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Введение 

Актуальность темы исследования 

 

Трансплантация аллогенных гемопоэтических стволовых клеток (алло-

ТГСК) является методом терапии, позволяющим достичь не только ремиссии 

заболевания, но и биологического излечения у пациентов c заболеваниями системы 

крови.  

Острая реакция «трансплантат против хозяина» (оРТПХ), а также рецидив 

основного заболевания остаются главными из нерешенных проблем, приводящим 

к инвалидизации и смерти после алло-ТГСК. В последние годы отмечается 

уменьшение развития оРТПХ, что, вероятно, связано с улучшением режимов 

профилактики.  По данным литературы приблизительно у 50% пациентов после 

алло-ТГСК развивается оРТПХ, в свою очередь оРТПХ III – IV степени 

констатируется приблизительно у 10% больных [142].  

Рецидив заболевания после алло-ТГСК у больных с диагнозом острый лейкоз 

развивается у 30 – 40% пациентов и остается одной из ведущих причин гибели 

пациентов [25; 182].   

В основе развития оРТПХ лежит иммунный ответ и его регуляция в том числе 

и специализированными Т-клетками – Т-регуляторными клетками (Т-рег). 

Несмотря на то, что Т-рег были открыты более 20 лет назад, до сих пор изучение 

этой клеточной популяции представляет широкий интерес в научном сообществе, 

а их клиническая значимость окончательно не определена. Как известно, по 

данным литературы Т-рег клетки играют важную роль в индукции и поддержании 

иммунологической толерантности.  Они контролируют развитие оРТПХ при 

сохранении эффекта реакции «трансплантат против лейкоза» (РТПЛ) [33]. Развитие 

оРТПХ ассоциировано с уменьшением общего числа T-рег [64; 141]. 
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В ФГБУ «НМИЦ гематологии» МЗ РФ исследовали экспрессию гранзима В 

в CD4+ лимфоцитах и Т-рег у пациентов после алло-ТГСК [66]. Было доказано, что 

уменьшение доли гранзим В-позитивных Т-рег ассоциировано с развитием оРТПХ. 

В большинстве случаев развитию отторжения/рецидива предшествует 

период нарастания кроветворения «хозяина» хотя бы в одной из клеточных 

популяций. Развитие же оРТПХ практически всегда происходит на фоне 100% 

донорского кроветворения [14]. 

В 2005 г. группой исследователей [112] было показано, что смешанный 

химеризм в CD4+ и CD8+ Т-клетках на 7 и 10 дни после алло-ТГСК ассоциирован с 

развитием оРТПХ в первые 3 месяца после трансплантации.  

Таким образом, проведенные исследования в данной области не отображают 

в полной мере химерный статус популяций, которые реализуют и регулируют 

иммунный ответ при развитии оРТПХ.  

 

Степень разработанности темы исследования 

 

В настоящее время представлено некоторое количество исследований, 

посвященных изучению клеточных популяций после алло-ТГСК, в том числе и Т-

клеток. В отечественной литературе представлены единичные работы по оценке 

химеризма в субпопуляциях. В связи с этим представляется важным изучить 

химеризм в субпопуляциях Т-клеток для понимания биологии развития 

иммунологических осложнений и вероятности их развития.   

 

Цель исследования 

 

Проанализировать химеризм в субпопуляциях Т-хелперов у больных 

острыми лейкозами в первые 3 месяца после алло-ТГСК. 
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Задачи исследования 

 

1. Сопоставить химеризм в клетках костного мозга и в субпопуляциях Т-хелперов 

периферической крови между собой на разных этапах после алло-ТГСК.  

2. Проанализировать ассоциацию различных факторов, таких как источник 

трансплантата, совместимость донора и реципиента по человеческим 

лейкоцитарным антигенам (HLA), режим кондиционирования, схемы 

иммуносупрессивной терапии с химеризмом в субпопуляциях Т-хелперов 

периферической крови. 

3. Оценить вероятность развития рецидива в зависимости от химеризма в 

различных субпопуляциях Т-хелперов периферической крови.  

4. Исследовать связь между химеризмом в различных субпопуляциях Т-хелперов 

периферической крови и оРТПХ. 

