результаты анализа на соответствие равновесного распределения закону 
Харди-Вайнберга представлены в таблице 4. Для всех локусов значение p>0,05, 
что свидетельствует о соответствии распределения генотипов закону Харди-
Вайнберга.

Выявлены два новых аллеля, характеристика которых представлена в табли-
це 5. Новые последовательности нуклеотидов, подтвержденные методом SBT 
(Sequence Based Typing) с использованием наборов реагентов HLAssure SE SBT 
Kit (TBG Diagnostics Limited, Тайвань), зарегистрированы в Международном ко-
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митете по номенклатуре факторов HLA-системы Всемирной организации здра-
воохранения (WHO Nomenclature Committee for Factors of the HLA System), где 
получили номера B*58:01:42 и B*35:603 [15, 11]. Данные аллели выявлены по 
одному разу. 

 

Таблица 1 – Частоты встречаемости HLA-аллелей локусов I класса

HLA-A HLA-B HLA-C

Аллель
Частота 

встречаемо-
сти

Стандарт-
ное откло-

нение
Аллель

Частота 
встречаемо-

сти

Стандарт-
ное откло-

нение
Аллель

Частота 
встречаемо-

сти

Стандарт-
ное откло-

нение

A*02:01
A*03:01
A*24:02
A*01:01
A*11:01
A*25:01
A*26:01
A*32:01
A*68:01
A*31:01
A*30:01
A*23:01
A*33:01
A*33:03
A*29:02
A*68:24
A*02:06
A*02:05
A*66:01
A*29:01
A*02:35
A*30:02
A*68:02
A*01:02
A*03:02
A*24:03
A*26:08
A*02:02
A*02:17
A*30:04
A*69:01
A*02:07
A*02:09
A*74:01

0.270009
0.174793
0.123275
0.103496
0.061638
0.043238
0.039558
0.026219
0.026219
0.022079
0.021159
0.017019
0.015639
0.009660
0.007820
0.006440
0.005520
0.005060
0.002760
0.002300
0.001840
0.001840
0.001840
0.001380
0.001380
0.001380
0.001380
0.000920
0.000920
0.000920
0.000920
0.000460
0.000460
0.000460

0.009652
0.008133
0.006674
0.006197
0.004522
0.004967
0.003859
0.003072
0.003288
0.003433
0.002846
0.002818
0.002832
0.002084
0.001895
0.001613
0.001501
0.001474
0.001103
0.001029
0.000830
0.000956
0.000822
0.000719
0.000679
0.000741
0.000944
0.000642
0.000564
0.000580
0.000668
0.000473
0.000488
0.000503

B*07:02
B*35:01
B*18:01
B*13:02
B*15:01
B*08:01
B*44:02
B*27:05
B*51:01
B*40:01
B*57:01
B*44:03
B*39:01
B*38:01
B*35:03
B*14:02
B*52:01
B*40:02
B*56:01
B*41:02
B*48:01
B*44:27
B*49:01
B*58:01
B*37:01
B*35:02
B*50:01
B*44:05
B*55:01
B*41:01
B*07:04
B*27:02
B*39:06
B*14:01

0.156854
0.086477
0.068077
0.065317
0.048298
0.047838
0.044158
0.040018
0.037259
0.035879
0.030359
0.026679
0.026219
0.024839
0.021159
0.020239
0.020239
0.019319
0.019319
0.015639
0.015179
0.012420
0.011960
0.011040
0.010120
0.009200
0.009200
0.007820
0.006440
0.005980
0.005520
0.005060
0.004600
0.003220

0.006498
0.005198
0.005118
0.005369
0.004240
0.004146
0.004433
0.004445
0.004039
0.003941
0.003934
0.003759
0.003448
0.002805
0.003109
0.002716
0.003022
0.002984
0.003219
0.002619
0.002794
0.002288
0.002345
0.002224
0.002153
0.002197
0.002018
0.001892
0.001495
0.001422
0.001762
0.001597
0.001637
0.001186

C*07:02
C*04:01
C*06:02
C*12:03
C*07:01
C*03:04
C*02:02
C*01:02
C*03:03
C*05:01
C*08:02
C*07:04
C*12:02
C*17:03
C*15:02
C*03:02
C*08:01
C*16:01
C*14:02
C*08:03
C*16:02
C*17:01
C*15:13
C*15:05
C*16:04
C*15:04
C*17:38
C*07:06
C*07:18
C*15:06

0.179853
0.131555
0.120515
0.089696
0.087856
0.061638
0.048298
0.042778
0.041858
0.040938
0.022539
0.020699
0.020239
0.015639
0.012420
0.011040
0.010120
0.009660
0.008740
0.006900
0.005520
0.002760
0.002300
0.001840
0.001380
0.000920
0.000920
0.000460
0.000460
0.000460

0.008058
0.006619
0.006918
0.006451
0.006466
0.005243
0.005201
0.004486
0.004232
0.004618
0.003148
0.002735
0.003284
0.002388
0.002163
0.002144
0.002317
0.001933
0.002176
0.001528
0.001678
0.001189
0.000998
0.000912
0.000831
0.000649
0.000644
0.000428
0.000473
0.000400
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HLA-A HLA-B HLA-C

Аллель
Частота 

встречаемо-
сти

Стандарт-
ное откло-

нение
Аллель

Частота 
встречаемо-

сти

Стандарт-
ное откло-

нение
Аллель

Частота 
встречаемо-

сти

Стандарт-
ное откло-

нение

B*35:08
B*15:17
B*18:03
B*47:01
B*27:14
B*07:05
B*15:16
B*15:24
B*39:24
B*07:10
B*13:01
B*15:07
B*45:01
B*53:01
B*57:02
B*15:08
B*15:10
B*15:15
B*40:06
B*46:01
B*50:02
B*51:05
B*51:07
B*51:08
B*57:03

B*35*603

0.003220
0.002300
0.002300
0.002300
0.001840
0.001380
0.001380
0.001380
0.001380
0.000920
0.000920
0.000920
0.000920
0.000920
0.000920
0.000460
0.000460
0.000460
0.000460
0.000460
0.000460
0.000460
0.000460
0.000460
0.000460
0.000460

0.001081
0.000987
0.001047
0.001151
0.000865
0.000789
0.000780
0.000697
0.000724
0.000616
0.000684
0.000627
0.000620
0.000649
0.000663
0.000482
0.000397
0.000462
0.000436
0.000428
0.000368
0.000444
0.000423
0.000490
0.000445
0.000443

Таблица 2 – Частоты встречаемости HLA-аллелей локусов II класса

HLA-DQB1 HLA-DRB1
Аллель

Частота 
 встречаемости

Стандартное 
 отклонение

Аллель
Частота 

 встречаемости
Стандартное 
 отклонение

DQB1*03:01
DQB1*05:01
DQB1*06:02
DQB1*02:02
DQB1*03:02
DQB1*02:01
DQB1*06:03
DQB1*03:03
DQB1*04:02
DQB1*05:02
DQB1*06:04

0.170653
0.148574
0.146274
0.109476
0.085557
0.080497
0.074977
0.063017
0.033579
0.028059
0.016559

0.007532
0.007210
0.008699
0.006876
0.005462
0.006503
0.005602
0.005445
0.003692
0.003688
0.002806

DRB1*15:01
DRB1*07:01
DRB1*01:01
DRB1*03:01
DRB1*13:01
DRB1*11:01
DRB1*04:01
DRB1*08:01
DRB1*04:04
DRB1*11:04
DRB1*09:01

0.155014
0.144434
0.128795
0.080957
0.071757
0.057498
0.057038
0.031279
0.030819
0.029899
0.027599

0.007909
0.007761
0.007113
0.006332
0.006409
0.004400
0.004658
0.003472
0.003762
0.004059
0.003399
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HLA-DQB1 HLA-DRB1
Аллель

Частота 
 встречаемости

Стандартное 
 отклонение

Аллель
Частота 

 встречаемости
Стандартное 
 отклонение

DQB1*05:03
DQB1*06:01
DQB1*06:09
DQB1*03:04
DQB1*03:05
DQB1*05:04

0.015179
0.012879
0.006440
0.004600
0.002300
0.001380

0.002682
0.002528
0.001774
0.001302
0.000922
0.000722

DRB1*13:02
DRB1*16:01
DRB1*13:03
DRB1*12:01
DRB1*14:01
DRB1*15:02
DRB1*10:01
DRB1*01:02
DRB1*11:03
DRB1*04:02
DRB1*04:03
DRB1*04:07
DRB1*04:08
DRB1*08:03
DRB1*04:05
DRB1*01:03
DRB1*08:02
DRB1*14:03
DRB1*14:04
DRB1*08:04
DRB1*11:16
DRB1*16:02

0.024379
0.024379
0.022539
0.020239
0.013799
0.011960
0.010580
0.009660
0.008280
0.007360
0.007360
0.005980
0.005980
0.003220
0.002760
0.001840
0.001380
0.000920
0.000920
0.000460
0.000460
0.000460

0.003431
0.003289
0.003033
0.003194
0.002615
0.002313
0.002128
0.002009
0.001717
0.001953
0.001737
0.001599
0.001986
0.001227
0.001064
0.000878
0.000832
0.000655
0.000769
0.000408
0.000504
0.000422

Таблица 3 – Частоты встречаемости гаплотипов HLA-A-B-C-DRB1-DQB1 
Гаплотипы HLA-A-B-C-DQB1-DRB1 Частота  встречаемости Стандартное  отклонение

A*03:01-B*35:01-C*04:01-DRB1*01:01-DQB1*05:01
A*03:01-B*07:02-C*07:02-DRB1*15:01-DQB1*06:02
A*01:01-B*08:01-C*07:01-DRB1*03:01-DQB1*02:01
A*02:01-B*07:02-C*07:02-DRB1*15:01-DQB1*06:02
A*02:01-B*13:02-C*06:02-DRB1*07:01-DQB1*02:02
A*25:01-B*18:01-C*12:03-DRB1*15:01-DQB1*06:02
A*30:01-B*13:02-C*06:02-DRB1*07:01-DQB1*02:02
A*24:02-B*39:01-C*07:02-DRB1*04:04-DQB1*03:02

0.040939
0.035319
0.031612
0.028420
0.025648
0.015966
0.011429
0.010969

0.004017
0.004559
0.003424
0.003950
0.003877
0.002828
0.002164
0.002131

Примечание: определено 909 гаплотипов из 20181 потенциально возможных.
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Таблица 4 – Уровни соответствия закону Харди-Вайнберга и ожидаемая 
гетерозиготность изученных локусов

Локус
Количество 

 образцов
Ожидаемая 

 гетерозиготность

 Гетерозиготность, 
полученная 

 экспериментально

Доверительный 
уровень значимо-

сти (P-value)

Стандартное 
 отклонение

HLA-A
HLA-B
HLA-C

HLA-DQB1
HLA-DQB1

1087
1087
1087
1087
1087

0.85925
0.94940
0.90892
0.87305
0.91168

0.86132
0.94222
0.90689
0.89012
0.91418

0.97447
0.81877
0.44848
0.11501
0.10268

0.00011
0.00019
0.00019
0.00017
0.00018

Таблица 5 – Характеристика новых аллелей
№ об-
разца

HLA-
локус

Новый аллель Референсный аллель Описание  замены
Тип 

 замены
Дата 

 регистрации

71250 HLA-B HLA-B*58:01:42 HLA-B*58:01:01:01 Нуклеотидная замена в 
позиции 981 пятого экзона, 
где вместо C стоит T, кодон 
303 изменен с GTC на GTT

Синони-
мичная

30.11.2021

150534 HLA-B HLA-B*35:603 HLA-B*35:01:01:01 Нуклеотидная замена в 
позиции 970 пятого экзона, 
где вместо G стоит A, кодон 
300 изменен с GGA на AGA

Кодиру-
ющая

29.02.2024

 Обсуждение. По официальным данным в состав популяции Кировской 
области, которая располагается на востоке Восточно-Европейской равнины, вхо-
дят представители более 110 национальностей. Большую часть населения со-
ставляют русские – 89,4%. Незначительная часть представлена татарами – 2,7%, 
марийцами – 2,2%, удмуртами – 1,0%, а также украинцами, азербайджанцами, 
белорусами, армянами и другими национальностями [1].

Впервые получены данные по частотам встречаемости HLA-аллелей и га-
плотипов у потенциальных доноров ГСК, проживающих на территории Киров-
ской области, в высоком разрешении (2-fields). В исследуемой в группе (n=1087) 
выявлено следующее количество аллелей по каждому из пяти локусов: 34 аллеля 
по локусу HLA-A; 58 – по HLA-B; 30 – HLA-C; 33 – по локусу HLA-DRB1; 17 – 
по локусу HLA-DQB1. 

По локусу HLA-A получено распределение частот аллелей: A*02:01 (27,0%); 
A*03:01 (17,5%); A*24:02 (12,3%); A*01:01 (10,3%). Аллели A*02:01 (27,1%), 
A*03:01 (13,0%), A*01:01 (11,6%) с высокой частотой встречаются на территории 
России [6]. Проведенные ранее исследования выявили, что аллель HLA-A*24:02 
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с наибольшей частотой определяется среди бурят Иркутской области (22,1%), у 
которых HLA-профиль распределения частот встречаемости аллелей имеет сход-
ство с некоторыми популяциями монгольских народов [4, 5]. С частотой 12,9%, 
которая практически соответствует частоте встречаемости у исследуемой попу-
ляции, выявлена у башкир, проживающих на территории Республики Башкорто-
стан [7]. По данным Allele Frequency Net Database [10], профиль распределения 
частот по локусу HLA-A популяции Кировской области схож с профилем попу-
ляции доноров Карелии, где распределение частот аллелей выглядит следующим 
образом: A*02:01 (29,6%); A*03:01 (16,4%); A*24:02 (11,91%); A*01:01 (10,1%). 

Для локуса HLA-B наиболее широко встречаемым в Кировской области яв-
ляется аллель B*07:02 (15,6%). Остальные аллели встречаются реже (частота 
встречаемости менее 10%), и распределение по частотам встречаемости для этих 
аллелей выглядит следующим образом: B*35:01 (8,7%); B*18:01 (6,8%); B*13:02 
(6,5%). По данным Allele Frequency Net Database [10], аллель B*07:02 наиболее 
часто встречается у ненцев, проживающих на территории Северо-Восточной 
Азии (18,75%), у доноров, проживающих на территории Вологодской области 
(18,1%), Карелии (12,9%), Белгорода (10,5%). Аллель B*35:01 с такой же часто-
той распространен в популяции доноров Карелии (8,5%) и Вологодской области 
(8,8%). Аллель B*13:02 преобладает у доноров ГСК Северного Кавказа (12,1%) 
[8] и выявлен с наименьшими частотами в популяциях алеутов острова Беринга 
(3,8%), Карелии (4,9%), Тувы (3,3%). 

По локусу HLA-C в Кировской области наиболее часто встречаются алле-
ли C*07:02 (17,9%), C*04:01 (13,1%), C*06:02 (12,0%). Аллель C*07:02 широко 
распространен на территории РФ [6] и имеет похожую частоту встречаемости 
у жителей Северной Осетии (16,9%), C*04:01 встречается с частотой 13,4% в 
Белгородской области [10]. Аллель C*06:02 обнаружен с частотой более 10% на 
территории Северной Осетии (15,3%), Архангельска (13,0%), у популяции бурят 
(11,7%) и жителей Тувы (11,5%). Таким образом, профили распределения частот 
по локусам HLA-B и HLA-C популяции, проживающей на территории Кировской 
области, не имеют схожести ни с одним известным профилем распределения ча-
стот среди популяций, населяющих другие регионы России. 

Получен следующий профиль распределения частот аллелей по локусу 
HLA-DQB1: DQB1*03:01 (17,1%); DQB1*05:01 (14,8%); DQB1*06:02 (14,6%). 
Аллель DQB1*03:01 имеет высокую частоту встречаемости во многих регионах 
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РФ. С частотой около 17% обнаружен у жителей Карелии (17,0%) и Белгородской 
области (16,6%). Аллель DQB1*05:01 встречается с частотой примерно 14% в 
популяциях, проживающих на территории Северо-Западного федерального окру-
га, с частотой 15,3% – на территории Белгородской области. Аллель DQB1*06:02 
обнаружен с частотой около 14% в следующих регионах России: в Мурманской 
области (13,6%); ХМАО (13,6%); в Иркутской области (13,9%). С частотой 12,9% 
встречается на территории Карелии. Таким образом, профиль распределения ча-
стот аллелей локуса HLA-DQB1 в Кировской области имеет сходство с профилем 
распределения частот аллелей на территории Карелии. 

В Кировской области наиболее распространены аллели локуса HLA-
DRB1: DRB1*15:01 (15,5%); DRB1*07:01 (14,4%); DRB1*01:01 (12,9%). Ал-
лель DRB1*15:01 встречается с частотой 15,1% у жителей Иркутской области. 
HLA-DRB1*07:01 имеет частоту встречаемости 14-16% на территориях Бурятии 
(14,7%) и Чувашии (14,6%), а также в популяции алеутов острова Беринга (15,3%). 
Аллель DRB1*01:01 является самым распространенным у русских (11,6%). По 
имеющейся информации, DRB1*01:01 чаще всего встречается у жителей Каре-
лии (12,7%) и Чувашии (18,3%). Показано, что профиль распределения частот в 
Кировской области по локусу DRB1 не нашел похожего профиля среди жителей 
других регионов России. 

Выявлены следующие наиболее часто встречающиеся гаплотипы. Первое 
место по частоте встречаемости занимает гаплотип A*03:01-B*35:01-C*04:01-
DRB1*01:01-DQB1*05:01 (4,1%), который с такой же частотой встречается у та-
тар, проживающих на территории Республики Башкортостан. Вторым по встре-
чаемости оказался гаплотип A*03:01-B*07:02-C*07:02-DRB1*15:01-DQB1*06:02 
(3,5%), который встречается у русских, проживающих на территории Нижнего 
Новгорода (2,6 %), у татар Республики Башкортостан (1,1%). Гаплотип A*01:01-
B*08:01-C*07:01-DRB1*03:01-DQB1*02:01 также входит в тройку самых рас-
пространенных на территории Кировской области (3,2%). На территории России 
практически с такой же частотой он встречается у татар Республики Башкорто-
стан (3,4%) [10].

Заключение. Получена иммуногенетическая характеристика потенциальных 
доноров, проживающих на территории Кировской области. Определены часто-
ты встречаемости аллелей локусов HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DRB1 и HLA-
DQB1 в высоком разрешении (2-fields) и пятилокусных гаплотипов.
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Сравнительный анализ данных с другими российскими популяциями по-
казал, что аллели, выявленные с высокой частотой встречаемости у жителей 
Кировской области, распространены также у доноров других регионов РФ [10]. 
Гаплотипы, встречающиеся на территории Кировской области, также представ-
лены с различными частотами среди исследованных популяций России. Таким 
образом, для увеличения иммуногенетического разнообразия регистра доноров 
необходимо проводить интенсивную рекрутинговую активность в других регио-
нах страны, а в Кировской области в стандартном режиме.
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Взаимосвязь CD4+ и CD8+ Т-лимфоцитов микроокружения опухоли с 
 прогнозом течения диффузной В-крупноклеточной лимфомы

Relationship of CD4+ and CD8+ T-lymphocytes in the tumour microenvironment 
with prognosis of diffuse large B-cell lymphoma

Аннотация. Диффузная В-крупноклеточная лимфома (ДВКЛ) представляет собой агрессив-
ную опухоль со множеством подтипов. В последнее время большое внимание уделяется ис-
следованию различных компонентов реактивного клеточного окружения, участвующего в ре-
гуляции иммунного надзора над опухолью. Прежде всего это относится к субпопуляциям CD4+ 
и CD8+ Т-лимфоцитов. Результаты исследований их прогностического значения при ДВКЛ 
противоречивы. 

Abstract. Diffuse Large B-cell lymphoma (DLBCL) is an aggressive tumor with many subtypes. 
Recently, much attention has been paid to the study of various components of the reactive cellular 
environment involved in the regulation of immune surveillance of tumors. First of all, this applies to 
subpopulations of CD4+ and CD8+ T-lymphocytes. The results of studies of their prognostic value in 
DVCL are contradictory.

Ключевые слова: диффузная В-крупноклеточная лимфома; CD4; CD8; выживаемость.

Index terms: diffuse large B-cell lymphoma; CD4; CD8; survival.

Введение. ДВКЛ представляет собой агрессивную опухоль со множеством 
подтипов, имеющих различные клинические, морфологические и молекулярно-
генетические характеристики. При использовании стандартной иммунохимиоте-
рапии по схеме R-CНОР в 30-40% случаев отмечаются резистентность к лечению 
и/или развитие рецидивов заболевания [16; 4; 5]. 

Известно, что в процессе развития и прогрессии опухоли неопластические 
клетки могут приобретать новые свойства, способствующие их неограниченной 
пролиферации и позволяющие им уходить от иммунологического надзора, в том 
числе, посредством изменения взаимодействия с реактивным клеточным микро-
окружением [7; 17]. 

Микроокружение ДВКЛ представлено Т-лимфоцитами, макрофагально-
гистиоцитарными элементами, плазмоцитами, гранулоцитами, стромальными 
клетками, кровеносными сосудами и внеклеточным матриксом [2]. Среди им-
мунных клеток Т-лимфоциты занимают особое место и имеют решающее зна-
чение в развитии клеточного иммунитета. Они принимают непосредственное 
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участие в распознавании неопластических клеток, препятствуют росту и способ-
ствуют регрессии опухоли. Основные морфологически и функционально различ-
ные подтипы Т-клеток представлены: CD4+ хелперами, CD8+ цитотоксически-
ми лимфоцитами, CD56+/CD16+ NK-клетками и CD25+/FoxP3+ регуляторными 
Т-лимфоцитами [3; 18]. 

Т-хелперы играют важную роль в адаптивной иммунной системе, являясь 
«вспомогательными» клетками, запускающими реакцию организма на чужерод-
ные антигены. Они секретируют интерферон-γ, фактор некроза опухоли-α и ро-
стовой цитокин IL2, которые стимулируют активацию CD8+ Т-клеток [1; 7]. 

Цитотоксические CD8+ лимфоциты являются основными эффекторными 
Т-клетками, участвуют в регуляции апоптоза злокачественных клеток с помо-
щью гранзим-перфоринового механизма или за счет взаимодействия с мембран-
ным рецептором клетки-мишени CD95. Дефицит CD8+ лимфоцитов ослабляет 
противоопухолевый иммунитет, а их избыток может провоцировать аутоагрес-
сию [15; 20]. 

Некоторыми авторами показано благоприятное влияние на течение ДВКЛ 
как общей Т-клеточной популяции, входящей в состав микроокружения опу-
холи, так и отдельных субпопуляций Т-лимфоцитов. В работах Rajnai H. at al. 
(2018), Liu B. at al. (2022) установлено, что увеличение количества цитотокси-
ческих CD8+ клеток в биопсийном материале более 5% связано с лучшей общей 
выживаемостью пациентов [15; 13]. Данные расходятся с исследованием Muris 
J.J.F. at al., где повышение числа CD8+ Т-лимфоцитов более 15% ассоциировано 
с недостижением полной ремиссии у больных [14]. Galand C. at al. на основании 
анализа нескольких работ показали связь высокого количества цитотоксических 
клеток с неблагоприятным исходом у пациентов ДВКЛ [9]. Keane C. at al. уста-
новили, что содержание CD8+ клеток выше порогового значения (порог 15%) не 
влияло на течение заболевания, а увеличение доли CD4+ Т-лимфоцитов более 
23% ассоциировано с благоприятным исходом заболевания и является независи-
мым фактором прогноза [12]. 

Таким образом, результаты исследований неоднозначны и противоречивы. 
Связь Т-лимфоцитов микроокружения с течением заболевания изучена недоста-
точно.

Цель. Оценить взаимосвязь CD8+ и CD4+ Т-лимфоцитов микроокружения 
опухоли в биопсийном материале с прогнозом течения ДВКЛ.
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Материалы и методы. В ретроспективное исследование включены 124 пер-
вичных пациента с морфологически и иммуногистохимически подтвержденным 
диагнозом ДВКЛ, установленным в соответствии с классификацией опухолей 
кроветворной и лимфоидной тканей ВОЗ 2008-2017 гг. Медиана возраста боль-
ных – 59 лет (от 23 до 80 лет), из них 62 – мужчины, 62 – женщины. Все пациенты 
наблюдались в ФГБУН КНИИГиПК ФМБА России с 2014 по 2020 гг. и получали 
химиотерапию 1 линии по схеме R-CHOP. Характеристика обследованных пред-
ставлена в таблице 1. 

Таблица 1 - Характеристика больных диффузной В-крупноклеточной 
 лимфомой 

Показатели Количество пациентов, %
В-симптомы: нет / есть 40 / 60
Стадия (по Ann Arbor): I-II / III-IV 40 / 60
Наличие экстранодального поражения: нет / есть 49 / 51
Концентрация ЛДГ: норма / выше нормы 31 / 69
Ответ на терапию: ПО / отсутствие ПО 56 / 44
МПИ, группы риска: МПИ ≥2 / МПИ <2 50 / 50
ИГХ подтип ДВККЛ: GCB / non-GCB 36 / 64
Статус пациента на момент исследования:
продолжают наблюдение / летальный исход

61 / 39

Примечание: ЛДГ – лактатдегидрогеназа, ПО – полный ответ, ИГХ – 

 иммуногистохимический подтип ДВКЛ 

Для исследования использованы архивные образцы (парафиновые блоки) 
лимфатических узлов или других, вовлеченных в патологический процесс орга-
нов и тканей (послеоперационные биопсии). Постановку иммуногистохимиче-
ских реакций осуществляли непрямым пероксидазным методом в соответствии с 
протоколом системы визуализации EnVISION (DAB+, «Dako») с использованием 
широкой диагностической панели антител. Для детекции Т-лимфоцитов микро-
окружения гистологические срезы инкубировали с моноклональными антитела-
ми к CD4 (клон 4В12) и СD8 (клон С8/144В). 

 Морфометрический подсчет относительного количества Т-клеток опухоле-
вого микроокружения выполняли с помощью светового микроскопа «AxioScope.
A1» со встроенной фото/видеокамерой, программным обеспечением анализа 
изображений (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Германия). Оценивали 10 полей зре-
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ния в каждом образце с применением окуляров х10 и объектива х100. Исходя 
из полученных результатов вычисляли среднее содержание антиген-позитивных 
клеток в биопсийном материале. 

Статистическую обработку данных проводили с использованием программ-
ного обеспечения STADIA. В качестве прогностически значимого порога отно-
сительного количества Т-лимфоцитов в биоптатах использовали значение медиа-
ны. Оценку наличия/отсутствия ассоциации CD4+, CD8+ клеток микроокружения 
опухоли с клинико-лабораторными характеристиками больных осуществляли 
методом хи-квадрат Пирсона (χ2) с расчетом значений отношения шансов (ОШ) 
и 95% доверительного интервала (ДИ). В случае числа ожидаемых частот менее 
5 применяли точный двусторонний критерий Фишера (F). Пятилетнюю общую 
(ОВ) и беспрогрессивную (БПВ) выживаемость рассчитывали по методу Капла-
на-Мейера с графическим построением соответствующих кривых, межгруппо-
вые различия оценивали с помощью log-rank test. Влияние факторов на выжива-
емость пациентов анализировали методом регрессии Кокса. Показатели считали 
статистически значимыми при р<0,05.

Результаты. CD4+ Т-лимфоциты выявлены в биоптатах 70 (56,5%) из 124 
больных. Цитотоксические CD8+ Т-клетки определены в биопсийном материале 
у 118 (95,2%) из 124 пациентов. Относительное число CD4+ лимфоцитов у раз-
ных обследованных варьировало в пределах от 0% до 44% (рисунок 1а). Количе-
ство CD8+ клеток в биопсийном материале также было неодинаковым. Разброс 
составил от 0% до 57% (рисунок 1б). 

Рисунок 1 – Процентное содержание CD4+ (а) и CD8+ (б) Т-клеток в  биоптатах 

а) б)



27

Медиана относительного содержания CD4+ хелперов соответствовала 2%, 
для CD8+ лимфоцитов она составила 13% (рисунок 2). На основании данных зна-
чений всех пациентов разделили на группы: с низким/подпороговым (CD4+<2%; 
n=59 и CD8+≤13%; n=64) и высоким/надпороговым (CD4+≥2%; n=65 и CD8+>13%; 
n=60) содержанием Т-клеток микроокружения. 

 Рисунок 2 - Медианы относительного содержания CD4+ и CD8+ Т- 
 лимфоцитов в биоптатах 

 

Проанализированы особенности распределения CD4+ и CD8+ клеток у паци-
ентов с разными клинико-лабораторными характеристиками ДВКЛ (таблица 2). 
Согласно полученным данным, установлено статистически значимое повышение 
частоты встречаемости В-симптомов у больных с высоким содержанием CD4+ 
Т-клеток в биоптатах (р=0,004). Пациенты с наличием экстранодального пора-
жения чаще регистрировались в группе с низким уровнем CD8+ Т-лимфоцитов 
в отличие от обследованных с высоким их содержанием: 61% против 39% соот-
ветственно (р=0,049). 
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Таблица 2 – Взаимосвязь количества CD4+ и CD8+ Т-лимфоцитов с 
 клинико-лабораторными параметрами больных диффузной В-крупноклеточной 
лимфомой

Параметры

Количество CD4+

р,

ОШ (95% 
ДИ)

Количество CD8+

р,

ОШ (95% 
ДИ)

≥2%,

абс. (%) 

<2%, 

абс. (%)
>13%,

абс. (%) 

≤13%, 

абс. (%) 

Стадия (по Ann 
Arbor):

I-II

III-IV

30 (60,0)

35 (47,3)

20 (40,0)

39 (52,7)

0,16

0,6 (0,3-1,2)

29(58,0)

31 (41,9)

21 (42,0)

43 (58,1)

0,078

1,9 (0,9-3,9)
В-симптомы:

нет

есть

31 (41,9)

34 (68,0)

43 (58,1)

16 (32,0)

0,004*

0,3 (0,2-0,7)

26 (52,0)

31 (45,9)

24 (48,0)

40 (54,1)

0,51

1,3 (0,6-2,6)
Экстранодальное 
поражения: 

нет

есть

32 (52,5)

33 (52,4)

29 (47,5)

30 (47,6)

0,99

0,8 (0,4-2,0)

35 (57,4)

25 (39,0)

26 (42,6)

38 (61,0)

0,049*

2,0 (0,4-1,8)
Концентрация 
ЛДГ: 

норма

выше нормы

23 (59,0)

42 (49,4)

16 (41,0) 

43(50,6)

0,32

0,6 (0,4-1,5)

18 (46,2)

42 (49,4)

21 (53,8)

43 (50,6)

0,73

0,8 (0,4-1,8)
МПИ, группы 
риска:

МПИ≤2

МПИ>2

34 (54,8)

31 (50,0)

28 (45,2)

31 (50,0)

0,59

0,8 (0,4-1,7)

34 (54,8)

26 (41,9)

28 (45,2)

36 (58,1)

0,15

1,6 (0,8-3,4)
Ответ на терапию: 
ПО

Отсутвие ПО

33 (47,1)

32 (59,3)

37 (53,9)

22(40,7)

0,18

1,6 (1,0-4,3)

40 (57,1)

20 (37,0)

30 (42,9)

34 (63,0)

0,026*

2,2 (1,0-5,0)
Подтип ИГХ:

GCB

non-GCB

28 (62,2)

37 (46,8)

17 (37,8)

42 (53,2)

0,099

0,5 (0,3-1,1)

21 (46,7)

39 (49,4)

24 (53,3)

40 (50,6)

0,77

0,9 (0,4-1,8)

Примечание: * - статистически значимые различия между группами; ПО – полный ответ.

У больных с подпороговым уровнем CD8+ клеток вероятность недостижения 
полной ремиссии увеличивалась в 2,2 раза по сравнению с пациентами, имевши-
ми надпороговое количество цитотоксических лимфоцитов (ОШ=2,2; 95% ДИ 
1,1-4,7; р=0,026). Значимых ассоциаций количества Т-лимфоцитов микроокру-
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жения с другими клинико-лабораторными показателями не выявлено. Отмечена 
тенденция к преобладанию распространенных стадий заболевания у лиц с содер-
жанием CD8+ клеток в биоптатах ниже порогового значения, чем у обследуемых 
с количеством цитотоксических Т-клеток >13% (р=0,078). 

С помощью однофакторного анализа Кокса исследована зависимость риска 
развития неблагоприятных событий в отношении ОВ и БПВ от доли опухоль- 
ассоциированных Т-лимфоцитов в биоптатах больных ДВКЛ (таблица 3). В 
результате отмечено статистически значимое увеличение вероятности возник-
новения летального исхода и прогрессии заболевания у пациентов с низким со-
держанием CD8+ лимфоцитов (р=0,001 и 0,039 соответственно). 

Таблица 3 – Однофакторный анализ предикторов течения диффузной 
В-крупноклеточной лимфомы 

Параметр
ОВ БПВ

ОР 95% ДИ р ОР 95% ДИ p
 CD4+ ≥2% 0,89 0,95-1,02 0,342 1,0 0,97-1,02 0,995
 CD8+ ≤13% 3,2 1,69-6,07 0,001* 1,7 1,25-2,91 0,039*

Графически данная зависимость представлена на рисунке 3. Установлено, 
что 5-летняя ОВ в группе больных с высоким уровнем CD8+ лимфоцитов соот-
ветствовала 78,3% (медиана не достигнута) против 45,2% (Ме - 40 мес.) у паци-
ентов с низким их количеством (p=0,001). 

Рисунок 3 – ОВ (а) и БПВ (б) больных диффузной В-крупноклеточной 
 лимфомой в зависимости от количества CD8+ лимфоцитов в биоптатах
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Значение 5-летней БПВ в случаях с подпороговым содержанием CD8+ 
Т-клеток соответствовало 45,3% (Ме - 23 мес.), с надпороговым – 60% (медиана 
не достигнута, р=0,036). Взаимосвязи между количеством CD4+ хелперов и вы-
живаемостью пациентов с ДВКЛ не найдено (рисунок 4). 

Рисунок 4 – ОВ (а) и БПВ (б) больных диффузной В-крупноклеточной 
 лимфомой в зависимости от количества CD4+ Т-лимфоцитов в биоптатах

Заключение. Важное значение в развитии опухолевого процесса имеет 
окружающая микросреда, которая формируется в результате образования пере-
крестных связей между опухолевыми клетками и разными типами окружающих 
их клеток реактивного фона. Среди последних ключевое значение имеют эф-
фекторные Т-лимфоциты. Под влиянием опухоли Т-клетки могут проявлять как 
противоопухолевую, так и проопухолевую активность [19]. Поэтому процессы, 
влияющие на иммунный профиль опухолевого микроокружения, вызывают по-
вышенное внимание исследователей. 

Нами проведена количественная оценка содержания CD4+ и CD8+ 

Т-лимфоцитов в биопсийном материале пациентов с ДВКЛ при помощи имму-
ногистохимического и морфометрического методов. При подпороговом уровне 
CD8+ Т-клеток (≤13%) значительно чаще встречались очаги экстранодального 
поражения и отсутствие полной ремиссии заболевания. Выявлена тенденция к 
преобладанию низкого числа CD8+ клеток у больных с III-IV стадиями болезни. 

На основании данных однофакторного регрессионного анализа установлена 
статистически значимая связь риска наступления летального исхода и прогрес-
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сии заболевания с уменьшением относительного количества CD8+ лимфоцитов в 
биопсийном материале. 

Показатели 5-летней ОВ у больных ДВКЛ с подпороговым количеством 
цитотоксических лимфоцитов оказались значительно ниже (45,3%; медиана 40 
мес.), чем у обследованных с надпороговым их уровнем (78,3%; р=0,001). Схо-
жая закономерность выявлена при оценке БПВ: 45,3% в случаях с низким со-
держанием CD8+ (медиана 23 мес.) и 60% – с высоким (медиана не достигнута), 
р=0,036. Взаимосвязи между содержанием CD4+ лимфоцитов в гистологических 
срезах биоптатов и течением/прогнозом заболевания не установлено. 

Полученные данные согласуются с результатами ряда исследований [13; 15]. 
Однако встречаются работы, в которых высокое число CD8+ лимфоцитов в био-
птатах ассоциируется с низкой выживаемостью пациентов с ДВКЛ или вовсе не 
имеет прогностического значения [9; 12; 14]. Возможно, это объясняется тем, что 
инактивация Т-клеток возникает под влиянием сложного иммуносупрессивного 
воздействия самой опухоли на клетки воспаления и цитокиновый профиль. При 
этом Т-лимфоциты находятся в состоянии неполной активации или истощения, с 
потерей своих функций, высокой экспрессией ингибиторных антигенов, низкой 
продукцией эффекторных цитокинов [10; 11]. Другой распространенной причи-
ной, связанной с уклонением опухоли от иммунного надзора, является отсутствие 
экспрессии на поверхности опухолевых клеток белков гистосовместимости клас-
са 1 вследствие мутаций генов B2M и HLA-1. Данное явление наблюдается при-
мерно в 50% случаев ДВКЛ и коррелирует с плохим прогнозом заболевания [6; 
8; 19].

Вывод. Относительное количество CD8+ лимфоцитов в биопсийном мате-
риале ≤13% ассоциировано с низкой ОВ и БПВ пациентов ДВКЛ, получавших 
стандартную химиотерапию 1 линии по протоколу R-CHOP. 
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Прогнозирование побочных эффектов циклоспорина у больных 
приобретенной апластической анемией при проведении 

иммуносупрессивной терапии

Prediction of cyclosporin side effects in patients with acquired aplastic anemia 
during immunosuppressive therapy

Аннотация. Цель исследования – выявить критерии прогнозирования побочных эффектов 
циклоспорина у больных приобретённой апластической анемией при проведении комбиниро-
ванной иммуносупрессивной терапии. Авторы считают жизнеугрожающим превышение со-
держания циклоспорина в цельной крови более 260-300 нг/мл при его применении в лечении 
больных апластической анемией. В случае достижения указанной концентрации необходим 
более тщательный лабораторный мониторинг и коррекция суточной дозы препарата.

Abstract. The aim of the study was to identify predictors of cyclosporine-induced side effects in 
patients with acquired aplastic anemia undergoing combined immunosuppressive therapy. The 
authors consider life-threatening to exceed whole blood cyclosporine concentrations of 260-300 ng/
ml in the management of aplastic anemia patients. In such instances where these concentrations are 
attained, more rigorous laboratory monitoring and dosing adjustments are warranted.

Ключевые слова: циклоспорин; апластическая анемия; лечение; побочные эффекты.

Index terms: cyclosporine; aplastic anemia; treatment; adverse events.

Введение. Современная комбинированная иммуносупрессивная терапия 
(ИСТ) больных приобретённой апластической анемией (ПАА) предполагает обя-
зательное применение циклоспорина (ЦС) [1, 2]. ЦС блокирует лимфоциты в со-
стоянии покоя в фазе G0 или G1 клеточного цикла и подавляет антигензависимое 
высвобождение лимфокинов активированными Т-лимфоцитами [3, 4]. Препарат 
выводится преимущественно с желчью и только 6% принятой внутрь дозы вы-
деляется с мочой. 
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К частым побочным эффектам применения ЦС относятся нарушения функ-
ции печени и почек, которые выражаются в повышении таких лабораторных па-
раметров, как содержание общего билирубина, мочевины и креатинина в сыво-
ротке крови [1, 5, 6]. Эти функциональные изменения обратимы и дозозависимы, 
нормализуются после отмены или снижения дозы препарата. При длительном 
лечении у некоторых больных возможно развитие в почках структурных измене-
ний, например, интерстициального фиброза, циклоспориновой зависимости и/
или рефрактерности к препарату [7, 8]. Существующие рекомендации по коррек-
тировке дозы ЦС при развитии побочных эффектов носят противоречивый ха-
рактер. Кроме того, рекомендуемый уровень препарата при проведении комбини-
рованной ИСТ ПАА, по данным литературы, значительно варьирует и составляет 
от 75 до 800 нг/мл [1, 5, 8, 9].

Определение уровня ЦС цельной крови в процессе лечения является необхо-
димым условием коррекции дозы препарата и профилактики нежелательных яв-
лений, связанных с его использованием. Для мониторирования содержания ЦС в 
крови предпочтительно использовать специфические моноклональные антитела, 
которые позволяют измерять количество неизмененного препарата. 

Цель исследования: определить критерии прогнозирования побочных эф-
фектов ЦС в зависимости от его уровня в крови у больных ПАА при проведении 
комбинированной ИСТ.

Материалы и методы. В исследование вошли 23 пациента ПАА (8 мужчин 
и 15 женщин) в возрасте от 12 до 59 лет (медиана 21 год). Диагноз ПАА уста-
навливали на основании общепринятых международных критериев. Все боль-
ные получали комбинированную ИСТ с включением ЦС. Препарат назначали 
перорально в дозе 2,5 – 10 мг/кг/сутки. В процессе лечения проводили контроль 
уровня ЦС в цельной крови прямым радиоиммуным методом с использованием 
тест-систем фирмы «Immunotech». Одновременно осуществляли динамический 
контроль стандартных биохимических параметров сыворотки крови: уровень 
общего билирубина сыворотки (ОБС), аспартатаминотрансферазы (АСТ), ала-
нинаминотрансферазы (АЛТ), креатинина сыворотки (КС) и мочевины сыворот-
ки (МС). По содержанию ОБС и аминотрансфераз оценивали функциональное 
состояние печени, а на основании концентрации КС и МС – функциональное 
состояние почек. В связи с тем, что одной из причин синдрома цитолиза у паци-
ентов ПАА является вирусный гепатит, больных с положительными анализами 
на маркеры вирусных гепатитов B и C в исследование не включали. Также в ис-
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следование не вошли пациенты, у которых биохимические показатели не соот-
ветствовали норме до начала терапии ЦС.

Результаты исследования. Провели оценку 227 исследований уровня ЦС 
цельной крови и такого же количества стандартных биохимических анализов сы-
воротки крови, выполненных в тот же, в предыдущий или на следующий день 
(таблица 1). Взятие проб осуществляли до приема очередной дозы препарата. 
Статистическую обработку результатов проводили с использованием методов 
ROC анализа, расчета относительного риска (ОР), критерия Стьюдента, непа-
раметрического критерия χ2 и корреляционного анализа в программе MedCalc 
v9.4.1.0.

Таблица 1 - Средние величины исследуемых лабораторных показателей

Параметр Минимум (Min) Максимум (Max) Медиана (Med) Среднее (M±m)

ЦС (нг/мл) 42 1457 255 294,0±14,4

АСТ (ЕД/л) 6 458 25 44,9±3,9
АЛТ (ЕД/л) 5 1161 24 97,7±13

ОБС (мкмоль/л) 4,1 172,6 16,4 20,8±1,3
КС (мкмоль/л) 24 220 70,5 82,5±2,7
МС (ммоль/л) 2,5 36,2 6,7 7,3±0,25

С целью поиска корреляции между значениями концентрации ЦС и его по-
бочными эффектами всех пациентов распределили на 4 квартиля. Квартиль 1 
(Q1) – 25% больных с наименьшими значениями концентрации препарата. Квар-
тили 2 и 3 (Q2 и Q3) – по 25% пациентов со значениями концентрации меньше 
или больше среднего значения. Квартиль 4 (Q4) – 25% больных с наибольши-
ми значениями концентрации ЦС. Согласно полученным квартилям определили 
группы пациентов, внутри которых рассчитали частоту повышения уровня КС, 
МС, ОБС, АСТ и АЛТ выше верхней границы нормы (таблица 2). 

Таблица 2 - Частота повышения уровня биохимических параметров 
 сыворотки крови (%)

Нежелательное
явление

Q1
<134,3 нг/мл

Q2-3
134,3-395,5 нг/мл

Q4
>395,5 нг/мл

КС >110 мкмоль/л 3,6 19,8 37,7
МС >8 ммоль/л 16,4 24,3 47,2

ОБС >20 мкмоль/л 7 36,3 56,1
АЛТ >40 ЕД/л 28,1 38,1 40,3
АСТ >40 ЕД/л 12,3 25,7 33,3
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Частота выявления биохимических маркеров почечной и печеночной дис-
функции являлась максимальной в группе Q4 по сравнению с группой Q2-3 и, 
особенно, с группой Q1, что соответствовало более высокой концентрации ЦС. 
Для уровня печеночных аминотрансфераз различия внутри расчетных групп 
были менее выражены.

Содержание ЦС достоверно коррелировало с уровнем КС, МС и ОБС, одна-
ко степень корреляции была слабой. Для КС коэффициент корреляции Rxy рав-
нялся 0,28 (p<0,0001), для МС – Rxy=0,14 (p=0,03), для ОБС – Rxy=0,28 (p<0,0001).

С целью получения порогового значения уровня ЦС использовали предска-
зательную модель, основанную на построении ROC-кривых, где в качестве клас-
сифицирующей варианты применили значение биохимических параметров выше 
верхней границы допустимой нормы. Необходимый уровень препарата опреде-
ляли по графику в точке, где доля истинно положительных случаев (чувствитель-
ность) стремится к 100%, а доля ложно положительных (100%-специфичность) 
стремится к 0%. Нарушение функции печени диагностировали при уровне ОБС 
выше 20 мкмоль/л, а АСТ и/или АЛТ – выше 40 ЕД/л. Пороговое значение кон-
центрации ЦС, позволяющее выделять пациентов ПАА с повышенным уровнем 
ОБС, при котором прогностическая способность построенной модели макси-
мальна, составило 257 нг/мл (p=0,0001) (рисунок 1). 

По оси абсцисс – 100% - Специфичность; по оси ординат – Чувствительность.

Рисунок 1 – ROC-кривая для определения порогового значения уровня ЦС, 
позволяющего выделять пациентов с повышенным уровнем ОБС
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Аналогичный показатель, при котором в качестве классификаторов исполь-
зовали уровни АСТ и АЛТ, равнялся 181 нг/мл (p=0,0009) и 217 нг/мл (p=0,0328) 
соответственно (рисунок 2, 3).

По оси абсцисс – 100% - Специфичность; по оси ординат – Чувствительность

Рисунок 2 – ROC-кривая для определения порогового значения уровня ЦС, 
позволяющего выделять пациентов с повышенным уровнем АСТ

По оси абсцисс – 100% - Специфичность; по оси ординат – Чувствительность

Рисунок 3 – ROC-кривая для определения порогового значения уровня ЦС, 
позволяющего выделять пациентов с повышенным уровнем АЛТ
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Нарушение функции почек устанавливали при уровне КС выше 110 мкмоль/л, 
уровне МС – выше 8 ммоль/л. Пороговое значение содержания ЦС, позволяв-
шее выделить пациентов ПАА с повышенным уровнем КС, составило 293 нг/мл 
(p=0,0001) (рисунок 4). 

По оси абсцисс – 100% - Специфичность; по оси ординат – Чувствительность

Рисунок 4 – ROC-кривая для определения порогового значения уровня ЦС, 
позволяющего выделять пациентов с повышенным уровнем КС

При использовании в качестве классифицирующей варианты концентрации 
МС выше нормы пороговое значение препарата составило 298 нг/мл (p=0,002) 
(рисунок 5). 

По оси абсцисс – 100% - Специфичность; по оси ординат – Чувствительность

Рисунок 5 – ROC-кривая для определения порогового значения уровня ЦС, 
позволяющего выделять пациентов с повышенным уровнем МС
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С целью прогнозирования отклонений различных биохимических параме-
тров, в зависимости от пороговых значений уровня ЦС, рассчитали показатели 
ОР. Для удобства практического использования, полученные пороговые значения 
содержания ЦС округлили (таблица 3).

Таблица 3 – Относительный риск нарушения функции печени и почек в за-
висимости от уровня ЦС

Биохимический параметр
Округленный 

 пороговый уровень ЦС
ОР p

ОБС >20 мкмоль/л ≥260 нг/мл 5,66 <0,0001
АСТ >40 ЕД/л ≥200 нг/мл 2,76 0,0058
АЛТ >40 ЕД/л ≥200 нг/мл 1,86 0,06
КС >110 мкмоль/л ≥300 нг/мл 3,77 0,0002
МС >8 ммоль/л ≥300 нг/мл 3,3 0,0009

Наименее достоверные результаты расчета ОР получили при оценке измене-
ния таких биохимических параметров, как АСТ и АЛТ. Вероятно, это связано с 
тем, что повышение уровня аминотрансфераз часто обусловлено другими причи-
нами, в том числе побочными эффектами сопроводительной антибактериальной 
и противогрибковой терапии. Поэтому для определения критериев прогнозиро-
вания синдрома цитолиза в зависимости от концентрации ЦС в крови необходи-
мы дальнейшие исследования.

В заключение рассчитали частоту повышения уровня ОБС, КС и МС выше 
верхней границы допустимой нормы в группах пациентов с уровнем ЦС больше 
или меньше полученного порогового значения. Для ОБС данный параметр со-
ставил 260 нг/мл, для КС и МС – 300 нг/мл (рисунок 6).
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Рисунок 6 – Частота нарушений функций печени и почек в зависимости от 
порогового уровня ЦС

Полученные результаты оказались статистически значимыми. Частота по-
вышения ОБС в группе пациентов с уровнем ЦС более 260 нг/мл была в 4 раза 
выше, чем среди больных ПАА с уровнем препарата менее 260 нг/мл (χ2=47,4, 
p<0,0001). Частота увеличения КС и МС у пациентов с уровнем ЦС более 300 нг/
мл была в 3 раза (χ2= 17,4, p<0,0001) и в 2 раза (χ2= 10, p=0,002) соответственно 
больше, чем среди больных ПАА с уровнем ЦС менее 300 нг/мл.

Заключение. Таким образом, определение концентрации ЦС в крови у 
больных ПАА необходимо при проведении комбинированной ИСТ с целью про-
гнозирования побочных эффектов препарата. Повышение содержания ЦС более 
260 нг/мл повышает риск гипербилирубинемии в 5,7 раза, а при содержании ЦС 
в крови более 300 нг/мл увеличивается риск повышения КС выше нормы в 3,7, а 
МС в 3,3 раза. Соответственно достоверно возрастает частота диагностики пече-
ночной и почечной дисфункции согласно названным биохимическим маркерам. 
В связи с тем, что уровень ЦС прямо коррелирует с перечисленными биохимиче-
скими показателями, увеличение его концентрации в крови будет сопровождать-
ся прогрессированием ухудшения функции печени и почек.



42

Считаем жизнеугрожающим состоянием превышение содержания ЦС в 
цельной крови более 260-300 нг/мл в ходе проведения комбинированной ИСТ 
у больных ПАА. При достижении указанной концентрации необходимы более 
частный мониторинг биохимических показателей крови и возможно коррекция 
суточной дозы препарата.
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Получение кандидатов в стандартный образец иммуноглобулина человека 
против гепатита В

Obtaining candidates reference standard of human immunoglobulin against 
hepatitis B 

Аннотация. Согласно Государственной фармакопее Российской Федерации, при проведении 
контроля качества лекарственных средств, в том числе иммуноглобулина человека против ге-
патита В, необходимо применять фармакопейные стандартные образцы. Это обеспечивает точ-
ность тестирования. В рамках настоящего исследования получены кандидаты в стандартный 
образец иммуноглобулина человека против гепатита В разного компонентного состава.

Annotation. According to the State Pharmacopoeia of the Russian Federation, when carrying out 
quality control of medicines, including human immunoglobulin against hepatitis B, it is necessary to 
use pharmacopoeial reference standards. This ensures the accuracy of the test. Within the framework 
of this study, candidates for a standard sample of human immunoglobulin against hepatitis B of 
different component compositions were obtained.

Ключевые слова: иммуноглобулин человека против гепатита В; кандидат в стандартный об-
разец; глицин; l-пролин; трегалоза.

Index terms: human immunoglobulin against hepatitis B; candidate reference standard; glycine; 
l-proline; trehalose.

Введение. Препараты иммуноглобулина (ИГ) человека против гепатита В 
для внутривенного и внутримышечного введения, получаемые из иммуноспеци-
фической донорской плазмы, широко используются для лечения и профилакти-
ки осложнений заболевания. Эффективность терапии зависит от концентрации 
антител в дозе вводимого лекарственного средства. Для повышения точности ко-
личественного определения специфических антител в препаратах ИГ рекомендо-
вано использовать стандартные образцы (СО), аттестованные в международных 
единицах (МЕ) – фармакопейные СО [20].
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До 2011 года на российском рынке был представлен отраслевой стандарт-
ный образец ОСО-42-2815488, аттестованный по содержанию антител к поверх-
ностному антигену вируса гепатита В, который производился в ФГБУ «ГИСК 
им. Л.А. Тарасевича» Минздравсоцразвития России. В настоящее время его вы-
пуск прекращен, и он недоступен. Всемирной Организацией Здравоохранения 
в 2008 году одобрен международный стандарт ИГ человека против гепатита В 
(The 2nd International Standard for Anti-HBs Immunoglobulin Human, NIBSC code: 
07/164), который представляет собой лиофилизированный концентрат антител к 
поверхностному антигену вируса гепатита В с активностью 100 МЕ/ампула. Рос-
сийские фармпроизводители зачастую не имеют возможности его приобретения 
из-за трудностей логистики. В связи с этим актуальна разработка национального 
СО ИГ человека против гепатита В, соответствующего современным требовани-
ям к биологическим эталонам лекарственных средств. 

Основным требованием, предъявляемым к СО, является стабильность заяв-
ленной специфической активности в течение всего срока хранения [1, 7]. Извест-
но, что для обеспечения постоянства свойств биопрепаратов широко используется 
метод лиофилизации. Внесение в состав стабилизирующих добавок, обладаю-
щих свойствами лиопротекторов, позволяет полноценно сохранить структуру 
белковых молекул и их функциональную активность в процессе лиофилизации. 
Для этого применяют соединения углеводной и белковой природы. Считается, 
что окружение молекул ИГ низкомолекулярными веществами препятствует меж-
белковым контактам и возникновению нежелательных химических реакций [5, 
21, 25]. Помимо низкомолекулярных соединений такие свойства присущи белку 
плазмы крови – альбумину [24].

Среди стабилизаторов углеводной природы выраженной протективной ак-
тивностью обладает трегалоза, которая экранирует биомолекулы посредством 
образования водородных связей с функциональными группами ИГ [22]. В отли-
чие от редуцирующих сахаров, трегалоза не вступает во взаимодействие с белка-
ми и не вызывает окрашивания препаратов в процессе хранения [6, 26, 27].

Опубликованы результаты, в которых установлен наилучший протективный 
эффект глицина в количестве 22,5 г/л при сравнении с другими наполнителями 
[19]. Такой состав защитной среды широко применяется для стабилизации имму-
ноглобулиновых препаратов, нормальных и специфических [16, 17]. Кроме того, 
глициновый буфер (глицин – 22,5 г/л) входит в состав международного СО ИГ 
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человека против гепатита В, применяемого за рубежом [4]. Указанный напол-
нитель использовался для стабилизации СО содержания ИГ человека к вирусу 
клещевого энцефалита. Кроме данной аминокислоты он содержал L-пролин (со-
став: глицин – 12,5 г/л, L-пролин – 12,5 г/л, рН 5,0). Это амфифильное соедине-
ние способно образовывать связи как с гидрофобными, так и с гидрофильны-
ми участками Fab-фрагментов молекулы IgG, способствуя лучшей сохранности 
специфической активности [18, 23].

Бычий сывороточный альбумин (БСА) также нашел широкое применение 
в качестве стабилизатора буферных систем и реагентов. БСА, являясь мишенью 
протеаз, эффективно защищает целевые белки от протеолиза [19]. 

На стабильность антител может влиять рН среды [18]. Для растворов ИГ 
человека против гепатита В показано, что образование агрегатов, появление жел-
товатого цвета и потеря специфической активности минимальны в нейтральных 
и слабокислых условиях [23]. 

Цель исследования – получить кандидаты в СО ИГ человека против гепати-
та В с использованием стабилизаторов разного компонентного состава и оценить 
их основные свойства.

Материалы и методы. Сырьем для получения кандидатов в СО являлась 
иммуноспецифическая плазма крови от 3 доноров. Концентраты противогепа-
титых антител получали методом этанольного фракционирования, взяв за ос-
нову Промышленный регламент на производство ИГ человека [5]. Разделение 
фракций осуществляли с использованием центрифуги RC3BP SORVALL (Thermo 
Scientific, США). Концентрировали противогепатитные антитела с помощью кас-
сетного модуля для ультрафильтрации «Vivaflow 200» (Sartorius, Германия). Сте-
рилизующую фильтрацию проводили в асептических условиях на стандартном 
оборудовании фирмы «Millipore» (США) с использованием фильтр-капсул с раз-
мером пор 0,22 мкм (Sartopore® 2 Gamma MidiCaps, Германия). 

Использовали 5 вариантов защитной среды следующего компонентного со-
става с соответствующими значениями показателя рН:

• Глицин 22,5 г/л, рН 6,8;

• Глицин 22,5 г/л, рН 4,8-5,3;

• L-пролин 28,78 г/л, рН 4,8-5,3;
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• Трегалоза 40 г/л, БСА 2 г/л, рН 4,8-5,3;

• Трегалоза 40 г/л, рН 4,8-5,3. 

Растворы концентратов противогепатитных антител разливали во флаконы 
для упаковки лекарственных средств (Shandong Pharmaceutical Glass Co., ltd, Ки-
тай) по 0,7 мл, замораживали в низкотемпературном морозильнике MDF-U53V 
(Panasonic Healthcare, Япония) при температуре минус (80 ± 2) °С, размещали на 
полках камеры установки сублимационной сушки BT-SI-825-SS-Y3 (ООО «Бид-
жет», Россия). По окончании процесса лиофилизации флаконы плотно укупори-
вали стерильными резиновыми пробками (Dätwyler Schweiz AG, Швейцария) и 
завальцовывали алюминиево-пластиковыми колпачками (Dätwyler Schweiz AG, 
Швейцария). 

Свойства кандидатов в СО изучали в соответствии с положениями отчета 
Всемирной организации здравоохранении № 932 [28], ОФС.1.1.0007.18 «Стан-
дартные образцы» [7], ОФС.1.8.1.0003.15 «Иммуноглобулины человека» [11], 
ФС.3.3.2.0007.15 «Иммуноглобулин человека нормальный» [13], ГОСТ 8.315–
2019 «Стандартные образцы состава и свойств веществ и материалов. Основные 
положения» [2].

Внешний вид оценивали визуально. Остаточную влажность определяли ме-
тодом высушивания под вакуумом точной навески испытуемого образца до по-
стоянной массы с использованием вакуумного сушильного шкафа Binder VDL 53 
(Binder, Германия) [10]. Время растворения фиксировали секундомером СОПпр-
2а-3-000 (ПАО «Златоустовский часовой завод», Россия) при растворении лио-
филизата очищенной водой. Показатели прозрачности и цветности измеряли 
спектрофотометрически на колориметре фотоэлектрическом КФК-2УХЛ4.2 (АО 
«Загорский оптико-механический завод», Россия) в кюветах с толщиной опти-
ческого слоя 3 мм при длине волны 540 нм и 400 нм соответственно, концентра-
цию водородных ионов (рН) – потенциометрически с применением анализатора 
жидкости Эксперт-001-3 (НПП «Эконикс-Эксперт», Россия) [8, 9, 11]. Содержа-
ние белка оценивали колориметрическим методом с биуретовым реактивом [15]. 
Электрофоретическую однородность исследовали на мембранах из ацетатцел-
люлозы на устройстве УЭФ-01-«АСТРА» (ООО «НПЦ «Астра», Россия), уком-
плектованного программой «Анализ фракций сыворотки крови» (ООО «НПЦ 
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«Астра», Россия), и набора реагентов «КлиниТест-ЭФ» (НПЦ «Эко-Сервис», 
Россия) [14]. Молекулярные параметры анализировали методом высокоэффек-
тивной жидкостной хроматографии с помощью системы Agilent 1200 (Agilent 
Tecnologies Inc., США) и колонки BioSep-SEC-s4000 (Phenomenex, США) при 
следующих условиях: элюент – 0,02М фосфатный буферный раствор (рН 7,0), 
скорость элюции – 0,5 мл/мин, длина волны – 280 нм [12]. Хроматограммы об-
рабатывали в программе ChemStation (Agilent Tecnologies Inc., США). Специфи-
ческую активность определяли методом иммуноферментного анализа с исполь-
зованием набора реагентов ВектоHBsAg-антитела (АО «Вектор-Бест», Россия) и 
комплекта оборудования фирмы BioRad Laboratories (Швейцария) в соответствии 
с инструкцией по применению тест-системы. Статистическую обработку прово-
дили с помощью программы Microsoft Office Exсel (Microsoft Corporation, США).

Результаты и обсуждение. Проведено 2 цикла фракционирования проти-
вогепатитной плазмы, заготовленной методом автоматического плазмафереза. 
Средний объем пула плазмы был равен (0,9 ± 0,2) л. Специфическая активность 
составила (1,4 ± 0,1) МЕ/мл, значение рН – 7,7 ± 0,4, содержание белка ‒ (64 ± 
0,2) г/л. Выход основных производственных фракций – осадок II+III, концентрат 
противогепатитных антител ‒ представлены в таблице 1. 

Таблица 1 – Выход основных производственных фракций при получении 
кандидатов в стандартный образец иммуноглобулина человека против гепатита В

Наименование фракции Выход из 1 л плазмы, X ± s

Осадок II+III (масса, г / 1 л плазмы) 71,3 ± 13,5
Концентрат противогепатитных антител

 (масса белка, г/ 1 л плазмы)
2,8 ± 0,4

Согласно представленным данным из 1 л противогепатитной плазмы полу-
чено (71,3 ± 13,5) г осадка II+III, из которого выделено (2,8 ± 0,4) г целевого 
белка. Полученный раствор ИГ был сконцентрирован до содержания белка 45,0 
г/л, при этом его объем составил 136 мл, а специфическая активность – 54,1 МЕ/
мл. При определении молекулярных параметров выявлен один пик мономеров. 
При изучение электрофоретической однородности определена основная фракция 
гаммаглобулина 96,9 % и незначительная примесь альбумина – 3,1 %. 

Раствор разделен на 5 равных частей, в которые внесены соответствующие 
наполнители и проведена коррекция показателя рН. Стабилизированные раство-
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ры ИГ подвергнуты лиофилизации. Таким образом, получено 5 кандидатов в СО 
ИГ человека против гепатита В с разным компонентным составом защитной сре-
ды (таблица 2). 

Таблица 2 – Характеристика кандидатов в стандартный образец 
 иммуноглобулина человека против гепатита В

№ кандидата в 
 стандартный образец

Компонентный состав рН

1 Глицин 22,5 г/л 6,8
2 Глицин 22,5 г/л 5,3
3 L-пролин 28,78 г/л 5,2
4 Трегалоза 40 г/л, БСА 2 г/л 5,2
5 Трегалоза 40 г/л 5,1

Для оценки влияния лиофилизации на сохранность свойств кандидаты в СО 
исследованы по основным показателям качества иммуноглобулиновых препара-
тов. Результаты представлены в таблице 3. 