5. Ретроспективно оценить вероятность развития оРТПХ у больных с острыми 

лейкозами, которым алло-ТГСК была выполнена в период с 2014 по 2020 гг.  

 

Научная новизна 

 

Впервые изучено влияние применения лошадиного антитимоцитарного 

глобулина (лАТГ) 40 мг/кг в -4, -3, -2, -1 дни и посттрансплантационного 

циклофосфамида (ПТ-ЦФ) в дозе 50 мг/кг/сут на +3, +4 дни после трансплантации 

на химеризм в популяциях Т-рег и Т-конвенциональных клеток (Т-кон). Изучены 

механизмы развития поздней оРТПХ при использовании лАТГ без сочетания с ПТ-

ЦФ. 
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Практическая значимость работы 

 

Прогнозирование развития оРТПХ и биологическое обоснование выбора 

протокола профилактики для предотвращения развития этого осложнения у 

реципиентов аллогенных гемопоэтических стволовых клеток.  

1. Применение ПТ-ЦФ в качестве иммуносупрессивной терапии у всех 

пациентов после алло-ТГСК вне зависимости от HLA-совместимости донора.  

2. У пациентов с донорским химеризмом менее 82,5% среди Т-рег значимо 

повышается риск развития поздней оРТПХ.  

 

Методология и методы исследования 

 

Перед началом исследования проведено планирование работы, создана 

электронная база данных для сбора информации о включенных больных. 

Проанализирован большой объем отечественных и зарубежных публикаций и 

исследований, посвященных изучению химеризма после алло-ТГСК.  

При выполнении данной работы применялись иммунофенотипические и 

молекулярные методы исследования. Анализ полученных данных был 

осуществлен с использованием статистической обработки. 

 

Положения, выносимые на защиту 

 

1. При использовании лАТГ без сочетания с ПТ-ЦФ в качестве профилактики 

оРТПХ у пациентов с острыми лейкозами, не происходит адекватной 

лимфодеплеции, что впоследствии оказывает влияние на химеризм в популяции Т-

рег и Т-кон. 

2. Применение ПТ-ЦФ в дозе 50 мг/кг/сут на +3, +4 день после алло-ТГСК 

позволяет достичь полного донорского химеризма как в клетках костного мозга, 
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так и в отдельных популяциях Т-клеток периферической крови (Т-рег и Т-кон), что 

позволяет снизить риск реакции «трансплантат против хозяина» (РТПХ).  

3.  Смешанный химеризм как в костном мозге, так и в отдельных популяциях Т-

клеток периферической крови (Т-рег и Т-кон) спустя 3 месяца после алло-ТГСК 

ассоциирован с развитием оРТПХ на фоне начала отмены иммуносупрессивной 

терапии. 

 

Степень достоверности и апробации результатов 

 

Достоверность полученных результатов основана на изучении достаточного 

объема научной литературы и примененной методологии исследования, 

многоступенчатого статистического анализа данных. 

Апробация работы состоялась 05 декабря 2022 года на заседании проблемной 

комиссии ФГБУ «НМИЦ гематологии» Минздрава России «Фундаментальные и 

клинические исследования в гематологии; проблемы клинической и 

производственной трансфузиологии» (протокол №12).  

Анализ промежуточных результатов представлен в виде устных и постерных 

докладов на Российских и международных конференциях: XI и XIV 

Международных симпозиумах памяти Р.М. Горбачевой «Трансплантация 

гемопоэтических стволовых клеток. Генная и клеточная терапия» (г. Санкт-

Петербург, 2017 и 2020 гг.); IV, V и VI Конгрессах гематологов России (г. Москва, 

2018, 2020, 2021 гг.), 23-м конгрессе Европейской гематологической ассоциации (г. 

Стокгольм, 2018г), 9-ом ежегодном собрании Общества гематологической 

онкологии (SOHO 2021г).  

По теме диссертации опубликовано 15 работ, из них 2 статьи в журналах, 

рекомендованных Высшей аттестационной комиссией Министерства образования 

и науки РФ. Одна статья опубликована в иностранном журнале, 12 тезисных 

сообщений. 
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Объем и структура диссертации 

 

Диссертационная работа изложена на 131 странице машинописного текста, 

состоит из введения, обзора литературы, материалов и методов, результатов 

собственных исследований, обсуждения, заключения, выводов, списка литературы. 

Работа иллюстрирована 24 рисунками, содержит 9 таблиц. Список литературы 

включает 194 литературных источников: 6 отечественных и 188 зарубежных 

источников. 
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Глава 1. Обзор литературы 

1.1 Общие сведения о трансплантации аллогенных гемопоэтических 

стволовых клеток 

 

Алло-ТГСК является терапией выбора при многих заболеваниях системы 

крови. В настоящее время это единственный метод лечения, который позволяет 

достичь биологического излечения от заболевания  [2].  

При алло-ТГСК важную роль играет иммунологическая толерантность. Под 

толерантностью принято понимать состояние, при котором иммунная система не 

вырабатывает физиологический ответ на антигены реципиента после алло-ТГСК 

при том, что происходит ответ на бактериальные, вирусные и другие антигены 

[172]. Неразрывно понятие толерантности связано и с понятием химеризма. В 

последние десятилетия ведутся активные научные исследования в области 

трансплантации, которые направлены на изучение баланса между 

иммунологической толерантностью и стабильным химеризмом, позволяющего 

функционировать иммунной системе донора и реципиента [33; 170; 185]. 

Сама процедура трансплантации включает в себя предтрансплантационное 

кондиционирование и последующую трансфузию трансплантата, содержащего 

гемопоэтические клетки здорового донора. Однако трансплантат содержит не 

только гемопоэтические стволовые клетки, способные быстро  восстанавливать 

гемопоэз, но также иммунокомпетентные клетки, включая Т-клетки [38]. 

Донорские Т-клетки на ранних этапах облегчают приживление гемопоэтических 

стволовых клеток за счет лимфокинов, необходимых для дифференциации и 

пролиферации донорских стволовых клеток [55; 95], а также защищают 

реципиентов от оппортунистических инфекций и выполняют задачу по 

элиминации остаточных опухолевых клеток реципиента через так называемый 

эффект «трансплантат против лейкоза» [7; 147]. 

Известно, что T-клетки являются главными «игроками» в осуществлении 

иммунных реакций против собственных и чужеродных антигенов, а также в 
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поддержании иммунологического гомеостаза [177]. Негативным аспектом является 

то, что Т-клетки донора имеют способность вызывать иммуноопосредованное 

повреждение органов у реципиента – РТПХ, что, по сути, является нормальной 

физиологической реакцией на чужеродные антигены, однако представляет 

опасность с клинической точки зрения [12; 122; 134; 140]. 

Среди Т-клеток присутствуют и те, которые регулируют развитие и силу 

аллоиммунной реакции после алло-ТГСК. Т-рег – это субпопуляция Т-клеток 

хелперов, осуществляющая регуляцию иммунного ответа [152; 179]. 

Именно баланс между РТПЛ и РТПХ, т.е. регуляция аллоиммунных 

процессов остается одной из главных проблем в трансплантационной 

иммунологии. 

 

1.2 История открытия Т-регуляторных клеток 

 

В 1970 г. Gershon и Kondo впервые идентифицировали Т-супрессорные 

клетки. В их работе мышам после тимэктомиии вводили эритроциты барана, что в 

итоге приводило к специфической толерантности, невосприимчивости к 

последующему введению антигена. Это являлось подтверждением, что при 

определенных условиях антиген, распознаваемый Т-клетками, индуцирует клетки 

способные подавлять иммунный ответ [65].  Однако дальнейшее исследование этих 

супрессорных Т-клеток было затруднено в связи с фенотипической схожестью с 

другими Т-клетками.  

В 1975 г. было опубликовано исследование, подтверждающее роль клеток, 

происходящих из тимуса, участвующих в регуляции аутоиммунных реакций. В 

этой работе крысам выполняли тимэктомию с последующим рентгеновским 

облучением в объеме трех доз по 200 рад, что приводило к избирательной деплеции 

Т-клеток и впоследствии к развитию тяжелых тиреоидитов [124]. 