Таблица 3 – Результаты лабораторно-экспериментального изучения свойств 
кандидатов в стандартный образец иммуноглобулина человека против гепатита В

Показатель качества
№ кандидата в стандартный образец

1 2 3 4 5

Описание
Аморфная масса белого цвета в форме таблетки, плотно прилега-
ющей к стенкам флакона, после растворения – прозрачная бесц-
ветная жидкость 

Остаточная влажность, % 1,2 1,4 1,5 1,5 1,3

Время растворения, мин. 0,4 0,2 1,5 0,8 0,7

Прозрачность, ед. оптиче-
ской плотности 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Показатель качества
№ кандидата в стандартный образец

1 2 3 4 5

Цветность, ед. оптической 
плотности 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0

Белок, г/л
до / после лиофилизации 38,0 / 34,6 43,0 / 36,2 41,0 / 37,0 39,0 / 35,7 38,0 / 34,3
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Электрофоретическая од-
нородность, относитель-
ное содержание фракции 
γ-глобулинов, %
до / после лиофилизации

99,8 / 99,8 100,0 / 
100,0 100,0 / 98,4 96,0 / 96,0 100,0 / 99,7 

Молекулярные параме-
тры, относительное содер-
жание фракций, %: моно-
меры и димеры,
полимеры и агрегаты
до / после лиофилизации

100,0 /100,0
0,0 / 0,0

100,0 /100,0
0,0 / 0,0

100,0 /100,0
0,0 / 0,0

100,0 /100,0
0,0 / 0,0

100,0 /100,0
0,0 / 0,0

Специфическая актив-
ность, содержание анти-
тел к поверхностному 
антигену вируса гепатита 
В, МЕ/мл, до (n = 3) 
/ после лиофилизации 
(n = 3)
(значение р для t-критерия 
Стьюдента)

52,0 ± 0,8 / 
44,2 ± 1,1
(p = 0,003) 

51,6 ± 0,8 / 
49,0 ± 0,4
(p = 0,008) 

52,1 ± 0,3 / 
45,8 ± 0,3
(p = 0,001) 

52,0 ± 0,4 / 
43,1 ± 0,1

(p = 0,0004) 

54,0 ± 0,2 / 
45,9 ± 0,3

(p = 0,0001) 

Согласно данным, представленным в таблице 3, все полученные образцы со-
ответствуют требованиям к основным показателям качества лекарственных пре-
паратов ИГ человека. Во всех случаях лиофилизат представлял собой аморфную 
массу белого цвета в форме таблетки, плотно прилегающей к стенкам флакона. 
Остаточная влажность не превышала 1,5 %. Растворение высушенного материала 
занимало менее 2 минут. Регидратированные образцы были прозрачны и бесцвет-
ны. Концентрация белка варьировала от 34,3 до 37,0 г/л. Не зафиксировано фраг-
ментации, полимеризации и агрегации ИГ. При изучении электрофоретической 
однородности содержание фракции гаммаглобулинов составило не менее 96,0 %. 
Специфическая активность полученных кандидатов в СО находилась в диапазо-
не от 43,0 до 49,4 МЕ/мл. Установлено, что лиофилизация не оказала влияния на 
электрофоретическую однородность и молекулярные параметры исследованных 
образцов. Обнаружена тенденция к снижению содержания белка (от 9 до 16 %) 
и специфической активности (от 5 до 17 %) после лиофильного высушивания. 
Однако корреляционной связи между изменением этих показателей не выявле-
но (rs = - 0,021). Для установления статистической значимости и причин сниже-
ния специфической активности требуются дальнейшие исследования. В целом, 
содержание антител к поверхностному антигену вируса гепатита В в образцах 
кандидатов в СО после лиофилизации сочли приемлемым. Для достижение спец-
ифической активности на уровне международного СО противогепатитного ИГ 



52

человека (100 МЕ/мл) содержание антител в полученном кандидате может быть 
скорректировано объемом вносимого растворителя при регидратации лиофили-
зата. 

Заключение. Получены 5 кандидатов в СО ИГ человека против гепатита В 
с разным компонентным составом в форме лиофилизата со специфической ак-
тивностью от 43,0 до 49,4 МЕ/мл и остаточной влажностью, не превышающей 
1,5 %. Показано их соответствие основным требованиям к качеству ИГ препара-
тов. Проведение ускоренных испытаний полученных образцов позволит выбрать 
оптимальный состав защитной среды для стабилизации СО ИГ человека против 
гепатита В.
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Прогностическое моделирование тяжелых инфекционных осложнений у 
пациентов с острым миелоидным лейкозом

Prognostic modeling of severe infectious complications in patients with acute 
myeloid leukemia

Аннотация. Тяжелые инфекционные осложнения являются актуальной проблемой при ле-
чении пациентов с острым миелоидным лейкозом (ОМЛ). Несмотря на то, что известны ос-
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новные факторы, способствующие возникновению инфекций, инструменты для точного 
определения риска тяжелых инфекционных осложнений отсутствуют. Цель работы - оценить 
перспективы создания предиктивной модели развития тяжелых инфекционных осложнений у 
больных острым миелоидным лейкозом. Получена предварительная модель, обладающая точ-
ностью 78,8%, и определены методические подходы, способствующие улучшению качества 
новых моделей.

Abstract. Severe infectious complications are a pressing problem in the treatment of patients with 
acute myeloid leukemia (AML). Although the main factors contributing to the occurrence of infec-
tions are known, tools to accurately determine the risk of severe infectious complications are lacking. 
The purpose of the work is to evaluate the prospects for creating a predictive model for the devel-
opment of severe infectious complications in patients with acute myeloid leukemia. A preliminary 
model with an accuracy of 78.8% was obtained and methodological approaches were identified that 
help improve the quality of new models.

Ключевые слова: острый миелоидный лейкоз; инфекционные осложнения; Toll-подобные ре-
цепторы; интерлейкины; полиморфизм; прогностическая модель.

Index terms: acute myeloid leukemia; infectious complications; Toll-like receptors; interleukins; 
polymorphism; prognostic model.

Введение. Пациенты с острым миелоидным лейкозом (ОМЛ) подвержены 
риску развития инфекционных осложнений (ИО) в связи с качественными и ко-
личественными изменениями в работе иммунной системы, ассоциированными 
как с самим заболеванием, так и с проведением химиотерапии (ХТ). Несмотря на 
совершенствование лечебно-профилактических подходов, тяжелые ИО являются 
значимым фактором смертности больных ОМЛ.

Большинство исследователей сходятся на том, что профилактические меро-
приятия наиболее эффективны у пациентов с высоким риском возникновения ИО 
[4, 8, 10, 11, 15]. Известно, что на восприимчивость к инфекциям могут влиять 
различные факторы, обусловленные заболеванием и лечением, а также индиви-
дуальные особенности пациента [1, 7]. Несмотря на то, что определены основ-
ные факторы, способствующие развитию инфекций, формализованные методы 
определения риска возникновения ИО у пациентов с ОМЛ на данный момент 
отсутствуют и риск инфекций оценивается на основании знаний и опыта врача. В 
связи с этим существует необходимость в разработке способов прогнозирования 
риска ИО у больных ОМЛ на основании принципов доказательной медицины.

Иммунная система является основным фактором, предотвращающим раз-
витие инфекций. Логично предположить, что эффективность реализации ее 
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функций определяет успех противоинфекционной защиты. Функционирование 
многих систем организма, в том числе иммунной, находится под генетическим 
контролем, ряд полиморфных локусов которой связан с развитием инфекций [3]. 
Использование маркеров, функционально задействованных в реализации иммун-
ного ответа, позволяет определить пациентов генетически предрасположенных к 
возникновению ИО.

Цель работы — оценить возможности прогностического моделирования 
развития тяжелых ИО у пациентов с ОМЛ, получающих высокоинтенсивную ХТ, 
с учетом полиморфного статуса генов иммунной системы.

Материалы и методы. Ретроспективное исследование проведено у пациен-
тов с ОМЛ, получавших лечение в клинике ФГБУН КНИИГиПК ФМБА России с 
2019 по 2022 гг. Из них 43 (46,2%) — женщины, 50 (53,8%) — мужчины. Медиана 
возраста пациентов составила 58 (19-74) лет. Мониторинг тяжелых ИО проведен 
у 93 больных, получивших 263 курса ХТ: 110 (41,8%) индукционной и 76 (28,9%) 
консолидационной терапии, первых четырех курсов второй линии - 77 (29,3%). 
Пациентам проведены курсы ХТ по следующим протоколам: 7+3 — 97 (36,88%), 
AIDA/7+3+ATRA — 30 (11,41%), Aza-Ida-Ara-C — 29 (11,03%), азацитидин + ве-
нетоклакс — 29 (11,03%), малые дозы цитарабина — 47 (17,87%), другая высоко-
дозная терапия — 31 (11,79%) Тяжелым ИО считались пневмония и сепсис.

Генотипированию подвергались образцы геномной ДНК, полученные из 
мононуклеаров периферической крови и аспиратов костного мозга. Выделение 
ДНК проводилось с использованием набора реактивов РИБО-Преп («АМПЛИ-
Сенс», Россия). Определение однонуклеотидных замен в генах TLR3 (L412F, 
rs3775291), IL1β (T511C, rs16944), IL4 (С-589T, rs2243250), IL2 (Т-330G, 
rs2069762), TLR9 (G2848A, rs352140), CD14 (Т-159C, rs2569190) осуществлялось 
с помощью комплекта реагентов «SNP-Экспресс-ЭФ» (НПФ «Литех», Россия) в 
аллель-специфичной полимеразной цепной реакции. Продукты амплификации 
детектировались в 3% агарозном геле.

Статистическая обработка данных проводилась в среде программирования 
R (v4.3.1), с использованием пакетов glmnet, e1071 и pROC, missForest [5, 6, 12, 
13, 14]. Количественные характеристики представлены в виде медианы с мини-
мальным и максимальным значениями, качественные – в виде частоты обнаруже-
ния признака. Пропущенные значения заполнялись методом «случайного леса». 
Категориальные переменные с большим количеством групп трансформирова-
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лись с помощью таргетного кодирования, заключающегося в замене группы на 
частоту признака в ней. Для группировки пациентов на основании генотипа ис-
пользовался кластерный анализ алгоритмом К-медоид с собственной функцией 
для расчета расстояния:

d1(p,q)=l∑
i= 1

n

(pi− qi), где l — количество локусов, генотип которых отличается.

Обучение модели осуществлялось с помощью метода логистической ре-
грессии с применением эластичной сети (Elastic Net). Выборка разделялась на 
обучающую и тестовую в соотношении 80/20. Порог статистической значимости 
выявленных различий установлен на уровне p<0,05.

Результаты. Диагностировано 57 случаев тяжелых ИО. Учитывая одновре-
менный вклад множества генов в восприимчивость к развитию инфекций, па-
циентов объединили в 2 группы на основании схожести их генотипов в локусах 
TLR3-1234, IL1β-511, IL4-589, IL2-330, TLR9 2848, CD14-159.

Для первой группы центром кластера являлось сочетание генотипов TLR3 
1234CG x IL1β-511TC x IL4-589CC x IL2-330TG x TLR9 2848AG x CD14-159CT, 
для второй группы — TLR3 1234CC x IL1β-511TC x IL4-589CT x IL2-330TT x 
TLR9 2848AA x CD14-159CC. Во второй группе установлена более высокая ча-
стота развития тяжелых ИО при прохождении курсов ХТ (ОШ 0,95, p = 0,001, 
таблица 1).

Таблица 1 — Частота развития ИО при прохождении курсов ХТ в зависимо-
сти от принадлежности к группе генотипов

Группы пациентов Отсутствие ИО Развитие ИО
Группа 1 128 (85,3%) 22 (14,6%)
Группа 2 78 (69,0%) 35 (31,0%)

Выборка, использовавшаяся для обучения модели, состояла из 211 случайно 
выбранных курсов ХТ. В качестве потенциальных предикторов возникновения 
тяжелых инфекций использовали: принадлежность ко 2 генетической группе, 
мужской пол, возраст больного, ОМЛ с предшествующей трансформацией из 
миелодиспластического синдрома (МДС), проведение 2 линии терапии, частоту 
тяжелых ИО при выбранном режиме терапии, площади под кривыми (AUC) со-
держания лейкоцитов, лимфоцитов, нейтрофилов, тромбоцитов и эритроцитов 
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от поступления в стационар до первого дня терапии. В таблице 2 представлена 
характеристика потенциальных предикторов в тренировочной выборке (для ка-
тегориальных предикторов указана частота, для количественных — медиана с 
минимальным и максимальным значением) и их ассоциация с ИО.

Таблица 2 — Характеристика предикторов в выборке

Показатель Отсутствие ИО Развитие ИО ОШ (95% ДИ) p
Мужской пол 77 (13,73%) 32 (29,36%) 1,645 (0,848 — 3,273) 0,147

Возраст
51,00 (18,00 - 

75,00)
61,00 (19,00 - 

72,00)
1,033 (1,009 — 1,060) 0,008

ОМЛ с транс-
формацией из 
МДС

32 (21,30%) 10 (23,81%) 1,032 (0,448 — 2,222) 0,938

Генетическая 
группа 2

61 (13,33%) 30 (32,97%) 2,160 (1,118 — 4,230) 0,023

Вторая линия 
терапии

45 (20,53%) 15 (25,00%) 1,714 (0,856 — 3,383) 0,123

AUC лимфоци-
тов

0,60 (0,09 - 1,10) 0,68 (0,18 - 1,08) 7,243 (1,494 — 37,461) 0,016

AUC нейтрофи-
лов

1,00 (0,00 - 1,85) 0,43 (0,00 - 1,66) 0,289 (0,139 — 0,574) 0,001

AUC тромбоци-
тов

50,00 (4,87 - 
93,75)

53,19 (16,50 - 
90,00)

0,995 (0,980 — 1,011) 0,538

AUC эритроци-
тов

1,87 (1,18 - 3,41) 1,95 (0,99 - 2,84) 1,060 (0,565 — 1,940) 0,853

AUC лейкоцитов 2,00 (0,18 - 3,71) 2,63 (0,36 - 3,60) 1,272 (0,863 — 1,902) 0,230
Терапия (таргет-
ная трансформа-
ция)

24,74 (3,33 - 
31,03)

24,74 (3,33 - 
31,03)

1,110 (1,045 — 1,198) 0,002

Предикторы, обладавшие слабой предиктивной способностью, удалялись с 
помощью эластической сети для получения оптимальной прогностической мо-
дели. Список предикторов с их коэффициентами, вошедших в итоговую модель, 
представлен в таблице 3. В состав модели вошло 4 предиктора, 3 из которых 
представлены числами и не требуют кодирования (непрерывные переменные), 
а один предиктор является категориальным с 2 вариантами (принадлежность ко 
2 генетической группе) и при использовании модели кодируется как 1 при поло-
жительном ответе, 0 — при отрицательном. Финальная модель прогнозирования 
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возникновения ИО у больных ОМЛ имела следующий вид: ln(p / (1 - p)) = -1,537 
+ Принадлежность ко 2 генетической группе * 0,287 - AUC нейтрофилов * 0,853 
+ AUC лейкоцитов * 0,324 + режим * 0,005.

Таблица 3 — Финальная модель и характеристика ее предикторов
Показатель ОШ Тип переменной

Перехват* 0,215 Непрерывная
Принадлежность ко 2 
 генетической группе

1,333 Категориальная (да/нет)

AUC нейтрофилов 0,426 Непрерывная
AUC лейкоцитов 1,382 Непрерывная
Терапия 1,005 Непрерывная

Примечание — * — перехват является коэффициентом модели, оценивающим шанс 

развития ИО у теоретического пациента, у которого величина всех предикторов равна 0, 

либо референсному значению для категориальных переменных

Полученная модель обладает точностью 71,5%, чувствительностью 71,7% 
и специфичностью 71,5%, AUROC 0,78, ROC кривая изображена на рисунке 1.

Рисунок 1 — ROC кривая модели на обучающей выборке

На основании ROC кривой выбран порог вероятности равный 0,21. В та-
блице 4 представлены данные о точности прогнозирования ИО на обучающих 
данных.
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Таблица 4 — Точность классификации прогностической модели

Характеристика риска Отсутствие ИО (n=165) Развитие ИО (n=46)
Низкий 118 13
Высокий 47 33

Модель проверена на тестовом наборе данных (52 наблюдения, 11 с ИО), 
не использовавшихся для обучения с применением определенного ранее порога 
вероятности. Точность прогноза составила 78,8% с чувствительностью 81,8% и 
специфичностью 78,1%. Таким образом, разработанная модель позволяет про-
гнозировать возникновение тяжелых ИО у пациентов с ОМЛ учитывая клиниче-
ские и генетические предикторы. В комбинации с ROC-анализом модель точно 
идентифицировала пациентов с ИО на независимой выборке.

Обсуждение. Согласно обновленной дорожной карте Европейского гема-
тологического общества, одним из перспективных направлений исследований 
в области инфекций в гематологии является разработка клинико-лабораторного 
подхода к антимикробной профилактике [4]. Вместе с этим известно, что опти-
мальной стратегией для профилактики ИО является риск-адаптированный под-
ход [3]. На данный момент инструменты, позволяющие персонифицировано оце-
нить необходимость и интенсивность профилактического подхода, отсутствуют. 
Прогностические шкалы MASCC и CISNE, использующиеся для прогнозирова-
ния течения фебрильной нейтропении, не предназначены для гематологических 
пациентов и не позволяют рассчитывать риск инфекций. Польскими исследова-
телями предложена модель прогнозирования инфекций у больных ОМЛ, миело-
диспластическим синдромом или хроническим миеломоноцитарным лейкозом, 
получающих терапию азацитидином [9]. Однако данная модель разработана на 
небольшой выборке пациентов с ОМЛ и не может применяться у больных, полу-
чающих другую терапию.

Одним из недостатков вышеописанных способов является опора только 
на фенотипические проявления заболевания и общеклинические лабораторные 
данные. Носительство полиморфных аллелей, изменяющих функцию или экс-
прессию задействованных в иммунном ответе белков, может влиять на эффек-
тивность противоинфекционной защиты организма и, следовательно, быть пре-
диктором инфекций. Нами разработана прогностическая модель, учитывающая 
генетическую предрасположенность пациентов к развитию ИО, а также их кли-
нико-лабораторные данные.
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Несмотря на высокие показатели точности, чувствительности и специфич-
ности полученной модели, необходимо учесть ряд ее особенностей. Для обуче-
ния модели использовалась ретроспективная выборка одного гематологического 
центра, что может привести к наличию систематической ошибки в отборе паци-
ентов. Относительно малый размер обучающих данных с небольшой частотой 
ИО также может быть причиной неточной оценки коэффициентов модели. Учи-
тывая то, что часть рассмотренных предикторов относилась к маловариабельным 
характеристикам и при прохождении одним пациентом нескольких курсов ХТ не 
изменялась (например, пол) или менялась незначительно (возраст), их влияние 
на прогноз являлось слабым и из модели элиминировалось эластической сетью. 
В связи с этим целесообразным представляется добавление новых предикторов, 
имеющих большую вариативность у пациентов. Возможными кандидатами мо-
гут являться показатели иммунограммы, характеризующие состояние иммунной 
системы, такие как соотношение Т-лимфоцитов-хелперов и цитотоксических 
Т-лимфоцитов (CD4/CD8), оценка фагоцитарной активности нейтрофилов пери-
ферической крови, концентрация цитокинов и т. д. Дискутабельным также явля-
ется вопрос о корреляции вероятности возникновения ИО между несколькими 
курсами терапии, получаемыми одним пациентом. В случае наличия сильной 
корреляции, коэффициенты и их доверительные интервалы могут быть оценены 
слишком оптимистично, что может привести к низкой точности при использова-
нии модели на практике.

Выводы. Определены основные методические подходы к прогнозированию 
тяжелых ИО у пациентов с ОМЛ. Разработана предварительная прогностическая 
модель, позволяющая персонифицировано оценивать риск тяжелых ИО перед 
проведением ХТ. Создание более точной предиктивной модели является выпол-
нимой задачей, однако при ее разработке необходимо учитывать ряд дополни-
тельных критериев. Применение проспективного дизайна, расширение выборки 
и числа предикторов может улучшить качество и точность. 
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Использование лейкоцитарных концентратов в качестве источника 
дендритных клеток

Use of leukocyte concentrates as a source of dendritic cells

Аннотация. Изучена возможность использования лейкоцитарных концентратов для получе-
ния дендритных клеток. В образцах доноров и онкогематологических больных выявлено высо-
кое содержание моноцитов, а также интенсивная экспрессия основных маркеров миелоидной 
дифференцировки на них, что позволяет рассматривать лейкоконцентрат как приемлемый ис-
точник для выделения моноцитарных предшественников дендритных клеток.

Abstract. The possibility of using leukocyte concentrates to obtain dendritic cells has been studied. 
In samples from donors and oncohematological patients, a high content of monocytes was found, as 
well as intensive expression of the main markers of myeloid differentiation on them, which allows 
considering the leukocyte concentrate as an acceptable source for isolating monocytic precursors of 
dendritic cells.

Ключевые слова: дендритные клетки; лейкоцитарный концентрат; иммунофенотипирование; 
проточная цитометрия.

Index terms: dendritic cells; leukocyte concentrate; immunophenotyping; flow cytometry.

Введение. Дендритные клетки (ДК) – гетерогенная популяция клеток, отно-
сящихся к классу антигенпрезентирующих макрофагов. Незрелые ДК локализу-
ются в дерме, слизистых оболочках, строме органов, после созревания перемеща-
ются во вторичные лимфоидные органы, где заселяются в Т-зависимые зоны [3; 
11]. Основной функцией ДК является захват антигенов, процессинг и представ-
ление их Т-лимфоцитам в ассоциации с молекулами главного комплекса гисто-
совместимости (major histocompatibility complex, МНС) [3; 10; 14]. В сравнении 
с другими антигенпрезентирующими клетками – В-лимфоцитами – ДК активнее 
в 1000 раз [3]. Это обусловлено высокой экспрессией на поверхности клеток мо-
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лекул МНС, особенно MHC II класса, костимулирующих молекул (CD80, CD86, 
CD40), хемокиновых рецепторов, а также секрецией цитокинов. В результате ДК 
эффективно активируют наивные Т-лимфоциты, что позволяет рассматривать их 
как главные «профессиональные» антигенпрезентирующие клетки [3; 15; 16].

Создание вакцин на основе полученных ex vivo ДК является перспективным 
направлением противоопухолевой терапии, нацеленным на уничтожение злока-
чественных клеток через активирование иммунной системы с одновременным 
формированием иммунной памяти для предотвращения рецидивов заболевания. 
Способы изготовления дендритноклеточных вакцин могут существенно отли-
чаться в зависимости от источников ДК, опухолевых антигенов, методов нагруз-
ки и агентов, стимулирующих созревание клеток [2; 13].

Для получения ДК применяются различные подходы. В качестве их источ-
ника могут использоваться CD34+ клетки-предшественницы гемопоэза, содер-
жащиеся в костном мозге, пуповинной крови и периферической крови. Кроме 
этого, возможно выделение моноцитов периферической крови, которые являются 
предшественниками ДК, с последующей цитокиновой стимуляцией их созрева-
ния в процессе культивирования [5; 8; 17; 21]. Искусственная дифференцировка 
позволяет получить существенно большие объемы клеточного материала. Сооб-
щается, что качество ДК не зависит от того, кто являлся донором крови – здоро-
вый человек или онкологический больной [4-7].

Наиболее часто моноциты получают из мононуклеарной фракции перифе-
рической крови как наиболее доступного материала для выделения клеток им-
мунной системы человека [5; 7]. Для этого используют различные методы: цен-
трифугирование в градиенте плотности, выделение клеток крови, обладающих 
повышенной адгезией к поверхности культурального пластика, магнитную се-
лекцию CD14+ клеток, флотационные методы [8; 9; 19; 20]. Количество и чисто-
та моноцитов зависит от способа выделения, однако Dohnal с соавторами [18] 
показали, что статистически значимых различий в фенотипе и функциональной 
активности ДК, полученных разными методами, не обнаружено [8]. Недостатком 
применения периферической крови является очень небольшое количество выде-
ляемых ДК, причем выделение этой группы клеток сопровождается значитель-
ными потерями их численности [5; 12; 13].
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Помимо указанных, в качестве источника моноцитов возможно использо-
вание лейкоцитарного концентрата, который заготавливается из крови доноров 
и больных при проведении мобилизации гемопоэтических стволовых клеток 
(ГСК) из костного мозга в периферическую кровь с помощью гранулоцитарного 
колониестимулирующего фактора (granulocyte colony-stimulating factor, G-CSF) 
и применяется в терапии онкогематологических заболеваний. Мобилизованные 
ГСК концентрируют и собирают с помощью процедуры лейкоцитафереза. Лей-
коконцентрат, являясь продуктом клеточной сепарации, содержит большое коли-
чество лимфоцитов и моноцитов, что позволяет увеличить количество получае-
мых из него ДК [1].

Цель – оценить возможность использования лейкоцитарных концентратов 
доноров и онкогематологических больных в качестве источника дендритных кле-
ток.

Материалы и методы. В исследование включены образцы лейкоконцентра-
тов, полученные в 2023 году методом лейкоцитафереза из периферической крови 
доноров (n=9) и онкогематологических больных (n=20) клиники ФГБУН КНИИ-
ГиПК ФМБА России с диагнозами множественная миелома (70%), нодулярный 
склероз при болезни Ходжкина (15%), плазмоцитома экстрамедуллярная (10%), 
ангиоиммунобластическая Т-клеточная лимфома (5%). В группу доноров вошли 
4 женщины и 5 мужчин в возрасте от 20 до 58 лет (медиана возраста – 34 года). Из 
общего числа больных 5 – мужчины, 15 – женщины, медиана возраста – 55 лет (от 
30 до 65 лет). Иммунофенотипический анализ образцов проводили методом про-
точной цитометрии на проточном цитофлуориметре BD FACSCantoTM II (BD Bio-
sciences, США) с использованием антител к СD45, СD14, СD33, СD123low, СD11с, 
СD13, СD80. Моноцитарный гейт локализовали по средней экспрессии антигена 
CD45 и среднему значению «гранулярности» мононуклеарных элементов.

Для статистического анализа результатов использовали программы STATIS-
TICA v.10.0 и Microsoft Excel. Данные представлены в виде медианы (Me) и межк-
вартильного интервала (Q25; Q75). С помощью непараметрического U-критерия 
Манна-Уитни оценивали связь между иммунофенотипическими характеристи-
ками доноров и больных. Различия между показателями считали статистически 
значимыми при p<0,05.

Результаты. Содержание моноцитов в лейкоконцентратах доноров состави-
ло 33,1% (28,9; 40,4), у больных – 35,9% (30,0; 45,8). Для сравнения доля моно-
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цитов среди основных популяций лейкоцитов в периферической крови доноров 
была на уровне 6,6% (6,1; 7,8), больных – 8,9% (7,0; 11,3). Результаты иммунофе-
нотипирования моноцитарного гейта представлены в таблице.

Таблица – Иммунофенотипическая характеристика моноцитарного гейта

Маркеры Доноры (n=9), %
Онкогематологические 

больные (n=20), %
p

СD14
93,5

(91,3; 94,9)
89,6

(85,3; 93,0)
0,005

СD33
98,4

(97,2; 99,0)
93,2

(87,6; 97,0)
0,001

СD123low
98,2

(97,0; 99,4)
98,7

(97,2; 99,4)
0,681

СD11с
98,1

(93,0; 99,3)
97,5

(94,6; 98,2)
0,418

СD13
98,5

(93,6; 99,4)
97,9

(96,4; 98,9)
0,594

СD80
0,5

(0,2; 4,3)
1,6

(0,7; 4,4)
0,155

Характерным маркером для моноцитарных предшественников ДК являет-
ся СD14 (у доноров СD14 составил от 88,7 до 97,1%, у пациентов – от 58,1 до 
97,3%), представляющий собой рецептор для обнаружения бактериального ли-
пополисахарида. Высокая экспрессия CD14 – характеристика незрелости ДК, 
процесс дифференцировки моноцитов в ДК сопровождается утратой данного 
маркера. Можно утверждать, что лейкоконцентраты, заготовленные из мобили-
зованной крови, могут быть источником моноцитов для получения ДК.

Высокая экспрессия СD11с (интегрин), СD123low (α-цепь рецептора к IL-3), а 
также СD13 (аминопептидаза) и СD33 (семейство иммуноглобулинов) подтверж-
дает миелоидное происхождение клеток.

Важным показателем зрелости ДК считается появление костимуляторных 
молекул, играющих роль активаторов Т-лимфоцитов. CD80 представляет со-
бой высокогликозилированный одноцепочечный белок, лигандами для которого 
служат молекулы, экспрессируемые на Т-лимфоцитах (CD28 и CD152). Контакт 
CD80 с лигандами обеспечивает проведение костимуляторных сигналов, которое 
приводит к активации, пролиферации и дифференцировке Т-клеток [3]. Низкий 
уровень данного маркера свидетельствует о том, что клетки не достигли зрело-
сти.
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Полученные значения экспрессии маркеров СD123low, СD11с, СD13, СD80 в 
лейкоконцентратах доноров оказались сопоставимы со значениями экспрессии 
в лейкоконцентратах больных (p>0,05). Различие маркеров СD14 и СD33 между 
группами статистически значимо (p=0,005 и p=0,001 соответственно).

Заключение. Лейкоцитарные концентраты характеризуются высоким со-
держанием моноцитов, интенсивной экспрессией маркеров миелоидной диффе-
ренцировки СD14, СD33, СD123low, СD11с, СD13, а также низким уровнем CD80, 
что свидетельствует об отсутствии зрелых ДК в моноцитарном пуле. Статисти-
чески значимых различий в иммунофенотипе клеточного продукта, полученного 
от доноров или онкогематологических больных, не выявлено, за исключением 
маркеров СD14 и СD33. Таким образом, лейкоконцентрат как источник моноци-
тов можно считать приемлемым для оптимизации технологии получения ДК и их 
культивирования.
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Ранние осложнения ауто-ТГСК у пожилых больных с множественной 
миеломой

Early complications of auto-HSCT in elderly patients with multiple myeloma

Аннотация. В статье представлены результаты сравнительного анализа частоты возникно-
вения ранних посттрансплантационных осложнений у 126 пациентов с множественной ми-
еломой, получивших аутологичную трансплантацию гемопоэтических стволовых клеток в 
ФБГУН КНИИГиПК ФМБА России с 2020 по 2023 гг. Установлено, что у больных 60 лет и 
старше чаще развивалась фебрильная нейтропения и кардиологическая токсичность, но часто-
та жизнеугрожающих осложнений не различалась. 

Abstract. The article presents the results of a comparative analysis of the incidence of early 
posttransplant complications in 126 patients with multiple myeloma who received autologous 
hematopoietic stem cell transplantation in our center from 2020 to 2023. It was found that febrile 
neutropenia and cardiological toxicity were more common in patients 60 years of age and older, but 
the frequency of life-threatening complications did not differ.
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Ключевые слова: множественная миелома; пожилые пациенты; аутологичная трансплантация 
гемопоэтических стволовых клеток; посттрансплантационные осложнения.

Index terms: multiple myeloma; elderly patients; autologous hematopoietic cells transplantation; 
post-transplant complications.

Введение. Аутологичная трансплантация гемопоэтических стволовых кле-
ток (ауто-ТГСК) при множественной миеломе (ММ) является эффективным 
методом консолидации ответа на терапию. Соответственно росту проводимых 
ТГСК увеличивается и количество исследований, направленных на изучение их 
безопасности, в том числе, на оценку эффективности шкал риска трансплантаци-
онной летальности. Согласно действующим клиническим рекомендациям, кан-
дидатами на ауто-ТГСК являются пациенты до 65 лет, или 65-70 лет с хорошим 
соматическим статусом [1]. Эпидемиологическая особенность ММ заключается 
в том, что медиана возраста больных — 70 лет, поэтому актуален вопрос о без-
опасности и эффективности ауто-ТГСК у пожилых. 

Sanchez L. et al. сравнили данные 2209 пациентов с ММ, разделенных на 2 
группы: молодые (в возрасте до 65 лет; медиана 59 лет) (n=1650) и пожилые (в 
возрасте 65 лет и старше; медиана 68 лет) (n=559 чел) [4]. У пациентов старшей 
возрастной группы чаще встречались инфекционные и неинфекционные ослож-
нения, в том числе жизнеугрожающие: тяжелый сепсис, септический шок, пнев-
мония, острая дыхательная недостаточность, острая почечная недостаточность, 
аритмии, более высокая потребность в ИВЛ, чем у более молодых пациентов. 
У больных старшей возрастной категории больше длительность госпитализации 
(18,6 vs 16,8 дней) и выше стоимость лечения, чем у молодых пациентов. Муко-
зит, в том числе 3-4 степени чаще развивался у больных в возрасте до 65 лет. Не 
было значимой разницы между когортами по частоте и тяжести гематологиче-
ской токсичности, ранней трансплантационной летальности.

Isabel Sanchez-Ortega et al. проанализировали 21390 ауто-ТГСК, 17531 из 
которых были проведены пациентам в возрасте 65-69 лет (группа 1) и 3859 – в 
возрасте 70 лет и старше (группа 2) [3]. Основным ранним осложнением после 
ауто-ТГСК был мукозит (67,5%). Частота посттрансплантационных осложнений 
в разных возрастных группах не различалась. Исследователи отметили, что па-
циенты старше 65 лет тщательно отбираются при подготовке к трансплантации с 
учетом их коморбидного статуса, что влияет на качество анализа. 
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Цель. Провести сравнительный анализ частоты осложнений ауто-ТГСК у 
больных ММ разных возрастных категорий.