В 1982 г. Sakaguchi с коллегами продемонстрировали, что тимэктомия у 

новорожденных мышей на 3-й день приводила к аутоиммунному оофориту, однако 
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однократная внутрибрюшинная инъекция клеток селезенки или тимоцитов от 

мышей с тимусом предотвращало развитие данного аутоиммунного процесса [151]. 

Это позволило сделать предположение о существовании супрессорных Т-клеток, 

«уравновешивающих» аутореактивность. Дальнейшее изучение этой 

субпопуляции Т-клеток у мышей показало, что перенос мышам клеток селезенки, 

в которых было произведено селективное удаление этой популяции Т-клеток, 

приводило к органоспецифическим аутоиммунным заболеваниям, таким как 

тиреоидит, орхит, оофорит и гастрит [117]. 

Powrie и Mason в 1990 г. продемонстрировали, что у мышей с синдромом 

тяжелого иммунодефицита при введении CD4+CD45RВhigh Т-лимфоцитов 

развивалось тяжелое воспалительное заболевание кишечника, в то время как у 

животных, получавших CD4+CD45RВlow T-лимфоциты или обе популяции, не 

развивалось  аллоиммунного поражения кишечника [133]. 

Важной проблемой оставалось определение фенотипа T-рег. В начале 2000-х 

годов было сделано открытие, что рецептор к интерлейкину-2 (IL-2 (CD25)) 

критически важен для развития и поддержания T-рег [74]. У мышей с генетическим 

дефицитом IL-2, альфа-цепи рецептора интерлейкина-2 (IL-2Rα) или бета-цепи 

рецептора интерлейкина-2 (IL-2Rβ) снижается количество Т-рег CD4+CD25+ в 

тимусе и на периферии, что в дальнейшем приводит к жизнеугрожающим 

аутоиммунным и воспалительным заболеваниям [74]. Как оказалось, IL-2 

необходим не только для поддержания, но также и для активации и клональной 

экспансии CD4+CD25+ T-рег [153]. 

Фундаментальным свойством, определяющим Т-рег, стало открытие 

способности к подавлению иммунных реакции как in vivo, так in vitro [80]. 

Несмотря на то, что CD25 был идентифицирован в качестве маркера Т-рег, 

впоследствии оказалось, что он не так специфичен, поскольку CD25 является 

маркером активации во всех Т-клетках, хотя его экспрессия высоко коррелирует с 

другими маркерами T-рег [62; 74]. 

Были описаны и другие маркеры, экспрессия которых служила для 

определения и отбора популяции Т-рег, такие как изоформа CD45 – CD45RB, 
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антиген цитотоксических Т-лимфоцитов (CTLA-4, TNFRSF18) или GITR (ген, 

связанный с семейством рецепторов фактора некроза опухоли, индуцированный 

глюкокортикоидами), CD134 (OX40) и CD62L. Как и в случае с CD25, ни одна из 

этих молекул не экспрессируется исключительно на Т-рег [191]. 

Поиск специфического маркера Т-рег привел исследователей к тому, что в 

2003 году был открыт специфический маркер Т-рег – транскрипционный фактор 

FoxP3, при дефиците которого у людей развивается тяжелое заболевание – Х-

сцепленный синдром (иммунная дисрегуляция, энтеропатия и 

полиэндокринопатия, характеризующаяся диабетом, тиреоидитом, 

гемолитической анемией, гипер-Ig синдромом, дерматитом, спленомегалией, 

лимфаденопатией и цитокиновым штормом) [143; 194]. 

Таким образом, фенотип Т-рег был определен, как CD3+CD4+CD25highFoxP3+. 

В последующие годы была обнаружена отрицательная корреляция между 

экспрессией рецептора интерлейкина-7 (IL-7 (CD127)) и экспрессией FoxP3, что 

характеризовало Т-рег, как клетки с низкой экспрессией CD127 [32]. 