Материалы и методы. Проанализированы данные 126 пациентов с ММ, 
которым проведена высокодозная химиотерапия (ВДХТ) с последующей ауто-
ТГСК в ФГБУН КНИИГиПК ФМБА России с 2020 по 2023 гг..

Выполнено сравнение групп больных разного возраста по частоте развития 
инфекционных и неинфекционных ранних посттрансплантационных осложне-
ний. Пациенты разделены на 2 группы. В первую группу выделены пациенты 
моложе 60 лет (n=76), во вторую – от 60 до 69 лет (n=50). Пациенты старше 60 
лет проходили более тщательный отбор в качестве кандидатов для ауто-ТГСК, 
заключавшийся в исключении из исследования наиболее коморбидных больных. 
Основные демографические характеристики обследуемых, статус заболевания 
представлены в таблице 1. 

Таблица 1 — Характеристика пациентов

Характеристика пациентов
Возраст, лет

P-value
<60 60-69

Общее количество 76 50 -
Мужчины 39 (51,3%) 20 (40%)

0,213
Женщины 37 (48,7%) 30 (60%)
Медиана возраста, лет 52±6,6 62±2,5 -

Риск (HCT-CI)
Низкий 52 (68,4%) 31 (62%)

0,009Средний 24 (31,6%) 13 (26%)
Высокий 0 (0%) 6 (12%)

Риск (R-MCI)
Низкий 76 (100%) 36 (72%)

<0,001Средний 0 12 (24%)
Высокий 0 2 (4%)
Предлеченность (более 2 линий терапии 
до аутоТГСК)

15 (19,7%) 3 (6%) 0,032

Первичная резистентность 16 (21,1%) 10 (20%) 0,887
Статус до ауто-ТГСК

ОХЧР и ПР 63 (82,9%) 48 (96%)
0,027

ЧР 13 (17,1%) 2 (4%)
Примечания:
1 ОХЧР — очень хорошая частичная ремиссия
2 ПР – полная ремиссия
3 ЧР — частичная ремиссия 
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Наименьший возраст пациента 1 группы был 34 года, наибольший – 59 лет, 
медиана возраста – 52±6,6 лет. Соотношение мужчин и женщин составило 1:1. 
В этой группе наибольшая предлеченность отмечена у 15 пациентов (19,7%), 
первичная резистентность – у 16 (21,1%). Статус заболевания перед проведени-
ем ауто-ТГСК: ОХЧР и ПР констатированы у 63 (82,9%) пациентов, ЧР — у 13 
(17,1%). При оценке коморбидного статуса по шкале HCT-CI к группе низкого 
риска отнесены 52 пациента (68,4%), к группе среднего риска – 24 (31,6%), боль-
ных высокого риска не выявлено. По шкале R-MCI к группе низкого риска отно-
сятся все 76 пациентов (100%). 

Возраст больных 2 группы был от 60 до 69 лет, 6 пациентов (12%) старше 65 
лет. Медиана возраста 62±2,5 года. Женщины составляли 60% (n=30). ОХЧР и ПР 
перед проведением ВДХТ констатированы у 48 пациентов (96%), ЧР – у 2 (4%). 
Трое больных (6%) получили две и более линии терапии до ауто-ТГСК, первич-
ная резистентность зафиксирована у 10 человек (20%). Пациенты данной группы 
ожидаемо имели менее благоприятный коморбидный статус, чем в 1 группе: по 
шкале HCT-CI 13 больных (62%) отнесены к низкому риску, 13 (26%) – к средне-
му и 6 (12%) – к высокому. По шкале R-MCI к группе низкого риска отнесены 36 
пациентов (72%), к группе среднего – 12 (24%), к группе высокого – 2 (4%). Ста-
тистическая значимость различий определялась по методу Хи-квадрат, уровень 
значимости р=0,05.

Результаты и обсуждение. В таблице 2 представлены ранние посттран-
сплантационные осложнения у больных разных возрастных групп. У пациентов 
60 лет и старше чаще развивалась фебрильная нейтропения (p=0,01) по сравне-
нию с больными моложе 60 лет. У пациентов молодого возраста прослеживалась 
тенденция к более частой встречаемости сепсиса, синусита и токсического гепа-
тита, чем у пожилых больных. 

У пациентов 2 группы чаще развивалась кардиологическая токсичность 
(p=0,005), чем у больных 1 группы. Других статистически значимых различий по 
частоте встречаемости посттрансплантационных осложнений между 2 группами 
не выявлено. 



78

Таблица 2 — Частота ранних инфекционных и неинфекционных осложне-
ний ауто-ТГСК

Посттрансплантационные 
осложнения

Возраст, лет
P-value

<60 60-69
Инфекционные осложнения

Фебрильная нейтропения 37 (48,7%) 36 (72%) 0,01
Сепсис 6 (7,9%) 1 (2%) 0,158
Синусит 3 (3,9%) 0 0,156
Пневмония 4 (5,3%) 2 (4%) 0,745
Инфекция мягких тканей 2 (2,6%) 0 0,248
Катетер-ассоциированная 
инфекция

1 (1,3%) 0 0,416

Клостридиальный колит 4 (5,3%) 4 (8%) 0,538
Вирусная инфекция 3 (3,9%) 3 (6%) 0,597
Использование системных 
антибиотиков

75 (98,6%) 46 (92%) 0,061

Использование антибиотиков 
резерва

19 (25%) 10 (20%) 0,515

Введение Г-КСФ 75 (98,7%) 47 (94%) 0,143
Неинфекционные осложнения

Мукозит 73 (96%) 49 (98%) 0,542
>= 2 степени 14 (19,2%) 7 (14,3%) 0,483
Энтеропатия 38 (50%) 24 (48%) 0,827
>= 2 степени 10 (26,3%) 5 (20,8%) 0,624
Токсический дерматит 0 2 (4%) 0,079
Токсический гепатит 10 (13,2%) 2 (4%) 0,087
Токсическая нефропатия 0 1 (2%) 0,216
Токсический панкреатит 15 (19,7%) 6 (12%) 0,255
Кардиологическая токсич-
ность (неконтролируемая АГ*, 
ухудшение ХСН**, аритмия)

0 5 (10%) 0,005

Ранняя трансплантационная 
летальность

1 (1,3%) 0 0,416

Примечания

1 АГ – артериальная гипертензия

2 ХСН – хроническая сердечная недостаточность
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Заключение. Установлено, что у больных 60 лет и старше чаще развивает-
ся фебрильная нейтропения (р=0,01), кардиологическая токсичность (р=0,005), 
но частота нежелательных явлений 3-4 степени (CTCAE 5.0) не увеличивалась 
по сравнению с частотой этих осложнений у больных моложе 60 лет. Посттран-
сплантационная летальность была низкой и сопоставима во всех группах.

У пациентов молодого возраста отмечена тенденция к более частой встреча-
емости сепсиса, синусита и токсического гепатита, чем у пожилых, что, вероят-
нее, обусловлено более высокой интенсивностью режимов кондиционирования. 
У пожилых больных зафиксирована тенденция к более частой встречаемости 
токсического дерматита, чем у пожилых.
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Обинутузумаб в сравнении с ритуксимабом в иммунохимиотерапии первой 
линии при фолликулярной лимфоме

Obinutuzumab versus rituximab in first-line immunochemotherapy for 
follicular lymphoma

Аннотация. Проведен анализ терапии первой линии при фолликулярной лимфоме, включаю-
щей ритуксимаб/обинутузумаб содержащие схемы (RB/R-CHOP и GB/G-CHOP), у 51 пациен-
та, наблюдавшегося в Федеральном государственном бюджетном учреждении науки «Киров-
ском научно-исследовательском институте гематологии и переливания крови Федерального 
медико-биологического агентства» с января 2021 г. по апрель 2024 г.

Abstract. The analysis of first-line therapy for follicular lymphoma, including rituximab/obinutuzumab 
containing regimens (RB/R-CHOP and GB/G-CHOP), in 51 patients observed at the Federal State 
Budgetary Institution of Science «Kirov Scientific Research Institute of Hematology and Blood 
Transfusion of the Federal Medical and Biological Agency» from January 2021 to April 2024.

Ключевые слова: фолликулярная лимфома; анти-CD20 моноклональные антитела; ритукси-
маб; обинутузумаб.

Index terms: follicular lymphoma; anti-CD20 monoclonal antibodies; rituximab; obinutuzumab.

Введение. Фолликулярная лимфома (ФЛ) является наиболее распространен-
ным типом вялотекущих неходжкинских лимфом. Чаще всего она встречается у 
людей среднего возраста [2]. На момент постановки диагноза средний возраст 
больных ФЛ в ФГБУН КНИИГиПК ФМБА России составлял 50 лет.

Лечение фолликулярной лимфомы зависит от стадии заболевания на момент 
постановки диагноза. Спонтанные регрессии возникают примерно в 5–10% слу-
чаев [3,4]. Пациенты могут изначально находиться под наблюдением, при этом 
большинству из них потребуется терапия в среднем через три-четыре года по-
сле постановки диагноза [5]. При распространенных стадиях и прогрессирова-
нии ФЛ наиболее часто применяют режимы терапии с использованием анти-CD 
моноклональных антител - ритуксимаба или обинутузумаба. Выбор схемы лече-
ния в зависимости от различных цитологических, клинических и лабораторных 
характеристик пациентов остается предметом дискуссий [2, 6].

Перед началом терапии проводится клиническая оценка больных, их общий 
соматический статус, наличие или отсутствие сопутствующей патологии. При 
выборе схемы химиотерапии в сочетании с ритуксимабом или обинутузумабом 
принято ориентироваться на особенности пациента и характеристики опухоли, 
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например, большая опухолевая масса (bulky), является предиктором неблагопри-
ятного прогноза ФЛ [7]. 

Несмотря на то, что иммунохимиотерапия на основе ритуксимаба значитель-
но улучшила результаты лечения больных с ранее не леченной ФЛ, у большин-
ства из них наблюдаются рецидивы и более короткая продолжительность ремис-
сии при последующих курсах лечения [8,9]. У 20% пациентов прогрессирование 
заболевания происходит в течение 2 лет после начала лечения с помощью тера-
пии первой линии (POD24), причем раннее прогрессирование связано с низкой 
общей выживаемостью (ОВ) [10].

Обинутузумаб - это гликоинженерное моноклональное антитело II типа про-
тив CD20, обладающее меньшей зависимой от комплемента цитотоксичностью, 
но большей зависимой от антител клеточной цитотоксичностью, фагоцитозом и 
прямым уничтожением В-клеток, чем ритуксимаб [11].

В рандомизированном исследовании GALLIUM [2] показано, что в лечении 
первой линии при ФЛ индукция и поддерживающая терапия на основе обинуту-
зумаба продлевает продолжительность безрецидивной выживаемости по сравне-
нию со схемами на основе ритуксимаба.

Цель. Проанализировать эффективность обинутузумаба в сравнении с ри-
туксимабом в иммуннохимиотерапии первой линии при фолликулярной лимфо-
ме.

Материалы и методы. В исследование включен 51 пациент с ФЛ за период 
с января 2021 г. по апрель 2024 г. Курсы иммуннохимиотерапии проводились во 
взрослом отделении гематологии и химиотерапии и клинико-диагностическом 
отделении гематологии и химиотерапии с дневным стационаром ФГБУН КНИИ-
ГиПК ФМБА России. 

Пациенты были разделены на 2 группы: 1 группа - получающие лечение в 
первой линии терапии при ФЛ по ритуксимаб-содержащим схемам RB (ритук-
симаб, бендамустин)/ R-CHOP (ритуксимаб, доксорубицин, циклофосфамид, 
винкристин, преднизолон); вторая группа - получающие лечение в первой ли-
нии терапии при ФЛ по обинутузумаб-содержащим схемам GB (обинутузумаб, 
бендамустин)/ G-CHOP (обинутузумаб, доксорубицин, циклофосфамид, винкри-
стин, преднизолон).

Характеристика групп больных представлена в таблице 1. 

kovtunova
Выделение
Перенести предложение в предыдущий абзац в конец.
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Таблица 1 - Характеристика пациентов

Клинико-лабораторные параметры 1 группа 2 группа
Медиана возраста, годы 55 44

Мужчины, абс 13 4
Женщины, абс 27 7

Стадии Ann Arbor
I-II, абс
III, абс
IV, абс

10
13
17

1
4
6

FLIPI группы риска
низкий (0-1), абс

промежуточный (2), абс 
высокий (3 и более), абс 

16
11
13

2
4
5

Оценка ответа на лечение проводилась в соответствии с критериями, пред-
ложенными Международной рабочей группой по лимфомам в 2007 году. Для 
оценки безрецидивной выживаемости (БРВ) использовался статистический ме-
тод Каплайн – Майера [1].Сравнивали две кривые с помощью логарифмического 
рангового теста.

Результаты и обсуждение. Из 40 пациентов, получивших иммунохимиоте-
рапию в первой линии терапии ФЛ с использованием ритуксимаба, полная ремис-
сия достигнута у 37 больных, у двоих выявлено прогрессирование заболевания 
после 6 курсов индукционной терапии, у одной была установлена стабилизация 
процесса. У шести пациентов в дальнейшем развился рецидив заболевания, из 
них 3 в течение 2 лет после начала иммуннохимиотерапии, у 3 выявлен поздний 
рецидив. 

Терапию по схемам GB и G-CHOP получили 11 больных, из них полного 
ответа достигли 11 (100%). Выполнен анализ БРВ пациентов в обеих группах. 
Использован статистический метод Каплайн – Майера (рисунок 1).

б
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Рисунок 1 - БРВ пациентов ФЛ на терапии RB/R-CHOP и GB/CHOP

Статистической значимости не выявлено (p=0,399). Двухлетняя БРВ в 1 
группе (с ритуксимабом) составила 89% (n=35), во 2 группе (с обинутузумабом) 
-100% (n=11). 

Выводы 

1. Пациенты, получившие индукционную иммуннохимиотерапию с приме-
нением обинутузумаба в 100% случаев достигли полного ответа и находятся в 
процессе поддерживающей терапии обинутузумабом. 

2. Обинутузумаб в составе иммунохимиотерапии с дальнейшей поддержи-
вающей терапией обинутузумабом в 1 линии терапии ФЛ позволяет достигать 
более быстрых и глубоких ответов по сравнению с ритуксимабом, а также с тен-
денцией к увеличению БРВ и времени до следующей линии терапии. 
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Роль опухолевого микроокружения в прогнозе течения нодулярного 
склероза классической лимфомы Ходжкина

The Role of the Tumor Microenvironment in Predicting the Course of Nodular 
Sclerosis Classical Hodgkin Lymphoma

Аннотация. Классическая лимфома Ходжкина – клональное B-клеточное онкогематологиче-
ское заболевание, развивающееся преимущественно в молодом возрасте. Изучение роли опу-
холь-ассоциированного микроокружения при данном заболевании является важной задачей. 
В работе представлены данные о гистопатологических характеристиках и прогностическом 
значении макрофагально-гистиоцитарных и гранулоцитарных элементов, B- и Т-клеток опухо-
левого микроокружения при нодулярном склерозе классической лимфомы Ходжкина.

Abstract. Classical Hodgkin lymphoma is a clonal B-cell hematologic malignancy that primarily 
develops in young adults. Investigating the role of the tumor-associated microenvironment in this dis-
ease is a critical task. This study presents data on the histopathological characteristics and prognostic 
significance of macrophage-histiocytic cells and granulocytes, as well as B- and T-cells in the tumor 
microenvironment of nodular sclerosis classical Hodgkin lymphoma.

Ключевые слова: нодулярный склероз; прогноз; макрофаги; гранулоциты; B-лимфоциты; 
Т-клетки.

Index terms: nodular sclerosis; prognosis; macrophages; granulocytes; B-lymphocytes; T-cells.
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Введение. Нодулярный склероз (НС кЛХ) – самый распространенный ги-
стологический подтип классической лимфомы Ходжкина, на долю которого при-
ходится до 70% от всех случаев [4,7]. Он характеризуется своеобразной гистоар-
хитектоникой за счет выраженных фиброзных процессов, которые формируют 
характерный только для этого гистологического варианта нодулярный паттерн 
[1,2]. Морфологический субстрат в подавляющем большинстве представлен по-
лиморфным клеточным микроокружением, относительное содержание опухоле-
вых клеток Ходжкина и Березовского-Рид-Штернберга (ХБРШ) составляет не 
более 10% от всего клеточного объема (рисунок 1).

Рисунок 1 – Морфологический паттерн нодулярного склероза классиче-
ской лимфомы Ходжкина, окраска: гематоксилин-эозин, x50 (а); клеточное 
 микроокружение и клетки Ходжкина и Березовского-Рид-Штернберга, окраска: 
гематоксилин-эозин, x400 (б)

На сегодняшний день существуют эффективные терапевтические решения, 
позволяющие достичь хороших показателей выживаемости и качества жизни 
при данном заболевании [3,6]. Но несмотря на это, довольно часто регистриру-
ются резистентные/рецидивирующие (р/р) формы, на долю которых приходится 
до 30% случаев. Многие исследователи отмечают, что фенотипическая и функци-
ональная пластичность, а также количественные и качественные характеристи-
ки реактивного опухолевого микроокружения могут служить основой для стра-
тификации пациентов в дебюте заболевания, способствовать разработке новых, 
персонифицированных подходов к терапии кЛХ [5,8]. Поэтому поиск новых про-
гностических критериев и определение дополнительных терапевтических мише-
ней с целью достижения еще более высоких показателей успешного лечения и 
качества жизни – перспективная и важная задача. 
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Цель. Оценить прогностическое значение опухоль-ассоциированного кле-
точного микроокружения у больных при НС кЛХ.

Материалы и методы. При выполнении работы использовались: ретро-
спективный анализ первичной медицинской документации, морфометрические, 
статистические и клинико-лабораторные методы. Объект исследования – гисто-
логические препараты (парафиновые блоки/кассеты) лимфатических узлов 70 
совершеннолетних пациентов с впервые диагностированной кЛХ, гистологи-
ческий подтип – нодулярный склероз, проходивших лечение в клинике ФГБУН 
КНИИГиПК ФМБА России по стандартным протоколам химиотерапии I линии 
ABVD и интенсивным программам лечения BEACOPP-14 (или его модифика-
ции - EACOPP-14 и BEACOPP-escalated) в период с 2006 по 2020 гг. Изучаемые 
явления – патоморфологические, морфометрические и иммуногистохимические 
(ИГХ) параметры клеток опухоль-ассоциированного микроокружения в лимфа-
тических узлах, экспрессирующих антигены CD163, CD68, CD15, CD20, CD4, 
CD8 при НС кЛХ.

Результаты. Установлен ряд закономерностей, которые были связаны с осо-
бенностями экспрессии маркеров макрофагально-гистиоцитарных элементов 
(CD163, CD68). Считается, что CD163 является одним из наиболее надежных 
биомаркеров опухоль-ассоциированных макрофагов. Выявлено, что экспрессия 
CD163 у больных НС кЛХ характеризовалась мембранно-цитоплазматическим 
окрашиванием макрофагов. Содержание данной популяции клеток в образцах 
варьировало от 4,0% до 25,6%, медиана (Me) соответствовала 7,7% [Q1-Q3: 6,0-
16,0]. 

В гистологических срезах выявлены два гистопатологических варианта рас-
пределения изучаемой клеточной популяции. Первый вариант характеризовался 
интерстициальной локализацией клеток, в удалении от фиброзных тяжей и не-
равномерным распределением в нодулях. Клетки при данном варианте, как пра-
вило, располагались дискретно либо имели тенденцию к образованию неболь-
ших или умеренных скоплений, локализованных эксцентрично по отношению к 
резидуальным лимфоидным фолликулам. Второй вариант характеризовался рас-
положением макрофагально-гистиоцитарных элементов вдоль фиброзных тяжей 
или на границе между фиброзными тяжами и нодулями, образуя своеобразный 
контур. Однако гистотопографическая характеристика CD163+ макрофагов при 
НС кЛХ не коррелировала с клиническими особенностями и течением заболева-
ния (p>0,05). 
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Пороговый уровень относительного содержания CD163-экспрессирующих 
кариоцитов составил 7,9%. Согласно установленному порогу всех обследован-
ных разделили на две группы: с высоким (надпороговым; ≥7,9%; n=34) и низ-
ким (подпороговым; <7,9%; n=36) уровнем экспрессии маркера по числу клеток. 
Установлено статистически значимое повышение частоты достижения полного 
ответа на I линию терапии у больных с подпороговой экспрессией маркера по 
сравнению с пациентами с надпороговым уровнем CD163+ макрофагов в по-
раженных лимфатических узлах (р=0,001; ОR>10,0; 95% CI=8,15–116,79). При 
анализе 5-летней общей (ОВ) и бессобытийной выживаемости (БСВ) у пациен-
тов с низкой выживаемостью наблюдалось преобладание надпорогового уровня 
CD163+ клеток (рисунок 2).

Рисунок 2 – ОВ (а) и БСВ (б) больных в зависимости от порогового уровня 
CD163-позитивных макрофагов

Экспрессия маркера СD68 в макрофагально-гистиоцитарных/моноцитарных 
элементах опухолевого микроокружения выявлена в 66 из 70 образцов (94,3%). 
При ИГХ исследовании наблюдалось окрашивание цитоплазмы исследуемых 
клеток. В гистологических срезах пораженных лимфатических узлов относи-
тельное количество CD68+ экспрессирующих кариоцитов варьировало в преде-
лах от 4,8% до 24,4%, Me соответствовала 11,3% [Q1-Q3: 9,5-14,3].

Гистопатологические варианты локализации CD68-положительных элемен-
тов в препарате оказались более вариабельны по отношению к паттернам CD163-
позитивных макрофагов что, вероятно, объясняется меньшей специфичностью 
маркера. Первый тип характеризовался неравномерным интерстициальным рас-
пределением CD68-экспрессирующих кариоцитов в остаточных лимфоидных 
нодулях, в виде скоплений различных размеров (от мелких до крупных) либо 
дискретно или эксцентрично расположенных единичных клеток в некоторых по-
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лях зрения по отношению к резидуальным лимфоидным фолликулам. Второй ги-
стопатологический вариант отличался локализацией изучаемой популяции вдоль 
фиброзных тяжей или на границе между фиброзными тяжами и нодулями, фор-
мируя кольцевидные структуры. Однако в выбранной когорте больных НС кЛХ 
гистотопографические характеристики не демонстрировали какой-либо взаимос-
вязи с клиническими особенностями и течением заболевания (p>0,05).

При проведении ROC-анализа установлен порог, составляющий 12,1% CD68+ 
кариоцитов опухолевого микроокружения. Пациентов разделили на две группы: с 
высоким (надпороговым; ≥12,1%; n=24) и низким (подпороговым; <12,1%; n=42) 
относительным содержанием CD68-позитивных клеток. Достоверно значимое 
снижение частоты достижения полного ответа на терапию I линии отмечено при 
надпороговом показателе CD68-положительных элементов (р=0,01; ОR=4,5; 95% 
CI=1,5–13,0). Зависимости количества изучаемой популяции клеток микроокру-
жения от полового признака, B-симптомов и стадии заболевания не выявлено. 
При анализе 5-летней ОВ и БСВ статистически значимых различий не наблюда-
лось (рисунок 3). 

Рисунок 3 – ОВ (а) и БСВ (б) больных в зависимости от относительного 
содержания CD68-позитивных макрофагально-гистиоцитарных/моноцитарных 
элементов

Таким образом, установлена взаимосвязь между надпороговым содержани-
ем CD163+ (≥7,9%) и CD68+ (≥12,1%) макрофагально-гистиоцитарных элементов 
опухолевого микроокружения с неблагоприятными клиническими параметрами 
НС кЛХ. Надпороговое значение CD163+ макрофагов ассоциировано с распро-
страненной стадией заболевания, неудачами химиотерапии I линии, низкими по-
казателями 5-летней ОВ и БСВ, увеличением риска развития р/р форм заболе-
вания более чем в 10 раз. В свою очередь, увеличение количества CD68+ клеток 
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взаимосвязано только с низкой частотой полного ответа на лечение I линии. Ко-
личественный подсчет с применением порогового уровня CD163+ и CD68+ экс-
прессирующих клеток может быть использован в качестве дополнительного к 
существующим моделям прогностическим критериям течения заболевания. 

Известно, что опухоль-ассоциированные гранулоциты за счет своей фено-
типической и функциональной гетерогенности принимают участие в каждом из 
этапов развития неоплазии. Согласно современным литературным источникам, 
данная популяция реактивного микроокружения способна влиять на прогноз те-
чения злокачественных новообразований, оказывая одновременно как проонко-
генный, так и противоопухолевый эффекты. 

В ходе исследования СD15+ гранулоцитов при НС кЛХ было обнаружено, 
что клетки, положительные в реакциях с соответствующими антителами, вы-
явлены в 98,6% исследуемых образцов (n=69). В данной популяции наблюдал-
ся мембранно-цитоплазматический характер окрашивания. В гистологических 
срезах доля CD15-позитивных кариоцитов варьировала в пределах от 0,5% до 
26,6%, Me экспрессии соответствовала 8,4% [Q1-Q3: 7,2-21,8]. В гистологиче-
ских срезах лимфатического узла гранулоциты, экспрессирующие CD15+, рас-
полагались преимущественно интерстициально, гистотопографических особен-
ностей не установлено.

В зависимости от порогового уровня содержания изучаемой популяции всех 
больных разделили на две группы: с высоким (надпороговым; ≥8,5%; n=34) и 
низким (подпороговым; <8,5%; n=35) количеством CD15+ гранулоцитов. Над-
пороговое значение CD15-позитивных клеток преобладало среди больных с 
B-симптомами (р=0,012; ОR=3,5; 95% CI=1,3–9,5) и в 3,6 раз чаще встречалась 
при распространенных стадиях НС кЛХ по отношению к обследуемым с лока-
лизованными стадиями заболевания (р=0,02; ОR=3,6; 95% CI=1,26–10,54). Уста-
новлено достоверное повышение частоты достижения полного ответа на I линию 
терапии у больных с подпороговой экспрессией маркера (р=0,001; ОR>10,0; 95% 
CI=6,8–93,2). При анализе 5-летней БСВ в группе пациентов с низкой выживае-
мостью наблюдалась статистически значимое преобладание надпорогового уров-
ня CD15+ клеток (рисунок 4а). При оценке 5-летней ОВ достоверные различия 
между группами не установлены (рисунок 4б).
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Рисунок 4 – ОВ (а) и БСВ (б) больных в зависимости от относительного 
 содержания CD15-позитивных гранулоцитов

Таким образом, определена взаимосвязь надпорогового содержания CD15+ 
гранулоцитов опухолевого микроокружения с неблагоприятным прогнозом НС 
кЛХ. Установление порогового уровня числа опухоль-ассоциированных клеток, 
экспрессирующих биомаркер CD15, может быть использовано в качестве допол-
нительного к существующим моделям прогностического критерия течения НС 
кЛХ. 

 Определение потенциальной прогностической роли относительного числа 
CD20-положительных B-лимфоцитов, как одного из компонентов опухолевого 
микроокружения при НС кЛХ, становится в последнее время все более актуаль-
ным. С помощью ROC-анализа установлено прогностически значимое порого-
вое значение CD20+ B-клеток в пораженных лимфатических узлах, равное 17,2%. 
С учетом указанного показателя проведен анализ дифференцированной экспрес-
сии маркера в зависимости от клинических проявлений заболевания. Определена 
взаимосвязь низкой экспрессии количества В-лимфоцитов в микроокружении с 
такими неблагоприятными факторами, как распространенная стадия болезни, 
наличие В-симптомов, отсутствие ПР. Сниженное относительное содержание 
CD20-позитивных В-клеток характерно для обследованных с рецидивами и реф-
рактерностью к химиотерапии, и связано с низкой БСВ (рисунок 5). Риск раз-
вития нежелательного события у больных с подпороговой экспрессией маркера 
(<17,2%) увеличивался в 4,2 раза по сравнению с пациентами, имевшими более 
высокие значения CD20+ экспрессирующих кариоцитов (HR=0,24; 95% CI: 0,09-
0,62, р=0,003). 



94

Рисунок 5 – ОВ (а) и БCВ (б) больных в зависимости от порогового значения 
CD20-позитивных лимфоцитов

Установленные в ходе исследования данные согласуются с имеющимися в 
доступной литературе работами, в которых отмечена связь низкого числа CD20-
позитивных клеток с неблагоприятным течением кЛХ и низкой выживаемостью 
больных после I линии терапии. Наиболее вероятно, полученные нами резуль-
таты обусловлены тем, что уменьшение количества реактивных B-лимфоцитов 
микроокружения приводит к сниженной их способности поддерживать противо-
опухолевый иммунитет на должном уровне, который они обеспечивают в нор-
мальных условиях за счет антителозависимой цитотоксичности. Повышение же 
количества CD20-положительных B-лимфоцитов, ассоциированное с лучшими 
показателями БСВ, вероятно, характеризует степень иммунной защиты организ-
ма у больных НС кЛХ. В целом, полученные данные по морфометрической оцен-
ке CD20+ В-клеток реактивного опухолевого микроокружения с применением 
иммуногистохимического анализа указывают на целесообразность включения 
данного маркера в качестве дополнительного прогностического при НС кЛХ. 

К самой большой по численности популяции иммунных клеток опухоль-ас-
социированного микроокружения относятся T-клетки. Основными их субпоуля-
циями, представленными при НС кЛХ, являются CD4- и CD8-антигенпозитивные 
Т-лимфоциты, роль которых в патогенезе заболевания детерминирована. Однако 
предметом многочисленных дискуссий продолжает оставаться определение про-
гностически значимого порогового содержания этих субпопуляций в лимфатиче-
ских узлах, вовлеченных в патологический процесс.



В ходе исследования отмечены определенные закономерности, которые 
были связаны с особенностями экспрессии CD4 и CD8 маркеров Т-клеточной 
популяции у больных НС кЛХ. В гистологических срезах лимфатических уз-
лов доля CD4-позитивных клеток варьировала в пределах от 0,5% до 21,6%, Me 
соответствовала 9,9% [Q1-Q3: 8,3-12,3]. Гистотопографических особенностей 
при этом не выявлено. При чувствительности - 0,862 (86,2%) и специфичности 
- 0,559 (44,1%), AUC под ROC-кривой составила 0,613±0,073, (95% CI: 0,470-
0,756), однако модель не подтвердила свою значимость в данной когорте боль-
ных (р=0,123). Взаимосвязи относительного содержания регуляторных CD4-
позитивных Т-клеток с ответом на I линию терапии не установлено (p>0,05). 
Таким образом, гистототопические характеристики, так же, как и пороговое зна-
чение Т-хелперов реактивного опухолевого микроокружения не связаны с клини-
ко-лабораторными параметрами и характером течения заболевания. 

Количество CD8-положительных цитотоксических клеток варьировало 
в пределах от 3,4% до 26,7%. Me экспрессии соответствовала 10,6 % [Q1-Q3: 
7,8-14,3]. Изучаемая популяция Т-лимфоцитов встречалась в гистологических 
срезах пораженных лимфатических узлов в виде скоплений разной величины и 
формы, либо в виде дискретно лежащих по всему срезу клеток. В отдельных 
случаях обнаруживались гистологические паттерны по типу розеткообразных 
структур вокруг опухолевых клеток, однако выявленные особенности локализа-
ции CD8+ лимфоцитов не ассоциировались с клинико-лабораторными параме-
трами и характером течения НС кЛХ. При чувствительности - 0,6 (60,0%) и спец-
ифичности - 0,445 (54,5%) AUC под ROC-кривой составила 0,511±0,074, (95% 
CI: 0,470-0,756), тем не менее модель не подтвердила свою значимость в данной 
когорте больных (р=0,885). Следовательно, пороговое значение цитотоксических 
Т-клеток опухолевого микроокружения не связано с характером течения и клини-
ко-лабораторными особенностями заболевания. Гистотопографические особен-
ности CD8+ Т-лимфоцитов реактивного опухолевого микроокружения также не 
имеют ассоциации с прогнозом течения НС кЛХ. 

Отсутствие достоверности в полученных результатах можно объяснить тем, 
что опухолевый субстрат при НС кЛХ в процессе своего развития приобретает 
ряд свойств, позволяющих ему избегать иммунного надзора. Вероятно, это свя-
зано с недостаточностью иммунных реакций, направленных на распознавание 
чужеродных продуктов генов клеток ХБРШ Т-клеточным звеном иммунитета. 