В 2007 г. Floess c коллегами опубликовали интересное исследование, в 

котором показали различие в экспрессии FoxP3 на Т-рег и T-кон. Работа 

проводилась на мышах-самцах с целью избегания «артефактов», так как FoxP3 

кодируется на Х хромосоме. Исследователи брали CD4+CD25+ и CD4+CD25– T-

клетки из вторичных лимфоидных органов мышей-самцов. Оказалось, что 

подавляющее большинство отсортированных CD4+CD25+ имели экспрессию FoxP3 

в то время, как менее 1% CD4+CD25– T-клеток имели экспрессию FoxP3 [56]. 

Fontenot с коллегами продемонстрировали важную роль FoxP3 в образовании 

Т-рег. Исследователи проводили эксперименты с облученными мышами, которым 

вводили клетки костного мозга от мышей с дефицитом гена FoxP3 или диких 

мышей из контрольной группы. В результате было показано, что только клетки 

мышей из контрольной группы, экспрессирующие FoxP3, были способны 

генерировать T-рег [63]. 

В работах по отслеживанию клеточных линий у мышей продемонстрировано, 

что от 4% до 15% Т-рег теряют стабильность в воспалительной среде, что 
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проявляется в потере экспрессии FoxP3, а в дальнейшем влечет за собой утрату их 

иммуносупрессивной способности [89; 163]. 

 

 1.3 Биология Т-регуляторных клеток 

 

Популяция Т-рег CD4+CD25+CD127lowFохP3+ составляет от 5 до 15% 

периферических Т-клеток. На основе дифференциальной экспрессии 

поверхностных маркеров в настоящее время ее можно разделить на 22 различные 

популяции [126]. 

В зависимости от происхождения и механизма действия Т-рег разделяют на 

три основных типа: естественные Т-рег (nTрег) генерируемые тимусом, 

периферические индуцированные (pTрег), а также индуцированные in vitro T-рег 

(iTрег) [145]. 

nTрег экспрессируют молекулы, ингибирующие активацию эффекторных Т-

клеток: мембранный белок, клеточный рецептор –  гликопротеин цитотоксических 

Т-лимфоцитов 4 (СТLA4), мембраносвязанный трансформирующий фактор роста 

бета (TGF-β), рецептор фактора некроза опухоли, индуцированный 

глюкокортикостероидами (GITR), ген активации гомологичных лимфоцитов 3 

(LAG3), галектин-1, CD39 [184]. Большая часть естественных Т-рег постоянно 

экспрессирует высокие уровни CD25 (CD25high) на периферии, но также среди Т-

рег есть популяция клеток, имеющая низкую экспрессию CD25 (CD25low).   

Поддержание CD4+CD25+ T-рег критически зависит от действия 2 цитокинов – IL-

2 и TGF-β [160]. 

 Хотя CD4+CD25+ T-рег не продуцируют IL-2, этот цитокин необходим для 

правильного развития CD4+CD25+ T-рег в тимусе при помощи активации FoxP3 и 

СD25 [96], а также для поддержания гомеостаза на периферии [75]. В 

исследованиях на мышах, у которых был дефицит TGF-β, обнаружено, что TGF-β 

необходим для поддержания экспрессии FoxP3, регуляторной функции и размера 
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пула периферических T-рег CD4+CD25+, но не требуется для развития T-рег 

CD4+CD25+ в тимусе [155; 176]. 

Cтоит отметить, что iTрег имеют нестабильную экспрессию FoxP3, 

приводящую к возвращению этих клеток в Т-кон или T-клетки памяти при 

ослаблении сигналов IL-2 и TGF-β [89]. В другом исследовании было 

продемонстрировано, что опухолевые клетки могут преобразовывать CD4+ клетки 

в CD4+CD25+ клетки посредством выработки TGF-β, таким образом уклоняясь от 

иммунного ответа [187]. 

При многих злокачественных заболеваниях, таких как рак молочной железы, 

легких, поджелудочной железы был обнаружен высокий уровень T-рег в 

микроокружении опухоли, что свидетельствует об их участии при предотвращении 

адекватного иммунного ответа, направленного на опухолевые клетки [97].  Также 

известна роль T-рег в развитии некоторых аутоиммунных заболеваний, таких как 

рассеянный склероз, ревматоидный артрит и сахарный диабет I типа [98]. 