Для уточнения зависимости пороговых показателей исследованных маркеров с 
БСВ пациентов проведен однофакторный регрессионный анализ Кокса. Проана-
лизирована степень влияния на риск возникновения неблагоприятного события 
при БСВ каждого предиктора в отдельности. C учетом того, что пороговые по-
казатели для Т-клеточных популяций (CD4+, CD8+) не установлены, они были 
исключены из дальнейшего анализа.

Факторами, значимо влияющими на снижение продолжительности БCВ 
больных НС кЛХ в течение 5 лет, стали: распространенная стадия заболевания, 
наличие B-симптомов, пороговые уровни CD163+ (≥7,9%), CD15+ (≥8,5%) и CD20+ 

(<17,2%) клеток реактивного опухолевого микроокружения (p<0,05). Достовер-
ных различий по остальным параметрам не установлено (таблица 1). 

Таблица 1 – Результаты однофакторного регрессионного анализа Кокса 
 предикторов БСВ 

Параметр
БСВ

95% CI p
Пол (муж.) 0,711 (0,348-1,451) 0,348
Распространенная стадия заболевания 6,278 (1,906-20,678) 0,003*
Наличие B-симптомов 2,581 (1,249-5,335) 0,010*
Морфологический тип по BNLI (NS II) 1,297 (0,621-2,711) 0,489
Количество CD163+ (≥7,9%) 8,868 (3,100-25,372) <0,001*
Количество CD68+ (≥12,1%) 1,841 (0,885-3,831) 0,102
Количество CD15+ (≥8,5%) 7,063 (2,463-20,256) <0,001*
Количество CD20+ (<17,2%) 0,180 (0,069-0,469) <0,001*

Примечание – « * » – различия показателей статистически значимы (p<0,05)

В результате многофакторного анализа выявлено, что фактором, независи-
мо влияющим на риск возникновения неблагоприятного события при БСВ, явля-
ется надпороговый уровень CD163+ экспрессирующих макрофагов в биоптатах 
лимфатических узлов, вовлеченных в патологический процесс. Таким образом, 
содержание CD163+ макрофагов ≥7,9% в опухолевом микроокружении является 
независимым фактором неблагоприятного прогноза течения НС кЛХ. Наличие 
B-симптомов, распространенная стадия заболевания, а также пороговый уровень 
реактивных CD20+ B-лимфоцитов (<17,2%) не подтвердили своего независимого 
(самостоятельного) значения в качестве дополнительного прогностического па-
раметра в выбранной когорте больных (таблица 2).



Таблица 2 – Результаты многофакторного регрессионного анализа Кокса (с 
учетом анализа корреляционной матрицы коэффициентов регрессии)

Параметр
БСВ

95% CI p
Распространенная стадия заболевания 3,777 (0,991-14,395) 0,052
Наличие B-симптомов 0,850 (0,381-1,894) 0,691
Количество CD163+ (≥7,9%) 5,389 (1,466-19,800) 0,011*
Количество CD20+ (<17,2%) 0,689 (0,205-2,309) 0,546

Примечание – « * » – различия показателей статистически значимы (p<0,05)

Таким образом, надпороговые значения CD163+, CD68+, CD15+ и подпорого-
вый уровень CD20+ клеток ассоциированы с неблагоприятными клинико-лабора-
торными показателями НС кЛХ, снижением частоты полного ответа на терапию 
I линии и БСВ больных вне зависимости от характера их локализации в поражен-
ных лимфатических узлах. Определение количества популяций кариоцитов, экс-
прессирующие указанные маркеры, может быть использовано в качестве допол-
нительных прогностических факторов течения заболевания, а также включено в 
существующие прогностические модели с целью усовершенствования персони-
фицированного подхода в лечении заболевания и улучшения показателей выжи-
ваемости для данной категории пациентов. С помощью многофакторного анали-
за установлено, что биомаркер CD163 является независимым фактором прогноза 
НС кЛХ. 

Несмотря на варьирование относительного количества CD4+, CD8+ 
Т-клеточных субпопуляций у различных больных, в целом ассоциации гистото-
пографических характеристик и особенностей их содержания с течением НС кЛХ 
не установлено. Возможно, это обусловлено тем, что основные механизмы кле-
точного иммунитета при данной патологии более сложны и протекают различно в 
каждом индивидуальном случае. Следовательно, межклеточные взаимодействия 
с участием Т-лимфоцитов не определяются данными маркерами и использован-
ными высокотехнологичными методами. Также не исключается влияние белка 
контрольных точек – лиганда запрограммированной клеточной смерти PD-L1, 
распознающегося и связывающегося с PD-1 на поверхности Т-лимфоцитов, что 
приводит к инактивации сигналов T-клеточного рецептора, снижению аутоим-
мунной агрессии и угнетению иммунного ответа.



Выводы. Определены прогностически значимые пороговые уровни со-
держания CD163+ и CD68+ макрофагально-гистиоцитарных кариоцитов, CD15+ 
гранулоцитов, CD20+ В-лимфоцитов в лимфатических узлах больных НС кЛХ 
вне зависимости от гистотопографических особенностей распределения клеток. 
Надпороговое значение CD163+ макрофагов ≥7,9% ассоциировано с распростра-
ненной стадией заболевания, неудачами химиотерапии 1 линии, низкими показа-
телями 5-летней ОВ и БСВ, увеличением риска развития р/р форм заболевания 
более, чем в 10 раз. Биомаркер CD163+ является независимым фактором про-
гноза течения НС кЛХ. Увеличение количества CD68+ клеток >12,1% взаимос-
вязано с низкой частотой полного ответа на лечение НС кЛХ. Надпороговый 
уровень CD15+ гранулоцитов ≥8,5% связан с наличием В-симптомов, распро-
страненной стадией НС кЛХ, высоким риском не достижения полного ответа на 
терапию I линии, снижением 5-летней ОВ и БСВ пациентов. Подпороговое зна-
чение СD20+ B-лимфоцитов <17,2% в опухолевом микроокружении ассоцииро-
вано с В-симптомами, распространенностью патологического процесса, низкой 
5-летней БСВ больных. Взаимосвязи особенностей распределения и содержания 
CD4+, CD8+ субпопуляций Т-клеток реактивного опухолевого фона с характером 
течения НС кЛХ не выявлено. 
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Изменение состава T-лимфоцитов в процессе получения CAR T- клеток

Changes in the subsets of T-lymphocytes during the production of CAR T-cells 

Аннотация. Клеточная терапия с использованием лимфоцитов с химерным антигенным ре-
цептором (chimeric antigen receptor, CAR) лежит в основе перспективных лечебных опций при 
иммунотерапии онкогематологических заболеваний и солидных опухолей. Качество конечно-
го клеточного продукта в процессе производства зависит от различных факторов. В настоящей 
статье представлены данные об изменении субпопуляционного состава Т-лимфоцитов при по-
лучении CAR T-клеток.
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Abstract. Cell therapy using lymphocytes with a chimeric antigen receptor (CAR) is the basis for 
new promising therapeutic options in the immunotherapy of oncohematological diseases and solid 
tumors. The quality of the final cellular product during the manufacturing process depends on various 
factors. This article presents data on changes in the subpopulation of T lymphocytes during the pro-
duction of CAR T cells. 

Ключевые слова: Т-лимфоциты; CAR Т-клетки; Т-клетки с химерным антигенным рецепто-
ром; продукция клеток; проточная цитометрия.

Index terms: T-lymphocytes; CAR T-cells; Chimeric Antigen Receptor T-cells; cell production; flow 
cytometry. 

Введение. Появление адоптивной терапии генно-модифицированны-
ми Т-лимфоцитами с химерными антигенными рецепторами (chimeric antigen 
receptor, CAR) произвело революцию в лечении онкогематологических заболе-
ваний. В основе этого способа лежит создание пула опухоль-специфичных цито-
токсических лимфоцитов путем модификации их трансгеном, кодирующим хи-
мерный антигенный рецептор (CAR T-клетки) [1, 2].

Получение CAR T-клеток включает в себя ряд сложных этапов, начиная с 
выделения Т-лимфоцитов из крови пациента и заканчивая их генетической моди-
фикацией и размножением перед инфузией [3,5]. Эффективность CAR-T терапии 
может быть ограничена недостаточной функциональной стабильностью клеток. 
Поэтому важно понимать механизмы, регулирующие активацию и дифференци-
ровку T-лимфоцитов, чтобы оптимизировать технологию их производства и, в 
конечном итоге, повысить эффективность лечения [8].

Т-лимфоциты (Т-клетки) занимают особое место в иммунной системе играя 
решающую роль в реализации механизмов клеточного иммунного ответа. Число 
субпопуляций Т-лимфоцитов значительно больше, чем В-лимфоцитов. Общим 
маркером для всех разновидностей Т-клеток является молекулярный комплекс 
TCR-CD3 [2]. Среди Т-лимфоцитов выделяют 4 субпопуляции: Т-хелперы, цито-
токсические Т-лимфоциты, естественные регуляторные Т-клетки (Treg) и есте-
ственные киллерные Т-клетки (NKT-клетки).

В процессе дифференцировки тимоцитов на их поверхности экспрессиру-
ются одновременно маркеры CD4+ и CD8+. Однако в последующем маркер CD4+ 
исчезает с части клеток и сохраняется только на субпопуляции, переставшей экс-
прессировать антиген CD8+. Зрелые CD4+ клетки являются Т-хелперами, а CD8+ 

— цитотоксическими Т-клетками.

kovtunova
Выделение
курсив
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Термином наивные Т-лимфоциты (TN) описывают популяции цитотоксиче-
ских Т-клеток и Т-хелперов, которые прошли антиген-независимую дифферен-
цировку в тимусе, покинули тимус, но еще не подверглись антиген-зависимой 
дифференцировке во вторичных лимфоидных органах. Эти лимфоциты с током 
крови и лимфы мигрируют по Т-зависимым зонам вторичных лимфоидных орга-
нов до момента контакта с антиген-презентирующей клеткой, представляющей 
на своей поверхности в комплексе с молекулой МНС пептид, который будет рас-
познан Т-клеточным рецептором TN. Отличительной особенностью данной попу-
ляции Т-клеток является наличие на клеточной мембране таких поверхностных 
маркеров как CD45RA+CD45RO-[6, 7]. 

Одним из ключевых событий жизни наивных T-клеток является их диффе-
ренцировка. Циркулирующие стволовые клетки памяти (TSCM) превращаются в 
клетки центральной памяти (TCM), потом в эффекторные клетки памяти (TEM), 
затем окончательно дифференцируются в эффекторные Т-клетки (TEff) [4, 5]. По-
следние характеризуются высокой цитотоксической активностью и выработкой 
провоспалительных цитокинов. 

Т-клетки памяти, как Т-хелперы, так и цитотоксические Т-лимфоциты, 
идентифицируются на основании экспрессии мембранных антигенов CD45RA−

CD45RO+ и подразделяются на клетки центральной памяти (TCM), которые ми-
грируют в лимфоидные ткани, и эффекторные клетки памяти (TEM), которые пе-
ремещаются в различные периферические ткани. Т-клетки центральной памяти 
обладают длительной способностью к самовоспроизведению, способствуя устой-
чивому иммунному надзору. Дифференцировка TCM в TEM приводит к снижению 
экспрессии маркеров CCR7+ и CD62L+ и потере способности к миграции клеток 
в лимфоидные ткани, хотя TEM обладают самой высокой цитотоксичностью среди 
всех подтипов клеток памяти [6]. Принципиальным отличием этих клеток от TN 
является то, что они уже прошли антиген-зависимую дифференцировку во вто-
ричных лимфоидных органах. [7, 8].

Субпопуляционный состав Т-лимфоцитов (эффекторных Т-клеток и 
Т-клеток памяти), используемых при производстве CAR T-клеток, существенно 
влияет на их эффективность и стабильность in vivo. Исследования показали, что 
увеличение доли Т-клеток памяти в конечном продукте CAR T-клеток коррели-
рует с их устойчивой персистенцией, пролиферацией и высокой противоопухо-
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левой активностью после инфузии пациентам. И наоборот, преобладание эффек-
торных Т-клеток приводит к быстрому первоначальному ответу, но к раннему 
истощению и к отсутствию долгосрочной эффективности. Таким образом, оцен-
ка иммунофенотипа Т-лимфоцитов при производстве CAR T-клеток позволит 
определять потенциально более эффективный клеточный продукт, содержащий 
Т-клетки памяти [4]. 

Следовательно, анализ субпопуляционного состава Т-клеток после транс-
дукции имеет важное значение для получения качественного эффективного про-
дукта с низкой токсичностью, способного, в целом, улучшить результаты лече-
ния онкогематологических заболеваний.

Цель: изучить динамику состава T-лимфоцитов в процессе получения CAR 
T- клеток.

Материалы и методы. Материал — Т-лимфоциты периферической крови 
25 условно здоровых лиц (доноры крови и ее компонентов). Из них 17 мужчин 
и 8 женщин, в возрасте от 30 до 45 (медиана 40) лет. Процесс получения CAR 
T-лимфоцитов включал в себя ряд этапов. Сначала выделяли мононуклеарные 
клетки периферической крови на градиенте плотности Lympholyte - H («Cedar-
lane», Канада). Затем осуществляли отбор Т-клеток из суспензии мононуклеаров 
периферической крови путем отрицательной селекции с использованием набора 
EasySep Human T Cell Isolation Kit («StemCell», Канада). Т-лимфоциты помещали 
в среду для размножения ImmunoCult-XF T Cell Expansion Medium («StemCell», 
Канада), с добавлением IL-2 и ципрофлоксацина, активируя Т-клетки посред-
ством контактной стимуляции рецепторов CD3/CD28 с использованием набора 
активаторов ImmunoCult Human («StemCell», Канада) CD3/CD28/CD2. Культу-
ру Т-лимфоцитов инкубировали в контролируемых условиях при температуре 
37°C в атмосфере с 5%-ной концентрацией CO2. Через 24 часа питательную сре-
ду заменяли и осуществляли трансдукцию Т-клеток лентивирусными частица-
ми методом спинфекции (центрифугирование при 1200 g в течение 90 мин при 
температуре 32 °C) с добавлением полибрена (5 мкл/мл). Далее проводили нара-
щивание CAR T-клеток в биореакторе с газопроницаемой мембраной.

Анализ иммунофенотипа Т-лимфоцитов осуществляли методом проточной 
лазерной цитофлуориметрии после выделения Т-клеток и на 5-6 сутки. Образ-
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цы окрашивали флуорохром-меченными моноклональными антителами к анти-
генам человека: анти-CD45-PerCP-Cy5.5, анти-CD3-APC, анти-CD4-APC-Cy7, 
анти-CD8-Pe-Cy7, анти-CD45RA-FITC, анти-CD45RO-PE, анти-CD25-PE, анти-
HLA-DR-FITC («Backman Coulter», США). Клетки инкубировали 15 мин. без до-
ступа света при комнатной температуре. Исследования проводили на проточном 
цитофлуориметре BD FACSCantoTM II («BD Biosciences», США) с использова-
нием программного обеспечения “BD FACS Diva” версии 7.0 («BD Biosciences», 
США). Гистограммы результатов проточной цитофлуориметрии показаны в ло-
гарифмическом масштабе. Пример полученных цитометрических данных и схе-
ма гейтирования представлены на рисунке 1.

Рисунок 1 — Схема гейтирования при оценке иммунофенотипа Т-лимфоцитов

На основе иммунофенотипа Т-лимфоцитов выделили их субпопуляции в со-
ответствии с экспрессией ими поверхностных маркеров (таблица 1). 
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Таблица 1 - Иммунофенотипическая характеристика субпопуляций 
Т-лимфоцитов

Наименование Иммунофенотип
Т-лимфоциты CD45(high)+CD3+

Т-хелперы CD45(high)+CD3+CD4+

Цитотоксические Т-лимфоциты CD45(high)+CD3+CD8+

Наивные Т-лимфоциты (TN) CD45(high)+CD3+C45RA+СD45RO-

Т-лимфоциты центральной памяти (Tcm) CD45(high)+CD3+C45RA-СD45RO+

Активированные Т-лимфоциты CD45(high)+CD3+CD25+HLA-DR+

Результаты обрабатывали с использованием программы IBM SPSS Statistics 
23 («SPSS: An IBM Company», США) и представляли в виде медианы (Ме) и 
интерквартильного размаха (Q1-Q3). При сравнении использовали методы непа-
раметрической статистики для зависимых выборок: Т-критерия Вилкоксона. Раз-
личия считали достоверными при p<0,05.

Результаты и их обсуждение. В ходе исследования оценено содержание 
CD45(high)+CD3+ лимфоцитов на разных этапах получения CAR T-клеток: 1 этап 
– число Т-лимфоцитов после их селекции из мононуклеарной фракции клеток; 2 
этап – оценка количества Т-клеток на 5 – 6 сутки после их трансдукции на фазе 
экспансии и добавления цитокинов.

Относительное содержание Т-лимфоцитов в исходной взвеси и в конечном 
клеточном продукте не имело статистически значимых различий, медиана со-
ставляла 99,3% (Q1-Q3: 98,9 – 99,4) и 97,9% (Q1-Q3: 97,6 -98,8) соответственно 
(р=0,560). Анализ не выявил существенных изменений в количестве цитотоксиче-
ских Т-лимфоцитов, Т-лимфоцитов-хелперов и соотношении CD4/CD8 в процес-
се получения CAR T-клеток (p=0,950, 0,110 и 0,090). Это свидетельствует о ста-
бильности клеточной культуры на разных этапах получения CAR T-лимфоцитов 
(таблица 2). 
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Таблица 2 - Субпопуляционный состав Т-лимфоцитов

Показатель Исходная взвесь Конечный продукт p
Т-лимфоциты, % 99,3 (98,9 – 99,4) 97,9 (97,6 -98,8 ) 0,560
Т-хелперы, % 66,4 (60,6 – 73,1) 62,8 (40,2 – 71,8) 0,950
Цитотоксические 
Т-лимфоциты, %

30,6 (25,7 – 34,9) 31,1 (23,2 – 35,5) 0,110

Соотношение (CD4/CD8) 2,2 (1,9 – 3,0) 1,8 (1,2 – 2,7) 0,090
Наивные Т-лимфоциты (TN),% 36,4 (27,7 -49,9) 4,3 (1,3 – 6,7) 0,001
Т-лимфоциты центральной па-
мяти (Tcm), %

56,2 (39,2 – 66,3) 91,6 (85,9 – 97,8) 0,001

Активированные 
Т-лимфоциты, %

0,8 (0,6 – 1,4) 53,1 (34,7 – 75,9) 0,001

*Данные представлены в виде медианы (Ме) и интерквартильного размаха (Q1-Q3)

При изучении Т-лимфоцитов центральной памяти обнаружили статисти-
чески значимые различия: относительное количество клеток возросло с 56,2% 
(Q1-Q3: 39,2 – 66,3) до 91,6% (Q1-Q3: 85,9 – 97,8) в конечном клеточном продукте 
соответственно (p<0,001). Содержание наивных Т-клеток в исходной взвеси со-
ставило 36,4 % (Q1-Q3: 27,7 — 49,9). После проведения трансдукции и экспансии 
CAR T-лимфоцитов в биореакторе наблюдалось значительное снижение TN кле-
ток до 4,3% (Q1-Q3: 1,3 – 6,7) (p<0,001), что свидетельствует об дифференцировке 
наивных Т-лимфоцитов в Т-клетки центральной памяти.

Анализ экспрессии маркеров активации показал, что доля CD45(high)+C-
D3+CD25+HLA-DR+-клеток увеличилась в процессе культивирования. На 1 этапе 
медиана содержания активированных Т-лимфоцитов составила 0,8% (Q1-Q3: 0,6 
- 1,4), в то время как на 2 до 53,1% (Q1-Q3: 34,7 – 75,9) (p<0,001). 
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Рисунок 2 — Распределение субпопуляционного состава Т-лимфоцитов 

Таким образом, процесс получения CAR Т-лимфоцитов сопровождается вы-
раженным изменением состава Т-клеток, в частности, приводит к сдвигу количе-
ственного соотношения субпопопуляций TN клеток в сторону более дифференци-
рованных Tcm, а также к увеличению экспрессии маркеров активации.

Вывод. После проведения трансдукции и экспансии в биореакторе с газо-
проницаемой мембраной, при добавлении цитокинов и набора контактной акти-
вации рецепторов Т-клеток, происходит значительное снижение доли наивных 
Т-лимфоцитов, увеличение - дифференцированных центральных Т-клеток па-
мяти среди трансдуцированных Т-лимфоцитов, возрастание числа клеток в со-
стоянии активации, что относится к факторам, увеличивающим эффективность 
противоопухолевой терапии. При этом доля Т-хелперов и цитотоксических 
Т-лимфоцитов остается практически без изменений. Полученные результаты мо-
гут быть использованы для оптимизации процесса получения CAR T-клеток и, в 
конечном итоге, повышения эффективности лечения онкологических заболева-
ний. 
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Эффективность индукционных схем терапии при лечении пациентов 
с фолликулярной лимфомой в зависимости от химиотерапевтического 

агента

Efficasy of induction therapy regimens in the treatment of patients with 
follicular lymphoma depending on the chemotherapy agent

Аннотация. Оценка эффективности и профиля токсичности терапии первой линии, вклю-
чающая схемы ритуксимаб/обинутузумаб-бендамустин (R/G-B) и ритуксимаб/обинутузумаб-
CHOP (R/G-CHOP), у 50 пациентов, наблюдавшихся в Федеральном государственном бюд-
жетным учреждении науки «Кировском научно-исследовательском институте гематологии и 
переливания крови Федерального медико-биологического агентства» с января 2020 г. по ян-
варь 2024 г.

Abstract. Assessment of the effectiveness and toxiti profile of first-line therapy, including the regi-
mens rituximab/Obinutuzumab-bendamustine (R/G-B) and rituximab/Obinutuzumab-CHOP (R/G-
CHOP), for 50 patients observed at the Federal State Budgetary Institution of Science “Kirov Re-
search Institute of Hematology and Blood Transfusion of Federal Medical and Biological Agency” 
from January 2020 to January 2024.

Ключевые слова: фолликулярная лимфома, первая линия терапии, ритуксимаб, обинутузумаб, 
бендамустин.

Index terms: follicular lymphoma, first line of therapy, rituximab, obinutuzumab, bendamustine.

Введение. Фолликулярная лимфома (ФЛ) наиболее распространенный тип 
индолентных неходжкинских лимфом. Опухоль происходит из В-клеток центра 
фолликула (герминального центра), представленная центроцитами и центробла-
стами (крупными трансформированными лимфоидными клетками), с фоллику-
лярным типом роста [2].
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Фолликулярная лимфома встречается в основном у пациентов старшей воз-
растной группы, редко дебютирует у больных в возрасте младше 18 лет. На мо-
мент постановки диагноза средний возраст обследовавшихся составлял 65 лет. 
Во всем мире ФЛ является вторым по распространенности типом неходжкин-
ских лимфом (НХЛ) после диффузной крупноклеточной В-клеточной лимфомы 
(ДБККЛ), что составляет 35% всех НХЛ и 70% низкодифференцированных НХЛ. 
Гистологическая трансформация ФЛ в ДБККЛ происходит у 2-3% пациентов в 
год [2,3].

При выборе тактики и проведении терапии следует учитывать, что у пациен-
та могут быть атипичные проявления болезни, а также сочетание ФЛ с другими 
патологиями [1]. Пациентам с верифицированным диагнозом ФЛ рекомендовано 
начало терапии только при наличии как минимум одного из следующих призна-
ков: поражение ≥3 лимфатических зон с размерами лимфатических узлов ≥3 см в 
диаметре; любые нодальные или экстранодальные вовлечения более 7 см в диа-
метре (bulky); наличие В-симптомов; спленомегалия; плеврит и/или асцит; цито-
пения (лейкоциты 1,0 × 109 /л). При отсутствии перечисленных выше показаний 
к началу терапии подробное клиническое обследование должно проводиться 1 
раз в 3 месяца, инструментальная визуализация очагов поражения – 1 раз в 6 
месяцев. В случае отсутствия признаков активности заболевания в течение 2 лет 
интервал может быть увеличен до 6 и 12 месяцев соответственно [1,5,7].

Улучшение БРВ и ОВ достигнуто комбинацией ритуксимаба с другими хи-
миотерапевтическими препаратами. Rummel и соавт. в своем исследовании срав-
нили R-CHOP с режимом ритуксимаб-бендамустин. Показатели БРВ составили 
69,5 и 31,2 месяца в группах ритуксимаб-бендамустин и R-CHOP ( P <0,001), со-
ответственно, и последнее не показало улучшения ОВ. Важно отметить, что в 
кагорту пациентов были включены не только больные ФЛ, но и другие индолент-
ные лимфомы [6,7].

Пациентам с ФЛ, достигшим полной или частичной ремиссии после пер-
вой линии терапии с применением монотерапии ритуксимабом или полихими-
отерапии с включением ритуксимаба, рекомендовано поддерживающее лечение 
ритуксимабом 1 раз в 2 месяца в течение 2 лет. При появлении признаков про-
грессирования поддерживающую терапию следует прекратить. Пациентам с ФЛ, 
достигшим полной или частичной ремиссии после первой линии терапии с при-
менением полихимиотерапии с включением обинутузумаба, рекомендовано под-



113

держивающее лечение обинутузумабом 1 раз в 2 месяца в течение 2 лет, всего 12 
введений [1,4].

CHOP и бендамустин остаются наиболее широко используемыми схемами 
химиотерапии в сочетании с анти-CD20 антителами. Последние данные пока-
зали возможное преимущество GA101 в сочетании с терапией CHOP, а также 
возможность получения аналогичных результатов при использовании схем без 
химиотерапии [6].

Цель исследования. Провести анализ общей выживаемости (ОВ) и безре-
цидивной выживаемости (БРВ) пациентов ФЛ по результатам терапии первой 
линии в зависимости от химиотерапевтического агента R/G-CHOP против R/G-B. 
Оценить степень токсичности индукционной терапии R/G-CHOP и R/G-B.

Материалы и методы. В исследование включены 50 пациентов, получав-
ших индукционную терапию в ФГБУН КНИИГиПК ФМБА России с января 2020 
по январь 2024. Мужчин – 14/50 (28%), женщин – 36/50 (72%). Возраст больных 
35–75 лет. Медиана возраста составила 57 лет. Всем больным верифицирован 
диагноз фолликулярная лимфома (ФЛ). 

У 30/50 (60%) пациентов наблюдались экстранодальные очаги: у 2/30 (6%) 
–поражение орбиты и слезного аппарата, в 6/30 (20%) случаях – ротоглотка, в 
1/30 (3%) – слизистая носа, в 2/30 (6%) – ткань легкого, в 2/30 (6%) – околоушная 
слюнная железа, в 1/30 (3%) – почки, в 3/30 (10%) – мягкие ткани, в 2/30 (6%) 
– подвздошная кишка, в 1/30 (3%) – щитовидная железа, у 10/30 (33%) – позвон-
ки. У 20/30 (66%) пациентов наблюдалась генерализованная лимфоаденопатия. В 
4/50 (8%) случаях диагностировано локализованное поражение лимфатических 
узлов, у 16/50 (32%) – печени, селезенки.

В зависимости от клеточного состава гистологического материала опухоли 
был определен цитологический тип ФЛ. 1-й цитологический тип –16/50 (32%), 
2-й цитологический тип – 15/50 (30%), 3-й цитологический тип – 19/50 (38%). 

Для определения стадии заболевания применялся метод компьютерной то-
мографии (КТ) или позитронно-эмиссионной томографии (ПЭТ-КТ). Согласно 
классификации Ann Arbor у 9/50 (18%) верифицирована I-II стадии заболевания, 
III стадия- 15/50 (30%), IV стадия-26/50 (52%). Соответствие стадии заболевания 
и цитологического типа ФЛ представлены в таблице 1.
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Таблица1 - Характеристика стадии заболевания и цитологического типа у 
пациентов с ФЛ

Стадия заболевания по 
Ann Arbor

1 цитологический 
тип

2 цитологический 
тип

3 цитологический 
тип

I-II 4/50 (8%) 1/50 (2%) 4/50 (8%)
III 5/50 (10%) 6/50 (12%) 4/50 (8%)
IV 7/50 (14%) 8/50 (16%) 11/50 (22%)

По критериям FLIPI были выделены следующие группы пациентов: низкая 
группа риска - 9/50 (18%), промежуточная - 33/50 (66%), высокая – 8/50 (16%). 

Методом флуорисцентной гибридизации (FISH) определены молекулярно – 
генетические аберрации, результаты представлены в таблице 2. 

Таблица 2 - Характеристика молекулярно – генетических аберраций у 
 больных ФЛ

Молекулярно-генетические аберрации
Частота генетических аберраций у больных 

ФЛ
t(14;18) 9/50 (18%)
экспрессия BCL2(18q21) 2/50 (4%)
нормальный кариотип 8/50 (16%)
не проводилось исследование 31/50 (62%)

Показатели общего анализа крови (ОАК) были удовлетворительными пе-
ред началом проведения индукционной терапии. Уровень нейтрофилов у 50/50 
(100%) составлял не менее 1,0 × 109 /л. Количество тромбоцитов менее 100х109/л 
– 2/50 (4%).

Результаты. Выполнен анализ ОВ всех пациентов в обеих группах. Исполь-
зован статистический метод Каплайн – Майера (рисунок 1). По данным анализа 
3-х летняя ОВ составляет 98%, 5-летняя ОВ – 80%.
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Рисунок 1 - ОВ больных ФЛ (n=50) на терапии RB/GB и R-CHOP/G-CHOP

Ответ после лечения определялся методом КТ или ПЭТ-КТ. Индукционная 
терапия по схеме бендамустин в комбинации с ритуксимабом или обинутузума-
бом (R/G – B) применялась у 13 человек – 26%. У 11 пациентов достигнут пол-
ный ответ – 85%, частичный ответ после лечения – у 1/13 (7,5%). Рецидив за-
болевания, после окончания терапии, возник у 1 пациента – 7,5%. У пациента 
была диагностирована IV стадия по Ann Arbor и 3а цитологический тип ФЛ. У 
2/13 – (15,3%) пациентов в ходе лечения развилась нейтропения 3-4 степени, что 
являлось показанием к назначению колониестимулирующих факторов (КСФ). 
Исходный уровень нейтрофилов до начала лечения был не менее 1,0х109/л.

Трехлетняя ОВ пациентов в группе, получающих терапию R/G – B, соста-
вила 73%, 5 – летняя ОВ не достигнута. Использован статистический метод Ка-
плайн-Майера (рисунок 2).
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Рисунок 2 - ОВ больных ФЛ (n=13) на терапии RB/GB

Схема CHOP в комбинации с ритуксимабом или обинутузумабом в качестве 
первой линии применялась у 37 пациентов – 72%. Полный ответ достигнут у 26 
больных – 70%. Частичная ремиссия получена у 1/37 – 3%. Рецидив заболевания 
зафиксирован в 10/37 случаях – 27%. В 4/10 случаях рецидивов (40%) диагности-
рован 3а/b цитологический тип ФЛ и IV стадия по Ann Arbor. Спектр нежелатель-
ных явлений включал в себя: аллопецию – у 37/37(100%), реактивацию вируса 
герпеса 6 типа – у 1/37 (3%), нейтропению менее 1,0х109/л – 1/37 (3%), токсиче-
ский гепатит – у 1/37 (3%). 

Сравнение нежелательных явлений в зависимости от химиотерапевтическо-
го агента приведено в таблице 3.
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Таблица 3 - Нежелательные явления, возникшие у пациентов в группе R/G-B 
и R/G-CHOP

Нежелательные явления
Частота нежелательных яв-

лений в группе R/G-B
Частота нежелательных яв-
лений в группе R/G-CHOP

Нейтропения 3-4 степени  2/13 (15%) 1/37 (3%)
Аллопеция -  37/37 (100%)

Реактивация вируса герпеса 
6 типа

- 1/37 (3%)

Токсический гепатит - 1/37 (3%)

В данной группе пациентов 3-х летняя ОВ составляет 95%, 5-летняя ОВ 
–78%. 3–х летняя БРВ– 70%,5 – летняя 47% (рисунок 3,4).

Рисунок 3 - ОВ больных ФЛ (n=37) на терапии R-CHOP/G-CHOP
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Рисунок 4 - БРВ пациентов ФЛ (n=37) на терапии R-CHOP/G-CHOP

Выполнена стратификация ОВ больных в зависимости от схемы индукцион-
ной терапии (рисунок 5). 3-х – летняя ОВ выше в группе пациентов, получавших 
индукционную терапию R/G-CHOP и составляет 95%.