В последние годы была открыта ещё одна популяция Т-рег – резидентные 

(rТрег), находящаяся в мышечной ткани, в висцеральной жировой ткани и коже 

[183]. Однако изучение данной подгруппы Т-рег для понимания их функции и 

свойств еще только предстоит. 

 

1.4 Иммунологическая толерантность 

 

Иммунологическая толерантность – отсутствие специфического 

иммунологического ответа к аутоантигенам или чужеродным антигенам без 

длительного иммуносупрессивного воздействия, в частности после 

трансплантации [29]. 

Благодаря центральным и периферическим механизмам иммуннологической 

толерантности иммунная система различает аутоантигены и чужеродные антигены 

(аллоантигены).  
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При успешной трансплантации аллогенных гемопоэтических стволовых 

клеток развивается состояние иммунологической толерантности. Главный 

механизм, при помощи которого формируется толерантность – это клональная 

делеция предшественников Т-клеток в тимусе, а также зрелых Т-клеток на 

периферии [92]. Клинически это проявляется в виде стабильной функции 

трансплантата при отсутствии аллоиммунной реакции на другие ткани хозяина в 

виде РТПХ [37]. 

 

1.5 Центральная толерантность 

 

Центральная толерантность – иммунологическая толерантность, основанная 

на элиминации аутореактивных иммунокомпетентных клеток, происходящая в 

центральных органах иммунной системы. 

Механизм центральной толерантности осуществляется путем 

положительной и отрицательной селекции. 

Т-лимфоциты возникают из циркулирующих предшественников, которые 

попали в организм реципиента при введении трансплантата. Для дальнейшего 

развития и дифференцировки Т-клетки мигрируют в тимус, где на их поверхности 

происходит появление Т-клеточного рецептора (ТКР) [174]. Дальнейшая жизнь Т-

клеток зависит от их способности взаимодействовать с молекулами главного 

комплекса гистосовместимости (MHC) I и II классов. Большинство клеток не 

имеют специфичности к лиганду МНС и погибают – это так называемая 

«позитивная селекция» [165; 171]. Оставшиеся Т-клетки превращаются в CD4+ или 

в CD8+ Т-клетки в зависимости от способности взаимодействия с антигенами MНС 

на эпителиальных клетках коры тимуса (CD8+ связываются с молекулами МНС I 

класса, CD4+ – с МНС II класса). На этом этапе аутореактивные клетки также 

элиминируются – это «отрицательная селекция».  

Периферическая толерантность – это процесс подавления функциональной 

активности и элиминции аутореактивных клонов, выживших после отрицательной 
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селекции. Механизм периферической толерантности в свою очередь отличается от 

центральной толерантности и обеспечивается благодаря следующим механизмам: 

 1. Активационный апоптоз - апоптоз аутореактивных Т-клеток, 

обусловленный взаимодействием FasL (CD178) и Fas (CD95).  

2. Клональная анергия – отсутствие функционирования аутореактивных Т-

клеток за счёт низкой экспрессии ТКР, корецепторов (CD4 или CD8), CD28, 

высокой экспрессии CTLA4.  

3. Клональное игнорирование, при котором не происходит иммунного ответа 

со стороны лимфоцитов к аутоантигенам в низких концентрациях. 

 

1.6 Острая реакция «трансплантат против хозяина» 

 

В 1956г Barnes и Loutit продемонстрировали РТПХ у мышей. Грызунам, 

после предшествующего облучения, вводились аллогенные клетки селезенки и 

костного мозга, после чего отмечалось разрешение аплазии, но впоследствии у них 

развивались такие симптомы как, снижение массы тела, диарея, изменение кожных 

покровов, аномалии, связанные с работой печени  [186]. 

В 1966 г. Billingham впервые описал РТПХ, как синдром, при котором Т-

клетки донора распознают и повреждают ткани и органы реципиента [27]. 

При возникновении оРТПХ цитотоксические Т-клетки, принадлежащие 

донору, распознают ткань реципиента как чужеродную, вызывая массивное 

повреждение клеток и тканей  [13].  