Рисунок 5 - Зависимость ОВ больных ФЛ от схемы индукционной терапии



119

Всем пациентам, достигшим полной или частичной ремиссии, проводилась 
поддерживающая терапия моноклональными антителами: ритуксимабом или 
обинутузумабом по схеме 1 раз в 2 месяца в течение 2 лет.

Выводы. Выбор тактики терапии зависит от стадии заболевания, цитологи-
ческого типа ФЛ, коморбидности пациента. 

Комбинация ритуксимаба/обинутузумаба с химиотерапией показала высо-
кую эффективность в лечении больных ФЛ. В группе пациентов, получающих 
терапию R/G-B и R/G-CHOP, частота наступления полного ответа составила 85% 
и 70% соответственно. Однако показатели 3-х – летней ОВ оказались выше в 
группе больных, которым назначалась терапия R/G-CHOP и составила 95%.

Наименьшую гематологическую и негематологическую токсичность оказа-
ла терапия R/G-B. Данная терапевтическая опция позволяет проводить лечение у 
пациентов с наличием сопутствующей патологией. 

Характерная для ФЛ хромосомная аберрация t (14;18) обследовалась и под-
твердилась в 18% случаев. У 62% пациентов исследование не проводилось, у 
20%- нормальный кариотип. 

 Выполнение кариотипирования и FISH-исследлования перед началом тера-
пии необходимо для определения патогномоничной для ФЛ t (14;18) и дополни-
тельных неблагоприятных генетических аберраций, включенных в диагностиче-
ский поиск (реаранжировка гена MYC/гиперэкспрессия белка MYC, мутация в 
генах TP53 и IRF8). 
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Оценка цитотоксической активности лимфоцитов, несущих 
универсальный химерный антигенный рецептор

Evaluation of the cytotoxic activity of lymphocytes carrying a universal chimeric 
antigen receptor

Аннотация. CAR-T клеточная терапия — передовой метод лечения онкогематологических но-
вообразований. В предлагаемой новой модульной системе CAR-T с универсальным химерным 
антигенным рецептором (UCART) нацеливание на антиген-мишень происходит через молеку-
лу-посредник, в которой анти-CD20-моноклональное антитело связано с белком барназой. В 
состав UCAR входит белок барстар, обладающий высоким сродством взаимодействия с барна-
зой. Модульная система позволяет регулировать уровень цитотоксической активности путем 
изменения концентрации молекулы-посредника.

Abstract. CAR-T cell therapy is an advanced method for the treatment of hematological malignan-
cies. In the proposed new modular universal chimeric antigen receptor (UCART) CAR-T system, 
targeting of a target antigen occurs through a messenger molecule in which an anti-CD20 monoclonal 
antibody is linked to a barnase protein. UCAR contains the barstar protein, which has a high affinity 
for interaction with barnase. The modular system allows you to regulate the level of cytotoxic activity 
by changing the concentration of the mediator molecule.

Ключевые слова: универсальный химерный антигенный рецептор; цитотоксичность; барназа; 
барстар; конъюгат.

Index terms: universal chimeric antigen receptor; cytotoxicity; barnase; barstar; conjugate.
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Введение. Адоптивная клеточная терапия с использованием Т-лимфоцитов, 
несущих химерный антигенный рецептор (chimeric antigen receptor, CAR) де-
монстрирует высокую клиническую эффективность при лечении В - клеточных 
онкогематологических заболеваний [4,5]. CAR способен взаимодействовать с 
целевым опухоль-ассоциированным антигеном без участия молекулы главного 
комплекса гистосовместимости класса I. Контакт антигена с модифицированной 
Т-клеткой и дополнительное влияние костимулирующих доменов в составе CAR 
обуславливает развитие цитотоксической реакции [2]. 

На данный момент существует шесть зарегистрированных FDA коммерче-
ских препаратов CAR-T-клеток, а также ведутся многочисленные исследования 
по поиску новых модификаций CAR с целью повышения клинической эффек-
тивности и безопасности терапии [6]. Одним из таких направлений является соз-
дание модульных CAR, в которых взаимодействие CAR-T клетки и опухолевой 
мишени осуществляется через молекулу-посредника [1].

Разрабатываемая в рамках плановой НИР модульная система включает в себя 
универсальный химерный антигенный рецептор (UCAR) Т-клеток с распознаю-
щим внеклеточным доменом белком барстар и молекулу-посредник, представля-
ющую собой конъюгат анти-CD20 мононоклонального антитела (МКАТ) и белка 
барназа, который обладает способностью образовывать прочный молекулярный 
комплекс с белком барстар. Регуляция цитотоксической активности UCART воз-
можна за счет изменения концентрации молекулы-посредника (конъюгата).

Для оценки эффективности полученных UCART-лимфоцитов используется 
цитотоксический тест с клеточной линией, экспрессирующей целевой опухоле-
вый антиген. Кроме этого, возможна количественная оценка уровня секреции 
биологически активных молекул гранзима, интерферона гамма (ИФН-γ), факто-
ра некроза опухоли альфа (ФНО-α) в кондиционной среде при сокультивирова-
нии, обеспечивающих развитие цитотоксического эффекта [6].

Цель — оценить цитотоксическую активность UCART-лимфоцитов.

Материалы и методы. Для получения UCART-клеток была проведена 
трансдукция Т-лимфоцитов с использованием лентивирусного вектора третьего 
поколения, несущего ген UCAR — LvCAR-Bs-IgG4. 
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Трансдукция Т-лимфоцитов. Из периферической крови доноров выделяли 
фракцию мононуклеаров, с использованием градиента плотности Lympholyte - 
H («Cedarlane», Канада) путем центрифугирования при 400g, в течение 20 мин, 
t=22±1ºС с последующим однократным отмыванием фосфатным буферным рас-
твором («StemCell», Канада) при режиме 100g, 10 мин. Из полученной взвеси ме-
тодом негативной селекции на магнитных частицах изолировали Т-лимфоциты 
с использованием набора EasySep Human T Cell Isolation Kit (StemCell, Канада). 
Т-клетки ресуспендировали в среде ImmunoCult-XF T Cell Expansion Medium 
(«StemCell», Канада), интерлейкин-2 (ИЛ-2) (10 нг/мл) («Scistore», Россия), ци-
профлоксацин (10 нг/мл) (Синтез, Россия). Активацию Т-лимфоцитов проводи-
ли с использованием набора ImmunoCult Human CD3/CD28/CD2 T Cell Activator 
(«StemCell», Канада) путем контактного костимулирования рецепторов CD3/
CD28/CD2. Культуру Т-клеток инкубировали при 37°С и 5% концентрации CO2. 
Через 24 ч заменяли питательную среду и проводили трансдукцию Т-клеток ме-
тодом спинфекции с внесением полибрена (5 мкг/мл). При каждой замене пита-
тельной среды в процессе культивирования Т-лимфоцитов добавляли ИЛ-2 (10 
нг/мл).

Эффективность трансдукции донорских Т-лимфоцитов оценивали через 4-6 
суток методом проточной цитофлуориметрии (FACS Canto II, «BD Bioscience», 
США) по детекции шарнирной внеклеточной области IgG4, входящей в состав 
UCAR. Также регистрировали процент нежизнеспособных клеток, позитивных в 
отношении ДНК-тропного красителя 7-актиноминомицина D.

Цитотоксический тест. Клетки UCART и Raji (иммортализованные 
В-лимфобласты CD20+) совместно культивировали в среде RPMI-1640 с глу-
тамином («Биолот», Россия), содержащей богатую тромбоцитами плазму (4%), 
гепарин («Sigma», США, 2 Ед/мл), L-глутамин («StemCells», Канада, 2 мМ) в 
соотношении 1:1 при 37°С и 5% CO2 с внесением конъюгата в различных коли-
чествах: 0,1 мкг на 100 тыс. клеток опухоли (далее – Ск= 0,33 мкг/мл среды); 1 
мкг на 100 тыс. клеток опухоли (далее – Ск = 3,33 мкг/мл среды); 5 мкг на 100 
тыс. клеток опухоли (далее – Ск=16,67 мкг/мл среды). Эксперимент проводили с 
конъюгатами №1 (Газива-сахар-Hidr-sSIAB-BaQcSH) и №2 (Газива-NH2-SMCC-
BaQcSH). В качестве контрольных проб отдельно исследовали UCART, опухоле-
вую клеточную линию, а также смесь UCART и Raji без внесения конъюгата.
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Оценку результатов проводили через 24 ч сокультивирования. Определя-
ли изменение количественного соотношения популяций CD3+ UCART клеток и 
CD20+ опухолевых клеток Raji методом проточной цитофлуориметрии. В кон-
диционной питательной среде иммуноферментным анализом (ИФА) дополни-
тельно определяли содержание гранзима В («Cloud-Clone Corp.», США), фактора 
некроза опухоли-альфа (ФНО-α, «Вектор-Бест», Россия) и интерферона-гамма 
(ИФН-γ, «Вектор-Бест», Россия), с использованием ИФА-анализатора Infite F50 
(«Tecan», Австрия).

Результаты. При культивировании клеток Raji в течение 24 ч отмечено уве-
личение их количества в 1,2 раза при сохранении жизнеспособности на уровне 
97,2%. Доля клеток, экспрессирующих CD20, составила 99,4%.

Численность UCARТ лимфоцитов за сутки практически не изменялась, ко-
личество живых клеток – 97,4%, доля СD3+ клеток – 99,2%, при этом количество 
Т-лимфоцитов, экспрессирующих UCAR составляло 29,8% (Рисунок 1).

Рисунок 1- График распределения популяций Т-лимфоцитов после 
 трансдукции
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Совместное культивирование UCARТ и Raji без молекулы-посредника не 
приводило к существенному изменению их количественного соотношения (46,2% 
CD3+ и 47,7% CD20+ клеток).

При использовании обоих типов конъюгата в Ск=0,33 мкг/мл через 24 часа 
количество опухолевых клеток при совместном культивировании практически не 
менялось, что может свидетельствовать о недостаточном количестве молекул-по-
средников для возникновения цитотоксического эффекта.

При повышении дозы конъюгата до Ск=3,33 мкг/мл наблюдалось прояв-
ление цитотоксической активности UCARТ лимфоцитов. При этом количество 
CD20+ клеток сократилось в 2,2 раза (до 22,7%) при внесении конъюгата №1 и 
в 1,7 раз (до 29,2%) для конъюгата №2. Количество UCARТ при использовании 
молекул-посредников №1 и №2 увеличивалось в 1,3 (до 68,3%) и в 1,2 (до 58,2%) 
раза соответственно.

Максимальная концентрация Ск=16,67 мкг/мл обуславливала наиболее вы-
раженный цитотоксический эффект для всех исследуемых конъюгатов. Внесение 
конъюгата №1 сопровождалось снижением доли опухолевых клеток в 4,3 раза 
(до 11,5%), при росте количества UCARТ в 1,4 раза (до 69,5%). Использование 
конъюгата №2 привело к сокращению CD20+ клеток в 2,6 раз (до 19,4%), тогда 
как численность Т-лимфоцитов возросла в 1,3 раза (до 63,4%).

Результаты анализа кондиционной среды при проведении цитотоксического 
теста представлены в таблице 1. 

Таблица 1 - Секреция биологически активных молекул 

Проба
Определяемые молекулы

Гранзим, пг/мл ИФН-γ, пг/мл ФНО-α, пг/мл
Raji 0,00 29,95 2,06

UCARТ 111,32 715,02 7,94
Raji + UCARТ 150,79 1865,48 39,80

Конъюгат №1
Raji + UCARТ +
Ск=0,33 мкг/мл

252,76 2764,91 56,78

Raji + UCARТ +
Ск=3,33 мкг/мл

348,71 2188,26 45,11
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Проба
Определяемые молекулы

Гранзим, пг/мл ИФН-γ, пг/мл ФНО-α, пг/мл
Raji + UCARТ +
Ск=16,67 мкг/мл

268,96 2355,09 43,36

Конъюгат №2
Raji + UCARТ + 
Ск=0,33 мкг/мл

106,28 1523,61 102,63

Raji + UCARТ + 
Ск=3,33 мкг/мл

164,71 1495,68 96,75

Raji + UCARТ + 
Ск=16,67 мкг/мл

196,78 1433,00 77,44

Выявлено увеличение уровня продукции гранзима, ИФН-γ и ФНО-α при со-
культивировании модельных опухолевых клеток и UCARТ в присутствии моле-
кулы-посредника — конъюгата №1. При добавлении конъюгата №2 увеличения 
концентрации ИФН-γ не было зарегистрировано, что может быть связано с осо-
бенностями его получения.

Заключение. Таким образом, полученные UCART-клетки проявляли выра-
женную цитотоксическую активность в отношении мишени, несущей целевой 
антиген CD20 при добавлении конъюгата «барназа-моноклональное анти-CD20-
антитело». Уровень цитотоксического эффекта зависел от количества вносимых 
молекул-посредников при сокультивировании клеток. Так, концентрация конъю-
гата 0,33 мкг/мл не позволяла реализовать функциональную активность UCART. 
Содержание конъюгата 3,33 мкг/мл и 16,67 мкг/мл являлось достаточным для 
индуцирования цитотоксической реакции и сокращения популяции опухолевых 
клеток в среднем в 2,0 и 3,1 раза соответственно через сутки сокультивирования 
в смешанной культуре.
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Оценка эффективности первой линии терапии у пациентов с диагнозом 
лимфома из клеток мантии

Evaluation of the effectiveness of first-line therapy in mantle cell lymphoma 
patients 

Аннотация. В статье обсуждаются особенности лимфомы из клеток мантии (ЛКМ), включая 
иммунофенотипические маркеры, цитологические подтипы и прогностические факторы. Ос-
новное внимание уделено режимам лечения, включая химиотерапию на основе ритуксимаба и 
перспективные таргетные препараты. Оценена эффективность первой линии терапии ЛКМ в 
клинической практике.

Abstract. This article discusses the features of mantle cell lymphoma (MCL), including immuno-
phenotypic markers, cytologic subtypes, and prognostic factors. The focus is on treatment regimens, 
including rituximab-based chemotherapy and promising targeted agents. The effectiveness of the first 
line of treatment for paint and varnish in clinical practice.

Ключевые слова: лимфома из клеток мантии; выживаемость; химиотерапия; таргетная тера-
пия.

Index terms: mantle cell lymphoma; survivals; chemotherapy, targeted therapy.

Введение. Лимфома из клеток мантии (ЛКМ) – это зрелоклеточная 
В-клеточная лимфома из мелкого и среднего размера лимфоидных клеток с не-
правильным контуром ядер. Большинство случаев ЛКМ характеризует агрессив-
ное течение, но описаны и индолентные варианты [1].

ЛКМ составляет около 3-10% случаев неходжкинских лимфом у взрослых в 
западных странах [6]. Частота случаев увеличивается с возрастом. Более высокая 
встречаемость отмечается у представителей европейской расы [6]. В азиатских 
странах инцидентность ЛКМ варьирует (1%–6% от всех случаев лимфом) при 
среднем возрасте 60 лет [6].  Заболеваемость у мужчин гораздо выше, чем у жен-
щин (2:1), что, возможно, связано с частыми потерями хромосомы Y и делециями 
в PAR1 [2]. Гетерогенность клинического течения и прогноза у пациентов с ЛКМ 
в значительной степени обусловлена рядом таких факторов, как молекулярные 
аберрации, дизрегуляция клеточного цикла SOX-11, геномная нестабильность, 
особенности экспрессии генов, изменение микроокружения и эпигенетические 
нарушения. 
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ЛКМ, согласно классификации ВОЗ от 2017 года, разделяется на две прин-
ципиально разных категории по патогенетическому пути. Первый, классический 
вариант, который развивается из наивных В-лимфоцитов, без мутаций генов 
тяжелых цепей иммуноглобулинов (IGHV), и экспрессирующих транскрипци-
онный фактор SOX-11, высокую геномную сложность, характеризующийся 
агрессивным течением. Второй подтип ЛКМ происходит из SOX-11-негативных 
B-лимфоцитов с мутированными генами IGHV, которые обуславливают индо-
лентное клиническое течение [6]. Гиперэкспрессия Циклина D1 с транслокацией 
t(11;14) (q13;q32) является наиболее распространенным маркером и выявляется 
практически во всех случаях заболевания.

Классический иммунофенотип ЛКМ характеризуется экспрессией поверх-
ностных IgM/IgD, CD5, FMC7, CD43, BCL2, при этом клетки CD10, BCL6, CD23 
— негативные или слабо позитивные. В ряде случаев наблюдается аберрантный 
иммунофенотип [2].  

Всемирная организация здравоохранения (ВОЗ) выделяет 4 основных цито-
логических подтипа ЛКМ: 

• классический вариант (мономорфная инфильтрация центроцитоподоб-
ных лимфоидных клеток малого и среднего размера с округлыми или рас-
щепленными ядрами и узким ободком цитоплазмы);

• бластоидный (опухолевые клетки типа лимфобластов с дисперсным рас-
положением хроматина и множеством митозов); 

• плеоморфный (гетерогенная популяция с овальной и/или неправильной 
формой ядер и светлой цитоплазмой); 

• мелкоклеточный (мелкие лимфоидные клетки с глыбчатым хроматином, 
напоминающие субстрат лимфомы из малых лимфоцитов) [3].

С целью определения прогноза по общей выживаемости (ОВ) у больных 
классической формой ЛКМ, была разработана шакала MIPIb, которая включает 
в себя 5 независимых прогностических факторов, таких как возраст, концентра-
цию лактатдегидрогеназы (ЛДГ) крови, количество лейкоцитов в крови (х 109/л), 
ECOG статус и уровень Ki-67. Согласно данной шкале выделяют низкую (44% 
больных, медиана ОВ не достигнута), промежуточную (35% больных, медиана 
ОВ 51 месяц) и высокую группу риска (21%, медиана ОВ 29 мес.) [5]. 
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Факторы риска при ЛКМ – неоднородны. Заболевание биологически гете-
рогенно, и стратификация риска включает множество биологических факторов.  
Также в клинической практике выделяют такие прогностические факторы, как: 
стадия заболевания, поражение ЦНС при первичной диагнистике, морфологиче-
ский тип (бластоидный и плеоморфный вариант), уровень B2-микроглобулина, 
структура заболевания (узловая или неузловая), Ki-67 (>30%), статус IGHV, ком-
плексный кариотип [2].

Рабочей группой по ЛКМ от 2022 года выделены следующие потенциально 
значимые прогностические маркеры: экспрессия SOX11, мутация/делеция TP53, 
мутации CDKN2A, NOTCH1, MYC, CCND1, CARD11, SMARCA4, BIRC3, оценка 
минимальной остаточной болезни (методом оценки свободно циркулирующей 
ДНК) [3]. 

Выбор терапевтической опции проводится индивидуально и основывается 
на возрасте, коморбидном статусе, распространенности и выраженности опухо-
левого процесса, биологических особенностях опухоли.

Согласно рекомендациям NCCN, а также российским клиническим реко-
мендациям по лечению ЛКМ, химиотерапевтические режимы на основе ритуки-
симаба с последующей высокодозной полихимиотерапией с аутологичной транс-
плантацией гемопоэтических стволовых клеток (ВДХТ/ауто-ТГСК) являются 
стандартом терапии для молодых пациентов без коморбидности и с агрессивны-
ми вариантами заболевания. 

К списку предпочтительных схем, рекомендованных пациентам, которым 
показана агрессивная индукционная терапия, относятся: RDHA, RCHOP, RBAC. 
Больным, которым в силу возраста, коморбидности, прогностических факторов, 
не показано проведение агрессивной полихимиотерапии (ПХТ), рекомендованы 
следующие схемы: RB, RCHOP.

Однако в виду выраженной токсичности (мультиростковые цитопении, 
склонность к инфекционным осложнениям, риск вторичных опухолей), продол-
жаются поиски новых таргетных опций. Свою эффективность в лечении ЛКМ 
показали ингибиторы тирозинкиназы Брутона (ибрутиниб, акалабрутиниб, зану-
брутиниб) [4]. В данный момент исследуется эффективность антагонистов BCL-
2 (венетоклакс) в лечении рефрактерных вариантов ЛКМ [7].
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Цель. Оценить эффективность первой линии терапии у пациентов с диагно-
зом лимфома из клеток мантии в клинике ФГБУН КНИИГиПК ФМБА России.

Материалы и методы. В ретроспективное исследование включено 57 па-
циентов в возрасте от 44 до 82 лет с верифицированным диагнозом ЛКМ, меди-
ана возраста 65 лет, (Q1-Q3: 56.0-70.0), из них в категории старше 60 лет (n=37) 
и моложе (n=20). Заболевание чаще встречалось у мужчин (n=42). В 14 случаях 
(26%) был установлен бластоидный вариант заболевания. 2 пациента находились 
на этапе первичного обследования и не были включены в дальнейший анализ. 
Определение прогноза по выживаемости осуществляли в соответствии с между-
народной прогностической шкалой MIPIb, согласно которой основное количе-
ство пациентов относится к группам промежуточного и высокого риска (рисунок 
1) [5].

Рисунок 1 – Распределение частоты встречаемости ЛКМ по группам риска

Уровень пролиферативного индекса (Ki-67) варьировался от 3% до 95%, ме-
диана 15% (Q1-Q3: 10.0-30.0) Количество Ki-67-позитивных клеток выше 30% на-
блюдался у 15 больных (26%). 

Основная часть больных получила ритуксимаб-содержащие схемы в рамках 
1 линии терапии (n=51), 2-м пациентам назначена таргетная терапия ингибито-
рами тирозинкиназы Брутона (иБТК) и 2 пациента определены на паллиативные 
режимы CP (циклофосфан, преднизолон) (рисунок 2). Статистический анализ 
выполняли с использованием программного обеспечения R (версия 4.1.2; https://
www.Rproject.org) и RStudio. 
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Рисунок 2 – Режимы терапии пациентов

Пациенты были поделены на 3 основные группы:

1. CHOP-подобный режим получили 22 больных (39%), медиана возраста 
65 лет (Q1-Q3: 54.25 – 70.75), из них мужчин 15, женщин 7. Индекс MIPIb варьи-
ровался от низкого до высокого, чаще наблюдался высокий риск (n=12). Бласто-
идный вариант у пациентов, получивших CHOP подобные режимы, встретился в 
6 случаях. Ki-67 варьировался от 5% до 90%, медиана 15%, (Q1-Q3: 10.0 – 28.75). 
Частота достижения полного ответа (ПО) составила 14 случаев, частичный ответ 
(ЧО) 7 случаев, стабилизация заболевания (СЗ) 1 случай.

2. Агрессивные курсы (R-BAC, R-HyperCVAD/R-HMA, R-CHOP/R-DHAP) 
получили 23 больных (40%), медиана возраста составила 60 лет (Q1-Q3: 53.5– 
60.0), из них 20 мужчин, 3 женщины. Индекс MIPI варьировался от низкого до 
высокого, преобладал промежуточный риск (n=12). Бластоидный вариант у па-
циентов, получивших агрессивные курсы, встретился также в 6 случаях. Ki-67 
варьировался от 3 до 95, медиана 20, (Q1-Q3: 10.0 – 27.5). Частота достижения ПО 
составила 17 случаев, ЧО составил 3 случая, прогрессия заболевания 1 случай, у 
2 пациентов оценка ответа не проводилась.

3. Курсы со сниженной токсичностью (RB, CP, R-CP, иБТК) получили 10 
больных (21%), медиана возраста 70 лет (Q1-Q3: 68.0 – 73.0), из них мужчин 7, 
женщин 3. Индекс MIPI от низкого до высокого, преобладал промежуточный 
риск. Бластоидный вариант у пациентов, получивших курсы со сниженной ток-
сичностью, наблюдался в 2 случаях. Ki-67 варьировался от 5 до 90, медиана 15 
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(Q1-Q3: 11.25 – 18.75). Частота достижения ПО составила 4 случая, ЧО 3 случая, 
прогрессия заболевания 2 случая, стабилизация 1 случай (Таблица 1). Пациенты, 
получающие иБТК (n=2), продолжают наблюдаться с достигнутым ПО.  

Достижение полного ответа после 1 линии терапии наблюдалось в 35 слу-
чаях (61%), частичный ответ – у 13 пациентов (23%). Стабилизация процесса 
установлена у 2 больных (4%), отсутствие ответа – в 7 случаях (12%). 

Всего за период наблюдения 8 (15%) пациентов оказались подходящими для 
проведения ауто-ТГСК. Из них ауто-ТГСК после первой линии терапии было 
проведено только 4 обследованным.

При сравнении общей выживаемости (ОВ) в вышеописанных группах: ме-
диана выживаемости в группе пациентов, получивших CHOP-подобные режимы 
ПХТ, составила 121 месяц, медианы в группах с агрессивными режимами ПХТ 
и сниженной токсичности невозможно достоверно вычислить в силу малого ко-
личества наступлений исследуемого события. Статистически значимой разницы 
в ОВ между исследуемыми группами не выявлено (p-value = 0.63) (рисунок 3). 
Также не выявлено статистически значимой разницы при сравнениях безреци-
дивной выживаемости (БРВ) в данных группах (p-value = 0.69) (рисунок 4). 

Рисунок 3 – Общая выживаемость в зависимости от режима терапии
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Рисунок 4 – Безрецидивная выживаемость в зависимости от режима 
 полихимиотерапии

Важным фактором в выборе схемы терапии является возможность проведе-
ния ВДХТ с последующей ауто-ТГСК. Учитывая, что CHOP-подобные режимы 
и режимы со сниженной токсичностью назначаются пациентам, не кандидатам 
для проведения трансплантации, мы объединили эти группы и сравнили выжива-
емость с группой, получившей агрессивные режимы ПХТ. 

Таким образом 2-летняя ОВ в исследуемых группах статистически значимо 
не отличалась (p-value = 0.76) (рисунок 5). Также не было выявлено значимой 
разницы в сравнении БРВ (p-value = 0.39). Однако стоит отметить лучшие по-
казатели у пациентов, получивших агрессивные курсы ПХТ на промежутке от 0 
до 25 месяцев, но на дальнейшем отрезке времени эта разница нивелировалась 
(рисунок 6).  
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Рисунок 5 – Общая выживаемость в зависимости от агрессивности режима 
полихимиотерапии

Рисунок 6 – Безрецидивная выживаемость в зависимости от агрессивности 
режима полихимиотерапии

Заключение. Частота достижения полных ответов сопоставима во всех 
группах. При этом медиана общей выживаемости в группе с CHOP-подобными 
режимами составила 121 месяц. Медианы в других группах достоверно вычис-
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лить не удалось, что указывает на то, что в большинстве случаев получается до-
стигнуть длительных и стойких ремиссий. Данный факт свидетельствует о пра-
вильном подходе в выборе схем терапии. Показатели 2-летней безрецидивной 
выживаемости при агрессивных схемах лечения в первой линии обладают пре-
имуществом перед другими опциями, однако после 24 месяцев кривые выжи-
ваемости выравниваются. Пациентам, кандидатам на ауто-ТГСК, показано про-
ведение более агрессивных курсов ПХТ с последующей трансплантацией [1]. В 
нашем исследовании ауто-ТГСК получили только 50% пациентов из возможных 
в группе пациентов, получивших агрессивные схемы ПХТ. Своевременное про-
ведение ВДХТ с ауто-ТГСК у пациентов с ЛКМ может способствовать увеличе-
нию количества достижения ПО и стойких ремиссий.

Частота достижения ПО и ЧО в группах, где проведены терапия по схеме 
RCНОР и агрессивные курсы лечения, сопоставима, что говорит о достаточной 
эффективности «классических» CHOP-подобных схем терапии у пациентов, не 
кандидатов на трансплантацию.

Пациенты, которым в силу возраста, высокой коморбидности, были показа-
ны курсы с редуцированной токсичностью (RB, CP, R-CP), показали наименьшее 
достижение ПО (n=4). Таким больным показана таргетная терапия в индукцион-
ных курсах лечения. В настоящее время активно исследуются новые таргетные 
препараты, такие как ингибиторы тирозинкиназы Брутона и антагонисты BCL-2, 
которые могут стать перспективным направлением в лечении ЛКМ [6; 7].

Исследование имеет ряд ограничений, таких как ретроспективный дизайн, 
небольшое количество пациентов, отсутствие данных о молекулярных особен-
ностях опухоли. Целесообразно проведение дальнейших исследований с боль-
шим количеством пациентов, включающих анализ молекулярных характеристик 
опухоли, для более точной оценки эффективности различных режимов терапии 
ЛКМ.

Вывод. Установлено, что CHOP-подобные и агрессивные схемы терапии 
ЛКМ могут приводить к схожим показателям общей и безрецидивной выжива-
емости. Для достижения максимального ответа у пациентов с ЛКМ необходим 
индивидуальный терапевтический подход с учетом возраста и соматического 
статуса.
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Прогностическая значимость мутаций генов KRAS и NRAS

у пациентов с множественной миеломой

The prognostic significance of KRAS and NRAS mutations in patients

with multiple myeloma

Аннотация. Мутации генов KRAS и NRAS приводят к непрерывной активации сигнального 
пути RAS-MAPK, инициации и прогрессированию опухолевых процессов. Проанализирована 
частота встречаемости этих аберраций, оценена их прогностическая значимость у пациентов 
с множественной миеломой. Показано снижение показателя трехлетней беспрогрессивной вы-
живаемости у больных с мутациями KRAS в группе стандартного цитогенетического риска.

Abstract. Mutations of the KRAS and NRAS lead to continuous activation of the RAS-MAPK sig-
naling pathway, initiation and progression of tumor processes. The frequency of occurrence of these 
aberrations was analyzed and their prognostic significance in patients with multiple myeloma was 
assessed. A shorter three-year progression-free survival was shown in patients with KRAS mutations 
in the standard cytogenetic risk group.

Ключевые слова: множественная миелома; мутации генов KRAS и NRAS; беспрогрессивная 
выживаемость.

Index terms: multiple myeloma; KRAS and NRAS mutations; progression-free survival.

Введение. Ведущую роль в патогенезе множественной миеломы (ММ) игра-
ет нестабильность генома, включающая транслокации, изменения числа хро-
мосом, а также многочисленные соматические мутации. При этом заболевании 
наиболее часто мутируют гены семейства RAS (NRAS, KRAS), частота встреча-
емости которых составляет до 30 % [7, 8]. Эти гены кодируют белки различных 
путей передачи сигнала, из которых наиболее изучен RAS-MAP-киназный ка-
скад. 

Функционирование мутированных генов семейства RAS заключается в том, 
что кодируемые ими белки теряют ГТФазную активность, вследствие чего на-
рушается их нормальная регуляция цитокинами при передаче митоген-активи-
рующего сигнала к ядру и усиливается пролиферация клеток. Генетические ано-
малии NRAS обычно выявляют в 12,13 и 61 кодонах, KRAS — в 12 и 13 кодонах 
[4, 9, 11]. Несмотря на то, что обнаружение этих мутаций при ММ является до-
статочно частым событием, информация о прогностической значимости этих ге-
нетических аберраций в настоящий момент неоднозначна [6, 9, 12]. 
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Цель исследования. Установить частоту встречаемости мутаций генов 
KRAS и NRAS, оценить их прогностическую значимость при ММ.

Материалы и методы. Обследован 51 пациент с ММ (41 — при постановке 
диагноза, 10 — на момент установления рецидива), наблюдавшийся в ФГБУН 
КНИИГиПК ФМБА России в 2021-2023 гг. Медиана возраста больных составила 
63 (Q1-Q3: 56-70) года, соотношение мужчин и женщин — 1:1,2. Выделение ге-
номной ДНК костного мозга выполняли с использованием комплекта реагентов 
«РИБО-преп» (Россия). Мутации генов NRAS (12, 13, 61 кодоны) и KRAS (12, 13 
кодоны) исследовали методом ПЦР в реальном времени с применением аллель-
специфичных праймеров. Выявление транслокаций t(4;14)(p16;q32), t(14;16)
(q32;q23) и делеции 17р13/ТР53 осуществляли методом флуоресцентной in situ 
гибридизации (FISH).

Статистическую обработку результатов исследования выполняли с исполь-
зованием программы STADIA. При поиске различий номинальных переменных 
использовали критерии Пирсона или Фишера (в случае ожидаемого явления ме-
нее 10). Трехлетнюю беспрогрессивную выживаемость (БПВ) рассчитывали по 
методу Каплана-Мейера. Различия между показателями устанавливали с приме-
нением long-rank теста.

 Результаты и обсуждение. Мутации генов RAS обнаружены у 23,5% (n=12) 
из всех обследованных пациентов. Частота генетических изменений NRAS со-
ставила 17,6% (n=9). Наиболее распространенным событием являлась миссенс-
мутация p.61Q — в 13,7% (n=7) случаях. У 3,9% (n=2) пациентов выявлены абер-
рации p.G12/13. Точечные замены гена KRAS (p.G12) обнаружены у 5,9% (n=3) 
наблюдавшихся.

Полученные данные подтверждают высокую распространенность этих ге-
нетических событий RAS-MAP-киназного сигнального пути при ММ [8, 10]. Од-
новременное присутствие мутаций NRAS и KRAS у больных не встретилось, что 
указывает на единую направленность участия генов RAS, отвечающую за нор-
мальную регуляцию передачи митоген-активирующего сигнала к ядру и проли-
ферацию клеток [7]. 
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Среди первичных пациентов (n=41) мутации генов NRAS и KRAS выявлены 
в 9 (21,9%) случаях, при прогрессировании (n=10) — у 3 (30%) больных, р=0,432 
(рисунок 1). Некоторое увеличение выявления мутаций семейства RAS при ре-
цидиве заболевания согласуется с литературными данными [4]. Возможно, обна-
ружение этих аберраций в случае прогрессии патологического процесса связано 
не только с их возникновением, как вторичных генетических событий, но и с 
большей способностью к выживанию отдельных минорных опухолевых клонов 
(недетектируемых ранее) при проведении индукционной терапии [10]. 

Рисунок 1 - Частота встречаемости мутаций генов RAS у больных ММ на 
разных стадиях заболевания

Цитогенетические нарушения (del17p и/или t(4;14) и/или t(14;16)) в кост-
ном мозге обнаружены у 19,1% (9 из 47) пациентов: в 14,9 % (n=7) случаев — в 
дебюте заболевания, в 4,2% (n=2) — на момент установления рецидива. Дан-
ные аномалии, согласно Российским клиническим рекомендациям, посвящен-
ным диагностике и лечению множественной миеломы, входят в группу высокого 
риска. В остальных случаях (80,8%) больные отнесены к группе стандартного 
цитогенетического риска: 66,0% (n=31) — de novo, 14,9% (n=7) — в рецидиве. 
При сопоставлении результатов молекулярно- и цитогенетических исследований 
установлено, что пациенты с мутациями KRAS и NRAS в 91,7% (11/12) случаев не 
имели цитогенетических аномалий высокого риска (рисунок 2).
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 Рисунок 2 - Распределение цитогенетических групп аномалий высокого и 
стандартного риска у больных ММ с мутациями генов RAS

 Большинство работ, связанных с изучением генетического профиля ММ, 
основывается на выявлении новых молекулярных аберраций и установлении ча-
стоты их встречаемости [1, 9]. Публикаций, посвященных параметрам БПВ или 
общей выживаемости (ОВ) в зависимости от мутационного ландшафта, немного. 
Некоторые авторы [3, 5, 10] описывают негативное влияние мутаций генов се-
мейства RAS на БПВ и ОВ при ММ. Однако в представленных работах эти моле-
кулярные критерии оценивались у пациентов вне зависимости от группы риска 
и/или не учитывалось наличие неблагоприятных цитогенетических поломок, ко-
торые могли повлиять на полученные результаты. 

При оценке влияния KRAS и NRAS мутаций у первичных больных ММ стан-
дартной группы цитогенетического риска на трехлетнюю БПВ выявлены стати-
стически значимые различия, р<0,001 (рисунок 3). У пациентов без мутаций ге-
нов RAS показатель трехлетней БПВ составил 76,2% (медиана не достигнута). По 
сравнению с больными этой группы показатель БПВ у наблюдавшихся с мутаци-
ями NRAS определен на уровне 42,9% (медиана 17 мес., р=0,168), с мутациями 
KRAS — 0% (медиана 2 мес., p<0,001). 
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Таким образом, наличие мутаций гена KRAS отрицательно влияет на выжи-
ваемость без прогрессии в группе больных ММ стандартного цитогенетического 
риска. Оценку ОВ у больных с мутациями генов KRAS и NRAS не осуществляли 
в связи с отсутствием летальных исходов пациентов.

Рисунок 3 - БПВ больных ММ в группе стандартного генетического риска 
в зависимости от присутствия мутаций генов NRAS и KRAS

Выводы. Частота обнаружения мутаций генов RAS у пациентов с ММ со-
ставила 23,5%. При выявлении аберраций KRAS и NRAS 91,7% обследованных не 
имели цитогенетических аномалий высокого риска. При наличии мутаций гена 
KRAS установлено снижение медианы трехлетней БПВ у больных ММ группы 
стандартного генетического риска (p<0,001).
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Взаимосвязь делеции хромосомного региона 9p21 и экспрессии 
протеинов р16INKa, p14ARF, р53 с выживаемостью больных диффузной 

В-крупноклеточной лимфомой

The Relationship between 9p21 Chromosomal Region Deletion and the 
Expression of p16INKa, p14ARF, p53 Proteins with the Survival of Patients with 

Diffuse Large B-cell Lymphoma

Аннотация. Исследована взаимосвязь делеции 9р21, а также экспрессии белков р16INKa, 
р14ARF, р53 с выживаемостью больных диффузной В-крупноклеточной лимфомой. Обнаруже-
но, что делеция 9р21 и увеличение количества р53-экспрессирующих ядер в биопсийном ма-
териале связаны с высоким риском прогрессии неоплазии, а повышение содержания р14ARF-
положительных клеток – с высоким риском летального исхода. 

Abstract. The relationship between 9p21 deletion and the expression of p16INKa, p14ARF, p53 pro-
teins with the survival of patients with diffuse large B-cell lymphoma was studied. It was found that 
9p21 deletion and an increased number of p53-expressing nuclei in biopsy samples are associated with an 
high risk of neoplasia progression, while an increased number of p14ARF-positive tumor cells is associ-
ated with a high risk of fatal outcomes.

Ключевые слова: 9р21, р14ARF, р53; иммуногистохимия; ДВКЛ; выживаемость.

Index terms: 9р21, р14ARF, р53; immunohistochemistry; diffuse large B-cell lymphoma, survival.

Введение. Диффузная В-крупноклеточная лимфома (ДВКЛ), неспецифици-
рованная – наиболее распространенное злокачественное лимфопролифератив-
ное новообразование из зрелых В-клеток с диффузным характером роста и от-
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сутствием критериев, определяющих специфические диагностические категории 
других лимфом из крупных В-клеток. Несмотря на то, что ДВКЛ выделена в 
отдельную нозологическую группу, заболевание характеризуется вариабельно-
стью клинических, морфологических, иммунофенотипических, генетических 
проявлений, неодинаковым ответом на терапию и прогнозом выживаемости [18]. 
В настоящее время простым и воспроизводимым методом оценки индивидуаль-
ного риска раннего прогрессирования заболевания является расчет международ-
ного прогностического индекса (МПИ). Однако, по мнению ряда авторов, его 
использование в практике не всегда позволяет точно оценить индивидуальный 
риск неудач терапии, поскольку МПИ базируется на клинических характеристи-
ках больных, не учитывая биологические особенности опухоли [1]. В связи с 
этим востребован поиск дополнительных генетических и молекулярных марке-
ров, ассоциированных с неблагоприятным течением заболевания.

Гены-супрессоры опухолевого роста CDKN2A и ТР53 часто подвергаются 
аберрациям при многих злокачественных новообразованиях. Их белковые про-
дукты (p14ARF, p16INK4a, p53) являются значимыми компонентами сигналь-
ных путей апоптоза и клеточного цикла. Делеции хромосомного региона 9p21, 
в котором локализован ген CDKN2A, встречаются в 20-30% случаев ДВКЛ и, 
по мнению ряда авторов, могут выступать в качестве неблагоприятных прогно-
стических маркеров [5, 7, 15]. По данным F. Jardin и соавт., наличие указанных 
генетических нарушений связано с низкими показателями выживаемости паци-
ентов [5]. C.R. Bolen и соавт. определили, что утрата CDKN2A ассоциирована с 
неблагоприятными клиническими характеристиками заболевания и низкой бес-
прогрессивной выживаемостью (БПВ) при однофакторном анализе. Однако при 
многофакторном анализе значимой ассоциации не обнаружено [15]. A. Intlekofer 
и соавт. не получили доказательств связи между наличием аберраций CDKN2A 
и прогнозом течения ДВКЛ [9]. K. Karube и соавт. установили, что делеция CD-
KN2A в сочетании с мутациями гена TP53 напрямую коррелирует с плохим от-
ветом на стандартную терапию независимо от МПИ [10]. 

В работе E. Laharanne и соавт. установлено, что иммуногистохимический 
(ИГХ) анализ с антителами к p16INK4a не способен предопределить структурные 
нарушения CDKN2A, поскольку в большинстве образцов без делеции гена также 
было обнаружено отсутствие иммунореактивности [2]. Напротив, при некоторых 
лимфопролиферативных неоплазиях зарегистрировано избыточное накопление 
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протеина p16INK4a в опухолевых клетках, а также обнаружена его ассоциация 
с неблагоприятным прогнозом заболеваний [4, 8]. В отдельных источниках по-
казано, что сверхэкспрессия p14ARF, выявленная при различных В-клеточных 
лимфомах, связана с агрессивным течением патологического процесса [16]. По 
данным литературы, высокое накопление белка в клетках может служить марке-
ром структурных аберраций гена ТР53 [6, 11].

Мутации ТР53 обнаруживаются в 20-22% случаев ДВКЛ и определены не-
зависимыми предикторами рефрактерности к терапии и развития раннего реци-
дива заболевания [12, 14]. Нарушения в большинстве случаев происходят в 4-8 
экзонах, кодирующих центральный ДНК-связывающий домен белкового продук-
та р53. Вопрос о прогностической роли ИГХ экспрессии протеина р53 продолжа-
ет обсуждаться [3, 13, 14, 17]. В исследованиях Z.Y. Xu-Monette и соавт., Y. Xie и 
соавт. показано, что указанный маркер является предиктором неблагоприятного 
прогноза у пациентов, получавших R-CHOP [14, 17]. В исследованиях P. Peroja 
и соавт., L. Zlamalikova и соавт. не определено связи р53 с клиническими харак-
теристиками больных ДВКЛ и их выживаемостью [3, 13]. Авторы указывают, 
что анализ экспрессии белка p53 с помощью ИГХ имеет ограничение, поскольку 
зависит от используемых пороговых значений [3, 14]. 

Сведения о прогностическом значении делеции гена CDKN2A, локализован-
ного в регионе 9p21, противоречивы, данные о роли экспрессии его белковых 
продуктов p16INK4а и p14ARF в опухолевых клетках при ДВКЛ немногочислен-
ны. В этой связи актуальность исследования взаимосвязи генетических наруше-
ний 9р21, а также маркеров биологических путей апоптоза и клеточного цикла с 
характером течения неоплазии не вызывает сомнений. 

Цель исследования. Определить взаимосвязь делеции хромосомного реги-
она 9р21, а также экспрессии протеинов р16INK4а, p14ARF, р53 с выживаемо-
стью больных ДВКЛ.

Материалы и методы. Для анализа использованы биопсийные образцы 
опухолевой ткани (парафиновые блоки/кассеты) 103 пациентов с впервые уста-
новленной ДВКЛ. Из них 49,5% (n=51) – мужчин, 51,5% (n=52) – женщин. Меди-
ана возраста – 59 лет [Q1-Q3:49-67]. Все обследованные получали первую линию 
терапии по схеме R-CHOP. 
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Делецию хромосомного региона 9р21 определяли с помощью флуоресцентной 
in situ гибридизации (FISH). Экспрессию p16INK4a, р14ARF, р53 изучали ИГХ 
и морфометрическим методами. Статистическую обработку данных выполняли, 
используя программное обеспечение SPSS Statistic 26. Оценку нормальности рас-
пределения количественной переменной осуществляли критерием Шапиро-Уилка. 
Различия в содержании количественных переменных в зависимости от бинарных 
показателей определяли с использованием U-критерия Манна–Уитни. Сравнение 
частоты встречаемости номинальных независимых переменных в группах обсле-
дованных, разделенных по изучаемым признакам, определяли с помощью крите-
рия хи-квадрат (χ2) Пирсона. Пятилетнюю ОВ и БПВ рассчитывали по методу 
Каплана-Мейера с графическим построением кривых. Различия между показа-
телями выживаемости в группах больных определяли с применением log-rank 
теста. Риск наступления события (прогрессии и летального исхода) вычисляли с 
использованием регрессионного анализа Кокса с расчетом отношения рисков (ОР) 
и 95% доверительного интервала (ДИ), отбор переменных осуществляли методом 
обратного исключения (Вальд). Различия между показателями считали статистиче-
ски значимыми при p<0,05. 

Результаты и их обсуждение. Делеция локуса 9р21 обнаружена у 16,5% 
(n=17) больных ДВКЛ. Относительное количество опухолевых клеток, позитив-
ных в реакциях с антителами к р16INK4а, р14ARF, р53, варьировало в диапазо-
нах от 0 до 89% (Ме – 2% [Q1-Q3:0-6]), от 0 до 96% (Ме – 76% [Q1-Q3:26-84]), от 
0 до 91% (Ме – 35% [Q1-Q3:13-59]) соответственно. Распределение переменных 
отличалось от нормального (Критерий Шапиро-Уилка р<0,001), в связи с чем для 
анализа применяли непараметрические методы статистики. 

Проведен анализ взаимосвязи между наличием/отсутствием делеции 9р21, а 
также количеством р16INK4а-, p14ARF-, р53-позитивных клеток и характеристи-
ками пациентов (возрастом <60 и ≥60 лет, наличием/отсутствием В-симптомов, 
локальными/распространенными стадиями заболевания, наличием/отсутствием 
более одного очага экстранодального поражения, нормальной/высокой концен-
трацией ЛДГ в сыворотке крови, GCB и non-GCB ИГХ-подтипом, МПИ ≤2 и >2). 
В результате обнаружено, что количество р14ARF-экспрессирующих опухолевых 
клеток существенно выше у больных с высоким/высоким-промежуточным риском, 
согласно МПИ, чем у обследованных с низким/низким промежуточным риском 
(медианы (Ме) – 79,0% [62,0-86,5] и 60,0% [3,5-80,0] соответственно; р=0,009; та-
блица 1). 
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 Таблица 1 – Сравнение количества р14ARF-положительных опухолевых 
 клеток в группах больных с различными характеристиками 

Характеристики

Количество р14ARF-
позитивных опухолевых 

клеток, %
p

Ме [Q1-Q3]

Возраст
<60 72,0 [26,0-83,0]

0,730
≥60 77,0 [28,0-85,0]

В-симптомы
Нет 65,0 [10,0-80,0]

0,046*
Есть 79,0 [55,0-86,0]

Стадия
1-2 59,0 [10,0-82,5]

0,069
3-4 78,0 [56,0-85,0]

Экстранодальные 
очаги

0-1 75,5 [22,0-84,5]
0,797

>1 72,0 [52,0-83,0]

ЛДГ
Норма 73,5 [7,0-82,0]

0,478
Выше нормы 75,5 [36,4-84,0]

ИГХ-подтип
GCB 65,0 [2,0-85,0]

0,482
non-GCB 76,0 [47,0-83,0]

МПИ
≤2 60,0 [3,5-80,0]

0,009*
>2 79,0 [62,0-86,5]

Примечание: * – различия показателей статистически значимы (р<0,05)

Количество р14ARF-позитивных ядер больше у пациентов с наличием 
В-симптомов, чем у больных с их отсутствием (Ме – 79% [55,0-86,0] и 65% 
[10,0-80,0] соответственно; р=0,046). Обнаружена тенденция к увеличению числа 
р14ARF-положительных опухолевых клеток у лиц с распространенными (3-4) ста-
диями заболевания по отношению к обследованным с локальными (1-2) (Ме равны 
78% [56,0-85,0] и 59% [10,0-82,5] соответственно; р=0,069). Статистически значи-
мых ассоциаций между наличием делеций 9p21, а также количеством р16INK4а-, 
р53-экспрессирующих опухолевых клеток и клинико-лабораторными характери-
стиками пациентов не выявлено. 

Проведен анализ отдаленных результатов терапии по протоколу R-CHOP. 
Пятилетняя общая выживаемость (ОВ) в группе обследованных пациентов со-
ставила 64,1%, пятилетняя БПВ – 56,3%. Медиана наблюдения – 56 мес. [Q1-
Q3:20-60]. Пятилетняя ОВ больных с делецией хромосомного региона 9р21 в би-
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опсийном материале была ниже (52,9%, Ме не достигнута), чем аналогичный 
показатель у лиц без цитогенетической аберрации (66,3%, Ме не достигнута), 
однако статистически значимой связи не обнаружено (р=0,221; рисунок 1 а). 

Рисунок 1 – Общая (а) и беспрогрессивная (б) выживаемость в группах па-
циентов с наличием (n=17, пунктирная линия) и отсутствием (n=86, сплошная 
линия) делеции хромосомного региона 9р21

Пятилетняя БПВ значимо ниже у пациентов с del9р21, чем у обследованных 
без данной аберрации: 29,4% (Ме 19 мес.) против 61,6% (Ме не достигнута) со-
ответственно (р=0,013; рисунок 1 б). Риск прогрессии заболевания у обследо-
ванных с утратой хромосомного региона 9р21 в опухолевых клетках в 2,25 раза 
выше, чем у лиц без генетической аберрации (ОР=2,25; 95% ДИ=1,16-4,36).

Проанализирована ассоциация между содержанием протеин-экспрессирую-
щих опухолевых клеток в биоптатах и выживаемостью больных ДВКЛ. Согласно 
однофакторному анализу Кокса, значимой взаимосвязи между увеличением коли-
чества р16INK4a-положительных ядер и прогрессией заболевания, летальным ис-
ходом не обнаружено. При увеличении количества р14ARF-положительных опу-
холевых клеток на каждые 10% в биопсийных образцах пациентов с ДВКЛ риск 
летального исхода возрастал на 19% (р=0,003; ОР=1,019; 95% ДИ=1,006-1,033), 
риск прогрессии заболевания – на 14% (р=0,009; ОР=1,014, 95% ДИ=1,003-
1,025). Показано, что повышение доли р53-экспрессирующих клеток на каждые 
10% ассоциировано с увеличением риска прогрессии заболевания на 11%, а риска 
летального исхода – на 12%, однако, статистическая значимость этой закономерно-

kovtunova
Выделение
убрать перенос
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сти не достигнута (р=0,053; ОР=1,011; 95% ДИ=1,01-1,02 и р=0,063; ОР=1,012; 95% 
ДИ=0,99-1,02, соответственно).

Для оценки независимого влияния предикторов на риск прогрессии заболе-
вания и летального исхода проведен многофакторный анализ Кокса. В него вош-
ли показатели, прошедшие отбор по уровню значимости, а также МПИ>2 и ИГХ 
non-GCB-подтип (таблица 2).

Таблица 2 – Анализ Кокса предикторов общей и беспрогрессивной 
 выживаемости пациентов с диффузной В-крупноклеточной лимфомой

Параметр
Общая выживаемость Беспрогрессивная выживаемость

ОР 95% ДИ р ОР 95% ДИ р
Однофакторный анализ

МПИ>2 4,58 2,15-9,75 <0,001 6,39 3,13-13,03 <0,001
non-GCB-

подтип
1,65 0,75-3,62 0,210 2,18 1,02-4,70 0,046

del 9p21 1,62 0,74-3,54 0,229 2,25 1,16-4,36 0,016
p16INK4A 1,007 0,991-1,023 0,393 1,004 0,989-1,019 0,630
p14ARF 1,019 1,006-1,033 0,003 1,014 1,003-1,025 0,009

p53 1,011 0,999-1,024 0,071 1,011 1,001-1,023 0,053
Многофакторный анализ

МПИ>2 4,08 1,81-9,20 0,001 6,69 3,25-13,76 <0,001
p14ARF 1,015 1,002-1,028 0,028 - - -

р53 1,011 0,999-1,023 0,082 1,016 1,005-1,028 0,006
non-GCB-

подтип
- - - 2,00 0,91-4,37 0,084

del 9p21 - - - 2,12 1,07-4,19 0,030

В многофакторном анализе установлено, что число р14ARF-положительных 
клеток является независимым предиктором, ассоциированным с повышени-
ем риска летального исхода (р=0,028; ОР=1,015; 95% ДИ=1,002-1,028) наряду 
с МПИ. Полученные результаты согласуются с данными A. Sánchez-Aguilera и 
соавт., которые обнаружили, что «аномальная» экспрессия протеина p14ARF свя-
зана с высоким индексом пролиферации и низкой ОВ пациентов с агрессивными 
В-клеточными лимфомами [16]. Вероятно, сверхэкспрессия данного маркера яв-
ляется индикатором нарушения основных путей регуляции клеточного цикла и, 
следовательно, агрессивности опухоли.
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Делеция хромосомного региона 9р21 установлена независимым предикто-
ром прогрессии ДВКЛ наряду с экспрессией протеина р53 и МПИ. Риск небла-
гоприятного течения неоплазии более чем в два раза выше у больных, в био-
логических образцах которых обнаружена делеция 9р21 (р=0,030; ОР=2,12; 95% 
ДИ=1,07-4,19). Полученные результаты согласуются с данными F. Jardin и соавт., 
обнаруживших, что показатели выживаемости обследованных с поломками CDK-
N2A и/или CDKN2B хуже по сравнению с показателями выживаемости пациентов с 
нормальным статусом 9р21 [5]. В нашей работе различий в пятилетней ОВ в зави-
симости от наличия/отсутствия поломок в хромосомном регионе 9р21 не выявлено. 

Независимым предиктором снижения БПВ выявлен уровень р53-
положительных клеток. При его увеличении на каждые 10% риск прогрессии за-
болевания возрастал на 16% (р=0,006; ОР=1,016; 95% ДИ=1,005-1,028). Это согла-
суется с данными Z.Y. Xu-Monette и соавт. и Y. Xie и соавт., установившими, что 
высокая экспрессия маркера р53 (пороговые доли экспрессирующих клеток 50% 
и 30% соответственно) связана со снижением показателей выживаемости больных 
ДВКЛ и может быть использована в качестве дополнительного критерия для стра-
тификации пациентов на группы риска [14, 17]. 

Заключение. Делеция хромосомного региона 9р21 и высокое содержание 
р53-экспрессирующих клеток в биопсийном материале являются независимыми 
прогностическими факторами, ассоциированными с высоким риском прогрессии 
ДВКЛ, а увеличение уровня р14ARF-положительных опухолевых клеток – с вы-
соким риском летального исхода. 
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Анализ результатов аллогенной трансплантации гемопоэтических 
стволовых клеток в зависимости от степени HLA-совместимости донора и 

реципиента в аллельном разрешении

Analysis of the results of allogeneic hematopoietic stem cell transplantation 
depending on the degree of HLA compatibility of the donor and recipient in 

allelic resolution
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Аннотация. Проведен ретроспективный анализ влияния совместимости 28 пар донор-паци-
ент по локусам HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DRB1, HLA-DQB1 в аллельном разрешении на 
исход аллогенной трансплантации гемопоэтических стволовых клеток от неродственных до-
норов. Выявлено снижение общей выживаемости при наличии расхождений.

Abstract. A retrospective analysis of the effect of the compatibility of 28 donor-patient pairs at the 
HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DRB1, HLA-DQB1 loci in allelic resolution on the outcome of allo-
geneic hematopoietic stem cell transplantation from unrelated donors was carried out. A decrease in 
overall survival was revealed in the presence of discrepancies.

Ключевые слова: гемопоэтические стволовые клетки; HLA-совместимость; аллельное разре-
шение; NGS.

Index terms: hematopoietic stem cells; HLA-compatibility; allele resolution; NGS.

Введение. На сегодняшний день эталоном подбора неродственного доно-
ра является совпадение пары донор-реципиент по 10 аллелям следующих локу-
сов: HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1 на уровне высокого разрешения (2-fields), то 
есть группы аллелей, кодирующих одинаковую аминокислотную последователь-
ность пептидсвязывающих доменов молекул HLA [1,2,6,7]. Внедрение техноло-
гии NGS (next generation sequencing) в рутинную практику позволяет проводить 
HLA-типирование не только в высоком, но и в аллельном разрешении. Суще-
ствуют литературные данные о положительном влиянии совместимости пар 
донор-пациент по локусам HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1 на уровне аллельного 
разрешения на выживаемость после аллогенной трансплантации гемопоэтиче-
ских стволовых клеток (алло-ТГСК) [5,8]. Аллельное разрешение подразумевает 
HLA-типирование на уровне 4-fields, позволяющее определить конкретный ал-
лель HLA-гена с нуклеотидными заменами не только в кодирующих, но и в не-
кодирующих регионах генов HLA [4].

Цель работы – проанализировать влияние несовместимости по локусам 
HLA в аллельном разрешении между пациентом и донором на исход аллогенной 
неродственной ТГСК путем оценки общей трехлетней выживаемости и клиниче-
ской картины в пострансплантационный период. 

Материалы и методы. В исследование включено 28 пар донор-реципиент 
клиники ФГБУН «Кировский научно-исследовательский институт гематологии и 
переливания крови» ФМБА России. Среди пациентов 46% (n=13) мужчин и 54% 
(n=15) женщин. Медиана возраста пациентов составила 37 лет (диапазон от 3 до 
55). Алло-ТГСК от неродственных доноров проведены пациентам со следующи-
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ми заболеваниями: острый миелоидный лейкоз – 50% (n=14), хронический мие-
лоидный лейкоз – 11% (n=3), миелодиспластический синдром – 7% (n=2), острый 
лимфобластный лейкоз – 11% (n=3), хронический лимфолейкоз – 7% (n=2), не-
ходжскинская лимфома – 4% (n=1), остеомиелофиброз – 4% (n=1), лимфома Ход-
жкина – 4% (n=1), идеопатическая апластическая анемия – 4% (n=1).

Препараты ДНК для проведения HLA-типирования получены из образцов 
цельной крови (антикоагулянт – ЭДТА) методом сепарации на магнитных ча-
стицах с использованием набора реагентов MagNA Pure Compact Nucleic Acid 
Isolation Kit I (Roche, Швейцария). Концентрация препаратов ДНК, определенная 
на спектрофотометре TECAN Infinite 200 («TECAN», Швейцария), составляла в 
среднем 30-70 нг/мкл при соотношении А260/А280=1,7÷1,9. 

HLA-типирование в высоком разрешении пар донор-реципиент перед про-
ведением алло-ТГСК проводили по технологии SBT (sequence-based typing) c ис-
пользованием набора реагентов PROTRANS S4, S3 (Protrans, Германия). Ретро-
спективно все исследуемые пары донор-реципиент типировались по технологии 
NGS с использованием набора реагентов AllType NGS II Loci Amplification Kit 
(One Lambda, США).

Общую выживаемость оценивали с использованием метода Каплан-Мейера 
[3]. Статистическая обработка данных проводилась с использованием программ-
ного обеспечения StatTech 4.1.4 (разработчик - ООО «Статтех», Россия).

Результаты и обсуждение. Подбор пар донор-реципиент перед проведени-
ем алло-ТГСК выполнен по 5 HLA-локусам (HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1) в вы-
соком разрешении. Всем пациентам была выполнена неродственная алло-ТГСК 
от доноров, совместимых 10/10 в высоком разрешении. 

В ходе ретроспективного исследования по технологии NGS для этих пар 
получены результаты в аллельном разрешении. Из 28 обследованных пар – 20 
оказались полностью совместимыми по 10 аллелям, 6 пар имели несовпадение 
по 1 локусу и 2 пары – несовпадение по 2 локусам. Характеристика выявленных 
несовпадений представлена в Таблице 1.
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Таблица 1 – Аллельная HLA-совместимость пар донор-реципиент 

HLA-совместимость Значение, % (n)
10/10 аллелей 71,4 (20)
9/10 аллелей
 несоответствие в локусе HLA-B 7,1 (2)
 несоответсвие в локусе HLA-С 3,6 (1)
 несоответсвие в локусе HLA-DRB1 10,7 (3)
8/10 аллелей 7,2 (2)

При оценке общей выживаемости пациенты были разделены на две группы 
– полностью совместимые и имеющие несовпадения в результатах генотипиро-
вания в аллельном разрешении. В качестве точки начала наблюдения выбрано 
количество дней, прошедших с алло-ТГСК, точкой окончания наблюдения яв-
ляется количество дней до наступления смерти пациента или последнего визита 
в клинику Учреждения для сдачи анализа на уровень пострансплантационного 
химеризма. 

Общая трехлетняя выживаемость при степени совместимости 10/10 в ал-
лельном разрешении составила 60,0%, при степени совместимости 9/10 и менее 
– 50,0% (рисунок 1). Однако установленные различия оказались статистически 
незначимы (p = 0,691).

Рисунок 1 – График общей трехлетней выживаемости пациентов в 
 зависимости от степени совместимости по пяти HLA-локусам в аллельном раз-
решении
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Инфекции после ТГСК часто являются причиной смерти реципиентов. При-
чиной смерти для 20% (n=4) пациентов полностью совместимых со своими до-
норами явились инфекционные осложнения, к которым относится инфекция, вы-
званная вирусом COVID-19, 10% (n=2) пациентов погибли от рецидива, еще 10% 
(n=2) от тяжелой «реакции трансплантат против хозяина». При оценке причин 
гибели пациентов, совместимых со своими донорами по 9 и менее аллелям HLA, 
25% (n=2) пациентов погибли от инфекционных осложнений, 25% (n=2) от тяже-
лой «реакции трансплантат против хозяина».

Клиническая картина острой реакции «трансплантат против хозяина» 
(оРТПХ) выявлена у 65% (n=13), перенесших трансплантацию от донора совме-
стимого по 10 аллелям из 10 в аллельном разрешении, у половины (n=3) паци-
ентов, совместимых со своим донором по 9 аллелям, и у всех пациентов (n=2), 
совместимым лишь по 8 из 10 аллелей. 

Частота первичного неприживления трансплантата в группах пациентов, 
перенесших алло-ТГСК от доноров, подобранных по 10/10 и 9/10 HLA-аллелям 
в аллельном разрешении составила 5,0 % и 16,7 %, соответственно. В группе 
пациентов, совместимым по 8 из 10 HLA-аллелей первичного неприживления 
трансплантата не выявлено, однако один пациент умер от оРТПХ на +62 день по-
сле ТГСК, у второй пациентки наблюдалась в ранний пострансплантационный 
период оРТПХ, на +24 сутки выявлен смешанный химеризм (30% клеток паци-
ента), на момент последнего визита пациентки в клинику (+259 дней) уровень 
пострансплантационного химеризма составлял 0,4 % клеток пациента. 

Заключение. Степень совместимости пары донор-реципиент остается 
важнейшим фактором, влияющим на успешность проведения алло-ТГСК. При 
подборе неродственного донора для алло-ТГСК «золотым стандартом» остает-
ся совместимость пары донор-реципиент в высоком разрешении по 5 основным 
локусам (HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1). В ходе исследования не выявлено до-
стоверных различий при оценке общей трёхлетней выживаемости пар донор-ре-
ципиент в зависимости от степени совпадения результатов HLA-типирования в 
аллельном разрешении, поскольку на исход трансплантации влияет и множество 
других факторов: возраст донора на момент донации, возраст пациента, стадия 
и нозология основного заболевания на момент проведения алло-ТГСК, наличие 
инфекционных осложнений и сопутствующих заболеваний.

 Дальнейшие исследования будут направлены на расширение выборки пар 
донор-реципиент. 
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Специфичность антител к антигенам эритроцитов у пациентов с 
заболеваниями системы крови

Specificity of antibodies to red blood cell antigens in patients with diseases of the 
blood system

Аннотация. Аллоиммунизация к антигенам эритроцитов лежит в основе развития посттранс-
фузионных осложнений гемолитического типа. Велика вероятность осложнений у пациентов 
с полиспецифическими антителами и антителами, реагирующими с «эффектом дозы». Анти-
эритроцитарные антитела диагностированы у 7,9% больных с заболеваниями системы крови.

Аbstract. Alloimmunization to red blood cell antigens underlies the development of post-transfusion 
complications of the hemolytic type. There is a high probability of complications in patients with 
polyspecific antibodies and antibodies that react with a “dose effect”. Antibodies to red blood cell 
antigens were diagnosed in 7.9% of patients with diseases of the blood system.

Ключевые слова: аллоиммунизация; скрининг антител; антигены; антитела.

Index terms: alloimmunization; antibody screening; antigens; antibodies.

Введение. Важную роль в профилактике посттрансфузионных осложнений 
гемолитического типа играет иммуногематологическое исследование крови па-
циентов. С целью обеспечения безопасности гемотрансфузий при каждом посту-
плении больного в клинику выполняется скрининг антиэритроцитарных антител 
[1, 3]. Велика вероятность возникновения посттрансфузионных осложнений у 
пациентов с аллоантителами, реагирующими с «эффектом дозы», и больных с 
полиспецифическими антителами, которые могут экранировать клинически зна-
чимые аллоантитела и затруднять индивидуальный подбор совместимых доноров 
«вслепую» или делать его невозможным [4]. Высокий уровень аллоиммунизации 
у онкогематологических больных связан с патогенезом заболевания, с особенно-
стями трансфузионной терапии, с проводимой таргетной терапией [2, 5].

Цель – оценить специфичность антител к антигенам эритроцитов у пациен-
тов гематологической клиники.

Материалы и методы. Обследовано 2130 пациентов, находившихся на ле-
чении в гематологической клинике ФГБУН КНИИГиПК ФМБА России в 2017–
2022 гг. Из них мужчин - 1102 (51,7%), женщин - 1028 (48,3%). Возраст – от 2 до 
82 лет (медиана 58 лет). Антитела к антигенам эритроцитов больных определя-
лись с помощью оборудования и реактивов производства Bio-Rad, США в непря-
мом антиглобулиновом тесте. 
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Результаты и их обсуждение. У 168 (7,9%) больных выявлены антиэритро-
цитарные антитела. Иммунизация к антигенам эритроцитов чаще наблюдалась у 
пациентов с лимфопролиферативными заболеваниями 4,5% (2,2% - множествен-
ная миелома, 1,0% - хронический лимфолейкоз, 1,0% - неходжкинская лимфома, 
0,3% - лимфома Ходжкина), острым лейкозом 0,9% (0,6% - острый лимфобласт-
ный лейкоз, 0,3% - острый миелобластный лейкоз). Частота выявления антиэри-
троцитарных антител в зависимости от диагноза представлена в рисунке 1.

Рисунок 1 – Распространение частоты выявления антиэритроцитарных 
 антител в зависимости от диагноза

Антитела к антигенам эритроцитов установлены у 100 (4,7%) пациентов, 
впервые поступивших в гематологическую клинику и у 68 (3,2%) больных, го-
спитализированных многократно и не имевших антиэритроцитарных антител 
при первичном поступлении. При анализе результатов скрининга и идентифика-
ции антиэритроцитарных антител у больных диагностировано 203 (9,5%) случая 
обнаружения антител различной специфичности. Частота выявления антиэри-
троцитарных антител представлена в таблице 1. У некоторых пациентов иденти-
фицировано сразу несколько антител различной специфичности. Таким образом, 
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у больных, поступивших впервые в клинику, зафиксировано 111 (5,2%) случаев 
установления антител, у госпитализированных многократно - 92 (4,3%). 

В результате иммуногематологического обследования установлено преобла-
дание полиспецифических антител (4,2% от числа всех обследованных), из кото-
рых 2,8% взаимодействовали с антигенами собственных эритроцитов больных. 
Такие антитела характерны для пациентов с аутоиммунной гемолитической ане-
мией и больных, получавших препараты на основе моноклональных анти - CD38 
антител. У 2,5% пациентов, иммунизированных к антигенам эритроцитов, уста-
новлены специфические антитела, что может быть обусловлено беременностя-
ми, предыдущими трансфузиями эритроцитов, введением иммуноглобулинов. 
Анти-D антитела определялись в 0,6% случаев. У 5 больных причиной выяв-
ления анти-D антител стало введение препаратов иммуноглобулина. Появление 
антител к антигену D у 2 пациентов было обусловлено проведением резус-не-
совместимой аллогенной трансплантации гемопоэтических стволовых клеток 
(резус-положительный реципиент, резус-отрицательный донор). Иммунизация 
к антигену Е выявлена в 0,5% наблюдений, к антигену М - 0,4%. Причинами 
появления анти-М аллоантител у гематологических больных могут быть пере-
несенные бактериальные инфекции или трансфузии эритроцитов. Аллоантитела 
неустановленной специфичности составили 2,8% случаев.

Таблица1 – Частота выявления антиэритроцитарных антител

Специфичность антител Пациенты, абс.
Полиспецифические 89 (4,2%)

Специфические антитела
- анти-D
- анти-Е
- анти-С
- анти-К
- анти-Сw
- анти-М
- анти-Кра
- анти-Lea
- анти-Lua

54 (2,5%)
13 (0,6%)
11 (0,5%)
6 (0,3%)
3 (0,1%)
2 (0,1%)
8 (0,4%)
2 (0,1%)
1 (0,05%)
1 (0,05%)



172

Продолжение таблицы

Специфичность антител Пациенты, абс.

- анти-Jka
- ауто анти-D
- ауто анти-С
- ауто анти-е

2 (0,1%)
1 (0,05%)
2 (0,1%)
2 (0,1%)

Аллоантитела неустановленной специфичности 60 (2,8%)

Всего 203

Заключение

Иммуногематологический скрининг пациентов, поступающих в гематологи-
ческую клинику, является мерой профилактики посттрансфузионных осложне-
ний. Его необходимо включить в протокол обследования больных в отделениях, 
применяющих заместительную гемокомпонентную терапию. Антиэритроцитар-
ные антитела диагностированы у 7,9% больных заболеваниями системы крови. С 
высокой частотой обнаруживались полиспецифические антитела (4,2% случаев), 
затруднявшие индивидуальный подбор эритроцитов в непрямом антиглобулино-
вом тесте. Аллоантитела неустановленной специфичности установлены у 2,9% 
больных. Доля обследованных со специфическими антителами составила 2,5%. 
Наиболее часто определялись анти-D (0,6%), анти-Е (0,5%), анти-М (0,4%) алло-
антитела. 
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Взаимосвязь молекулярно-генетических и иммунофенотипических 
особенностей опухолевых клеток при хроническом лимфолейкозе 

The relationship of molecular genetic and immunophenotypic features of tumor 
cells in chronic lymphocytic leukemia 

Аннотация. Проведена оценка молекулярно-генетических и иммунофенотипических особен-
ностей B-клеток у больных хроническим лимфолейкозом (ХЛЛ). Установлено, что у пациен-
тов с ХЛЛ, имеющих мутации гена TP53, наблюдается более высокая экспрессия антигена 
CD25 и kappa-легких цепей иммуноглобулинов, чем у пациентов без аберраций данного гена 
(p=0,034 и p=0,002 соответственно). При уровне экспрессии CD25≥14,3% и при мутированном 
статусе TP53 период до начала терапии значительно короче (Mе=5 мес.), чем в случаях без 
TP53-мутаций (Ме=18 мес.). 

Abstract. The assessment of the molecular genetic and immunophenotypic features of B cells in pa-
tients with chronic lymphocytic leukemia (CLL) was carried out. It was found that patients with TP53 
gene mutations had higher expression of CD25 antigen and kappa-light chains of immunoglobulins 
than patients without aberrations of this gene (p=0.034 and p=0.002, respectively). At the expression 
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level CD25≥14.3% and with mutated TP53 status, the period before the start of therapy is significant-
ly shorter (Me=5 months) than in cases without TP53 mutations (Me=18 months).

Ключевые слова: мутации; иммунофенотип; ген; хронический лимфолейкоз.

Keywords: mutations; immunophenotype; gene; chronic lymphocytic leukemia. 

Введение. Хронический лимфолейкоз (ХЛЛ) – наиболее распространенный 
лейкоз у взрослых, характеризующийся крайне гетерогенным клиническим течением 
[1]. Диагноз устанавливают на основании показателей анализа крови, В-симптомов, 
иммунофенотипирования циркулирующих В-лимфоцитов методом проточной цито-
метрии и морфологии опухолевых клеток [2]. 

Несмотря на то, что основные классификации по K.R. Rai, 1975 и J.L. Binet, 1981 
остаются актуальными при стадировании ХЛЛ, по ним невозможно предсказать про-
гноз на ранних стадиях [3]. Для дополнительной стратификации пациентов на груп-
пы риска многими исследователями все чаще используются генетические маркеры 
с предиктивным значением [1]. На сегодняшний день ключевыми биомаркерами, 
определяющими тактику лечения ХЛЛ, являются нарушения в гене TP53, а именно 
хромосомная делеция 17p13, захватывающая локус TP53, и мутации TP53. Данные 
аберрации связаны с неблагоприятным исходом заболевания, с резистентностью к им-
мунохимиотерапии (ИХТ) [1, 4]. Еще одним важнейшим прогностическим фактором 
при ХЛЛ является мутационный статус генов вариабельного региона тяжелой цепи 
иммуноглобулинов (immunoglobulin heavy chain variable region, IGHV). В междуна-
родной клинической практике это исследование является обязательным при данном 
заболевании [5].

Среди прогностических иммунофенотипических показателей при ХЛЛ хорошо 
изученными являются: CD23, CD38, CD49d и ZAP70. Неблагоприятный прогноз име-
ют пациенты, если на более чем 30 % лимфоидных клеток экспрессируются CD38 и/
или CD49d, либо на более чем 20 % – ZAP70 [6]. Кроме того, поверхностный антиген 
CD38 является независимым прогностическим маркером, экспрессия которого ассо-
циирована с более короткой общей выживаемостью и выживаемостью без лечения у 
больных ХЛЛ [6].
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Поиск взаимосвязи между молекулярно-генетическими и иммунофенотипиче-
скими характеристиками клеток ХЛЛ в настоящее время представляет большой инте-
рес. Показано, что del17p/мутации TP53, del11q, трисомия 12 и немутированный ста-
тус IGHV-генов ассоциируются с высокой экспрессией маркеров ZAP-70 и CD38 и, 
соответственно, связаны с неблагоприятными клиническими исходами [7, 8]. Однако, 
несмотря на имеющиеся данные, дальнейшие исследования подобных ассоциаций 
считаются перспективными для усовершенствования дифференциальной диагности-
ки ХЛЛ с другими лимфоидными новообразованиями и для прогнозирования харак-
тера течения в дебюте патологического процесса.

Цель. Оценить взаимосвязь молекулярно-генетических и иммунофеноти-
пических особенностей опухолевых клеток у больных хроническим лимфолей-
козом.

Материалы и методы. Проанализировано 119 образцов биологического ма-
териала (периферической крови и костного мозга) больных ХЛЛ, наблюдавшихся в 
ФГБУН КНИИГиПК ФМБА России в период с 2018 по 2024 гг. Из них 69 (58,0 %) 
мужчин и 50 (42,0 %) женщин. Медиана возраста в дебюте заболевания составила 
65 (min-max: 40-95) лет.

Анализ мутационного статуса генов TP53 и IGHV проводился методом прямого 
секвенирования по Сэнгеру на генетическом анализаторе Appled Biosystems 3500Xl 
(США) в соответствии с рекомендациями Европейской исследовательской инициати-
вы по изучению ХЛЛ (ERIC) [4, 9-11].

Иммунофенотипирование лимфоидных клеток выполнялось методом проточ-
ной лазерной цитофлуориметрии с применением 6-цветного проточного цитофлюо-
риметра BD FACSCantoTMII (BD Biosciences, США). Панель моноклональных анти-
тел подобрана в соответствии с требованиями Международной рабочей группы по 
ХЛЛ (International Working Group on CLL – IwCLL) и отечественных клинических 
рекомендаций [12, 13]. Пробоподготовка проводилась согласно протоколам фирм-
производителей.

Статистическая обработка результатов исследования осуществлялась в про-
грамме STADIA с использованием непараметрических методов анализа. Разли-
чия считались статистически значимыми при p < 0,05.

Результаты и обсуждения. При сопоставлении иммунофенотипических 
показателей клеток опухолевого клона с мутационным статусом гена TP53 выяв-
лена его ассоциация с уровнями экспрессии маркеров CD25+ и k-(kappa-) легких 
цепей иммуноглобулинов (Ig) (таблица 1).
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Таблица 1 – Взаимосвязь иммунофенотипа опухолевых клеток ХЛЛ 
с  мутационным статусом гена TP53

Показатель
Мутационный статус гена TP53

pнорма мутация 
Me (n) Q1-Q3 Me (n) Q1-Q3

CD25, % (n = 98) 1,6(84) 0,2-15,8 25,5 (14) 7,9-37,0 0,034
k-цепь, % (n = 82) 4,6 (71) 0,8-46,8 82,3 (11) 29,5-97,5 0,002

Установлено, что при наличии у больных ХЛЛ патогенных мутаций гена 
TP53 экспрессия антигена CD25 статистически значимо выше, чем при отсут-
ствии аберраций (Me:25,5 % vs. 1,6 % соответственно). Также отмечена более вы-
сокая экспрессия k-легких цепей Ig у пациентов с мутированным статусом TP53 
(Me=82,3 %, 11/82). Медиана уровня экспрессии данного показателя без мутаций 
гена составила 4,6 %.

Для определения пороговых значений экспрессии исследуемых марке-
ров в зависимости от мутационного статуса гена TP53 проведен ROC-анализ. 
В результате для CD25-показателя порог экспрессии, при котором прогнозиру-
ется обнаружение TP53-мутаций, равен 14,3 % (AUC: 0,676 ± 0,095; 95 % ДИ: 
0,490-0,863, р = 0,036), а для экспрессии k-цепи Ig – 12,8 % (AUC: 0,782 ± 0,066; 
95 % ДИ: 0,652-0,911, р = 0,003) (рисунок 1).

Рисунок 1 – ROC-кривые для экспрессии CD25 (1) и k-легкой цепи 
 иммуноглобулинов (2) в зависимости от мутационного статуса гена TP53

Исходя из полученных пороговых значений проведено разделение пациен-
тов на группы: с низкой и высокой экспрессией каждого из изучаемых маркеров 
(таблица 2). 
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Таблица 2– Взаимосвязь экспрессии CD25, k-цепи иммуноглобулинов 
с  мутационным статусом гена TP53

Показатель

Мутационный статус гена 
TP53 (n) p

ОШ (95 % ДИ)
норма мутация

Абс. % Абс. %

CD25 
(n=98)

<14,3 % 66 67,4 5 5,1
0,002 6,60 (1,97-22,16)

≥ 14,3 % 18 18,4 9 9,1

k-цепь Ig 
(n=82)

< 12,8 % 51 62,2 2 2,4
0,001 11,48 (2,28-57,82)

 ≥ 12,8 % 20 24,4 9 11,0

В результате статистической оценки установлено, что у пациентов в группах 
с высокими экспрессиями CD25 и k-цепи Ig (≥ 14,3 % и ≥ 12,8 % соответственно) 
шанс обнаружения патогенных мутаций гена TP53 в 6 и 11 раз выше, чем в груп-
пах с низкими пороговыми значениями исследуемых маркеров. 

При оценке временных характеристик течения заболевания, в частности 
времени до начала терапии, в зависимости от полученных пороговых значений 
статистически значимых различий не обнаружено. Однако отмечена тенденция к 
сокращению периода до инициации терапии у пациентов с экспрессией CD25 ≥ 
14,3 % и TP53-мутациями (Me = 5 мес.), по сравнению с больными без аберраций 
гена TP53 и с экспрессией CD25 ≥ 14,3 % (Me = 18 мес.) (р = 0,081) (рисунок 2).

Рисунок 2 – Зависимость времени до начала терапии с мутационным  статусом 
гена TP53 в группе пациентов с экспрессией CD25 ≥ 14,3 %
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При сопоставлении уровней экспрессии иммунофенотипических показате-
лей и других молекулярно-генетических маркеров, в частности мутационного 
статуса IGHV-генов, статистически значимых различий не выявлено (p > 0,05).

Как было сказано выше, рядом авторов показана ассоциация уровня экс-
прессии специфических иммунофенотипических маркеров (CD23, CD38, CD25, 
ZAP70) с генетическими аберрациями [7, 8, 14]. Полученные нами результаты 
согласуются с ними лишь отчасти. Так, высокий уровень экспрессии антигена 
CD25 и наличие мутаций гена TP53 действительно связаны с агрессивным тече-
нием ХЛЛ и более коротким периодом до начала терапии, в то время как ассо-
циации мутаций IGHV с экспрессией CD38 в нашем исследовании не выявлено 
(p = 0,289). Это может объясняться особенностями выборки пациентов в преде-
лах одного клинического центра или популяционной принадлежностью больных 
ХЛЛ.

Работ, посвященных взаимосвязи экспрессии легких цепей иммуноглобули-
нов с молекулярно-генетическими характеристиками опухолевых клеток не най-
дено. Известно, что клональность по k- либо λ-цепям иммуноглобулинов связана 
непосредственно с объемом опухолевой массы [15]. В свою очередь нарушения в 
гене TP53 также могут влиять на объем опухолевых клеток. При наличии у боль-
ных TP53-аберраций происходит неконтролируемая пролиферация и клональная 
экспансия опухолевых клеток [7].

Выводы. Высокая экспрессия иммунофенотипических маркеров CD25 (бо-
лее 14,3 %) и k-легких цепей Ig (более 12,8 %) обнаружены у больных ХЛЛ, имею-
щих патогенные мутации гена TP53. В случаях с уровнем экспрессии CD25≥14,3 
% и с аберрациями TP53 период до инициации терапии имел тенденцию к значи-
тельному сокращению (Me=5 мес.), в сравнении с таковым у больных без мута-
ций данного гена (Me=18 мес.).

Таким образом, выявление иммунофенотипических особенностей у боль-
ных ХЛЛ, имеющих конкретные генетические аномалии, позволит стратифици-
ровать пациентов на группы риска уже на ранних стадиях и может способство-
вать совершенствованию дифференциальной диагностики заболевания, оценке 
прогноза его течения и персонализации терапии.
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Эффективность терапии ингибитором BCL-2 при лечении пациентов с 
острым миелоидным лейкозом

Efficasy of the BCL-2 inhibitorin the treatment of patients with acute myeloid 
leukemia 

Аннотация. В исследовании проанализированы результаты лечения 48 пациентов с первичным, 
рецидивирующим и/или рефрактерным острым миелоидным лейкозом, получивших комбини-
рованную схему терапии ингибитором ВСL-2 венетоклакс в сочетании с гипометилирующими 
агентами или низкими дозами цитарабина, наблюдавшихся в Федеральном государственном 
бюджетным учреждении науки «Кировском научно-исследовательском институте гематологии 
и переливания крови Федерального медико-биологического агентства» с июня 2020 г. по июнь 
2024 г.

Abstract. To assess treatment outcomes of 48 patients with primary, relapsed and/or refractory 
acute myeloid leukemia, treated in The Federal State-Financed Scientific Institution Kirov Research 
Institute of Hematology and Blood Transfusion under the Federal Medical Biological Agency who 
received a combination therapy regimen with the BCL-2 inhibitor venetoclax in combination with 
hypomethylating agents or low doses of cytarabine, over the period from June, 2020, till June, 2024.

Ключевые слова: острый миелоидный лейкоз; венетоклакс; таргентная терапия; эффектив-
ность терапии.

Index terms: acute myeloid leukemia; venetoclax; targeted therapy; efficacy in the treatment.

Введение. Опыт терапии острых миелоидных лейкозов (ОМЛ) насчитывает 
более полувековой период. За это время достигнуты большие успехи в лечении 
пациентов с ОМЛ, благодаря лучшему пониманию патогенеза заболевания, вы-
явлению прогностически благоприятных и неблагоприятных цитогенетических, 
молекулярно-биологических факторов, широкому использованию программ си-
стемной химиотерапии с включением новых таргетных препаратов [1]. Лечение 
ОМЛ представляет собой сложный выбор между стратегиями интенсивной хи-
миотерапии и неинтенсивными подходами лечения с применением новых вари-
антов таргетного воздействия, которые по своей эффективности сопоставимы со 
стандартной химиотерапией [2]. 

Комбинации ингибитора BCL-2 венетоклакс и гипометилирующих агентов 
(ГА) или низких доз цитарабина (НДЦ) изменили подход в лечении пожилых 
пациентов с ОМЛ, и в большинстве случаев стали стандартом терапии. В то же 
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время использование данных схем расширило возможности лечения для моло-
дых пациентов с тяжелой сопутствующей патологией [3].

Венетоклакс – таргетный противоопухолевый агент, относящийся к классу 
BH3-миметиков. Препараты этой категории ингибируют антиапоптотические мо-
лекулы, такие, как BCL-2, BCL-w и BCL-XL. Специфически связываясь с мише-
нью, венетоклакс копирует действие физиологических антагонистов BCL-2, что 
приводит к включению механизмов программируемой клеточной смерти через 
активацию проапоптотических белков (таких как BIM) и каспазного каскада [4]. 
Экспрессия BCL-2 при ОМЛ ассоциируется с неблагоприятным исходом и, наря-
ду с другими механизмами, может свидетельствовать о химиорезистентности [5]. 

Результаты клинических исследований по оценке эффективности комбина-
ции венетоклакс с НДЦ или с ГА у пожилых пациентов с ОМЛ de novo про-
демонстрировали высокую частоту достижения полной ремиссии (ПР) и более 
длительную общую выживаемость (ОВ) в сравнении с таковыми показателями 
при стандартной терапии НДЦ или ГА в монорежиме: так ОВ в группе пациен-
тов, получавших терапию венетоклакс с ГА, составила 14,7 мес, а в группе моно 
ГА – 9,6 мес (медиана наблюдения 20,5 мес), в группе венетоклакс с НДЦ - 8,4 
мес и 7,2 мес соответвенно (медиана наблюдения 12 мес) [6]. По результатам III 
фазы клинического исследования VIALE-A у ранее не леченных пожилых па-
циентов, которые не подходили для интенсивной химиотерапии, венетоклакс в 
комбинации с азацитидином не только значимо повышал общую выживаемость 
и частоту достижения ремиссий в сравнении с монотерапией азацитидином, но и 
продемонстрировал умеренную гематологическую токсичность [7]. 

Эффективность комбинации венетоклакс с ГА или НДЦ оценивали для мо-
лодых пациентов при рецидивирующем/рефрактерном (р/р) ОМЛ, и, несмотря 
на весьма скромные показатели ПР и ОВ, была доказана безопасность, хорошая 
переносимость предложенных схем терапии, что является приемлемой альтерна-
тивой для пациентов всех возрастов с р/р ОМЛ, особенно с высоким цитогенети-
ческим риском [8].

Цель исследования. Оценить эффективность комбинированной терапии 
ингибитором ВСL-2 венетоклакс в сочетании с гипометилирующими агентами 
или низкими дозами цитарабина в группах пациентов с впервые выявленным и/
или рецидивирующим/рефрактерным ОМЛ.
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Материалы и методы. В ретроспективное исследование включены 48 па-
циентов старше 18 лет с диагнозом ОМЛ, госпитализированных во взрослое от-
деление гематологии и химиотерапии ФГБУН КНИИГиПК ФМБА России. Для 
дальнейшего анализа пациентов разделили на две группы: первая – de novo ОМЛ, 
вторая – р/р ОМЛ. Диагноз ОМЛ устанавливался на основании цитологического, 
иммунофенотипического, цитогенетического и молекулярно-генетического ис-
следований аспирата костного мозга.

В первой линии терапии венетоклакс в сочетании с ГА или НДЦ назначался 
пациентам старше 60 лет с высоким цитогенетическим риском, а также молодым 
пациентам с тяжелой сопутствующей патологией. Во второй и третьей линиях — 
всем пациентам при подтверждении прогрессии или рецидива заболевания вне 
зависимости от возраста и группы риска.

Программа лечения включала себя пероральный прием венетоклакса 1 раз в 
сутки в дозе 100 мг в 1-й день, 200 мг – во 2-й день, 400 мг с 3 по 28 день в 1 цикле 
и во всех последующих 28-дневных циклах. Терапия венетоклаксом сочеталась 
с применением подкожного введения цитарабина в дозе 10 мг/м2 2 раза в день с 
1-го по 10-й день каждого 28-дневного цикла или подкожного введения азацити-
дина в дозе 75 мг/м2 с 1-го по 7-й день каждого 28-дневного цикла. 

Эффективность терапии оценивалась на основании цитологического иссле-
дования аспирата костного мозга, после восстановления лейкоцитов до 1,0*109/л 
и более. Терапию венетоклаксом продолжали до проявления симптомов прогрес-
сирования заболевания. 

В цели исследования входила оценка эффективности лечения (частота до-
стижения ремиссии заболевания, частота возникновения рецидивов заболевания, 
расчёт общей выживаемости). При статистической обработке данных использо-
вали анализ выживаемости по методу Каплана – Мейера с применением про-
граммы Statistica 6.0. 

Результаты. В период с июня 2020 по июнь 2024 терапию ингибитором 
BCL-2 венетоклакс в сочетании с низкими дозами цитарабина или гипометили-
рующими агентами получали 48 пациентов с ОМЛ: 21 (44%) мужчин и 27 (56%) 
женщин, с медианой возраста 57 лет. В 38% случаев (n=18) терапия применялась 
в качестве индукционной терапии у пациентов ОМЛ de novo и в 62% случаев 
(n=30) при рецидивах/рефрактерных ОМЛ.
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В группе первичных ОМЛ в 67% (n=12) случаев терапия венетоклакс на-
значена в сочетании с гипометилирующими агентами, в 33% (n=6) – с низкими 
дозами цитарабина. Согласно классификации ELN-2022 группу промежуточно-
го риска составили 34% (n=6), группу высокого риска – 50% (n=9) больных, у 
4 (22%) пациентов выявлена мутация TP53. Общая характеристика пациентов 
представлена в таблице 1.

Таблица 1 – Общая характеристика группы пациентов с ОМЛ de novo

Характеристика Количество случаев (частота, %)
Мужчины/женщины (n) 7 (38%)/11 (62%)
Медиана возраста, лет (диапазон)
 молодой возраст (18-44)
 средний возраст (45-59)
 пожилые (60 и более)

61 (30-69)
5 (28%)
2 (11%)
11 (61%)

Количество лейкоцитов в дебюте заболевания
 менее 1х109л
 менее 10-100х109л
 более 100х109л

4 (22%)
12 (67%)
2 (11%)

Предшествующий МДС 7 (39%)
Статус ECOG
 0-2
 3-4

8 (44%)
10 (56%)

Группы риска по ELN (n)
 низкий
 промежуточный
 высокий

3 (17%)
6 (34%)
9 (49%)

Мутация TP53 4 (22%)

 В группе ОМЛ de novo полная ремиссия достигнута у 67% (n=12) пациен-
тов, у 6 (33%) больных установлена резистентность к терапии. Ранняя леталь-
ность составила 17% (n=3) случаев. За время наблюдения развитие рецидива 
заболевания констатировано у 3 (25%) больных. В настоящее время 8 (44%) па-
циентов продолжают получать данную терапию. Медиана общей выживаемости 
составила 15 месяцев, общая двухлетняя выживаемость – 32%. Медиана безре-
цидивной выживаемости (БРВ) – 11 мес (рисунок 1). Медиана наблюдения со-
ставила 8,5 мес (диапазон 1-21 мес).
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Рисунок 1 — Общая и безрецидивная выживаемость группы пациентов с 
ОМЛ de novo

В группе р/р ОМЛ комбинированная терапия венетоклакс в сочетании с ГА 
или НДЦ назначена во 2-й линии терапии 19 (63%) пациентам (комбинация ве-
нетоклакс с ГА — 12 , с НДЦ — 7), в 3-й линии терапии — 11 (37%) больным 
(комбинация венетоклакс с ГА — 7, с НДЦ — 4). У 37% (n=11) пациентов терапия 
применялась при резистентном течении ОМЛ, у 63% (n=19) – при диагностике 
раннего или позднего рецидива заболевания. Высокий цитогенетический риск по 
критерием ЕLN-2022 установлен в 37% (n=10) случаев. Общая характеристика 
пациентов представлена в таблице 2. 
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Таблица 2 — Общая характеристика группы пациентов р/р ОМЛ

Характеристика Количество случаев (частота, %)
Мужчины/женщины (n) 14 (47%)/16 (53%)
Медиана возраста (диапазон)
 молодой возраст (18-44)
 средний возраст (45-59)
 пожилые (60 и более)

53 (18-82)
11 (37%)
8 (26%)
11 (37%)

Статус ECOG
 0-2
 3-4

18 (60%)
12 (40%)

Группы риска по ELN (n)
 низкий
 промежуточный
 высокий

9 (30%)
11(37%)
10 (33%)

Резистентное течение ОМЛ 11(37%)
Рецидив ОМЛ 19(63%)

Полная ремиссия в группе р/р ОМЛ достигнута в 67% (n=20) случаев. Раз-
витие рецидива зафиксировано у 33% пациентов (n=10). В настоящий момент 
живы 12 (40%) больных. Медиана ОВ составила 27 месяцев, общая двухлетняя 
выживаемость – 55 %, пятилетняя общая выживаемость – 25%. Медиана безре-
цидивной выживаемости (БРВ) – 10 мес (рисунок 2). Медиана наблюдения со-
ставила 16,5 месяцев (диапазон 3-108 мес).
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Рисунок 2 – Общая и безрецидивная выживаемость группы пациентов 

В данной группе аллогенная трансплантация костного мозга (алло–ТГСК) 
выполнена 11 пациентам. В пострансплантационном периоде 2 больных погибли 
от инфекционных осложнений, у 2 - зафиксирована прогрессия заболевания, от 
которой в дальнейшем наступил летальный исход. Медианы ОВ и БРВ в группе 
где пациентам выполнена алло-ТГСК в настоящий момент не достигнуты, ОВ 
двухлетняя выживаемость составила 58%, БРВ двухлетняя выживаемость – 68% 
(рисунок 3).

Рисунок 3 – Общая и безрецидивная выживаемость в зависимости от 
 проведения аллоТГСК в группе пациентов р/р ОМЛ
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В группе р/р ОМЛ у 4 пациентов диагностированы экстрамедуллярные по-
ражения. По данным ПЭТ-КТ полный ответ на терапию был достигнут у 100% 
пациентов, у 2 больных ответ сохраняется по настоящее время в течение 14 и 17 
месяцев соответственно, у 2 - установлен ранний рецидив заболевания через 10 и 
11 месяцев после констатации ремиссии заболевания. Результаты лечения в обе-
их группах представлены в таблице 3.

Таблица 3 – Результаты лечения пациентов с de novo и р/р ОМЛ

Характеристика ОМЛ de novo (n=18) р/р ОМЛ (n=30)
1 линия 
2 линия
3 линия 

18 (100%)
-
-

-
19(63%)
11 (37%)

Полный ответ 12 (67%) 20(67%)
Резистентность 6 (33%) 10 (33%)
Рецидив 3 (17%) 10 (33%)
Алло-ТГСК - 11 (36%)
Живы  10 (55%) 12 (40%)
Летальность 8 (45%) 18 (60%)
Ранняя летальность 3 (17%) -
Медиана ОВ 15 мес 27 мес
Двухлентняя ОВ 32% 55%
Пятилетняя ОВ - 25%
Медина БРВ 11 мес 10 мес

Заключение. Терапевтический подход с применением комбинированной 
терапии ингибитором ВСL-2 венетоклакс в сочетании с гипометилирующими 
агентами или низкими дозами цитарабина продемонстрировали высокую эф-
фективность в лечении ОМЛ de novo и неблагоприятного течения заболевания, 
что позволяет персонифицировать лечебную тактику в зависимости от статуса 
пациентов. Так, в группе ОМЛ de novo, где комбинация с венетоклакс назнача-
лась у пожилых коморбидных больных с высоким цитогенетическим риском и у 
молодых пациентов с тяжелой соматической патологией, позволила увеличить 
двухлетнюю ОВ до 32%, при медиане наблюдения 8,5 мес. Высокие показатели 
двухлетней ОВ – 58%, БРВ – 68%, а также отсутствие плато на кривой ОВ и БРВ, 
при применении комбинированной терапии на основе ингибитора ВСL-2 венето-
клакс с последующим выполнением аллоТГСК, дают возможность рассмотреть 
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данный метод терапии как оптимальный вариант лечения при р/р ОМЛ. Также 
данная схема лечения может рассматриваться в качестве клинической опции у 
больных ОМЛ с экстрамедуллярным поражением.
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