Классифицируют два типа оРТПХ : классическая оРТПХ, которая включает 

в себя клинические признаки оРТПХ, развивающиеся в течение первых 100 дней 

после алло-ТГСК и поздняя имеющая клинические признаки оРТПХ через 100 дней 

и более [10]. 

оРТПХ возникает у 30–50% пациентов, перенесших алло-ТГСК [16] и 

остается одной из главных причин смертности после алло-ТГСК.  Летальность при 

развитии оРТПХ составляет более 10% [121; 162; 166].  
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HLA-несовместимость донора и реципиента является основной причиной 

развития оРТПХ [5]. Также к факторам, предрасполагающим к развитию оРТПХ, 

относят пожилой возраст реципиента, несовпадение по полу (донор женщина – 

реципиент мужчина), реактивацию цитомегаловирусной инфекции, 

предшествующую аллоиммунизацию донора [28; 73; 148; 149]. 

Диагноз оРТПХ устанавливается на основании клинических проявлений, 

которые развиваются у пациентов, перенесших алло-ТГСК. К органам мишеням 

при оРТПХ относится кожа, печень, желудочно-кишечный тракт [41].  В настоящее 

время в клинической практике для классификации оРТПХ применяется 

классфикация Glusberg 1974г, а также классификация, предложенная в 2005г 

Национальным институтом здравоохранения (NIH).   В критерии диагностики была 

включена оРТПХ, возникающая спустя 100 дней после алло-ТГСК, синдром 

перекреста, когда имеются клинические признаки оРТПХ и хронической РТПХ 

(хрРТПХ), а также введены новые определения поражения систем органов  [36; 90]. 

 В таблице №1 представлена классификация стадии и оценка активности 

оРТПХ.  

 

Таблица 1 – Классификация оРТПХ 

Стадия Симптомы 

Кожа Печень Верхние 

отделы ЖКТ 

Нижние отделы 

ЖКТ 

0 (нет РТПХ) «Неяркая» 

(эритематозная) сыпь 

<34,2 

мкмоль/л 

Нет или 

приходящая 

тошнота, рвота 

и/или анорексия 

<500 мл/сут или 

<3 раз/сут 

жидкий стул 

1 Макулопапулезная 

сыпь < 25% 

34,2–51,3 

мкмоль/л 

Сохраняющаяся 

тошнота, рвота 

и/или анорексия 

500–999 мл/сут 

или 3–4 раза/сут 

2 Макулопапулезная 

сыпь 25–50% 

51,3–102 

мкмоль/л 

– 1000–1500 

мл/сут или 5–7 

раз/сут 

3 Макулопапулезная 

сыпь > 50% 

102–256 

мкмоль/л 

– >1500 мл/сут 

или >7 раз/сут 

4 100% эритродермия и 

буллы, десквамация 

не менее 5% площади 

>256 

мкмоль/л 

– Интенсивные 

боли в животе, 

кровь в стуле, 

независимо от 

объема 
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1.7 Профилактика острой реакции «трансплантат против хозяина» 

 

Для профилактики развития оРТПХ после алло-ТГСК применяются 

иммуносупрессивные препараты, обладающие способностью контролировать 

эффекторные Т-клетки донора и, тем самым, снижать аллореактивность. Одним из 

побочных воздействий иммуносупрессивной терапии (ИСТ) является то, что она 

неизбирательно воздействует на иммунную систему (супрессируются не только 

аллореактивные клоны, но и все остальные). Иммуносупрессивные препараты 

также оказывают прямое и косвенное воздействие на пул Т-рег, что может повлечь 

трудности на пути развития иммунологической толерантности [82]. 

Стандартная стратегия профилактики развития РТПХ в основном состоит в 

применении ингибиторов кальциневрина в монотерапии или в комбинации с 

другими иммунодепрессантами [9]. 

Ингибитором кальциневрина, который чаще всего применяется в 

клинической практике является циклоспорин А (ЦСА). Его действие 

опосредованно через ингибирование транскрипции цитокинов, в том числе IL-2 

[105]. Как известно,  IL-2 является регулятором пролиферации, выживания и 

созревания для всех подтипов Т-клеток, включая и Т-рег [34]. ЦСА блокирует не 

только активацию и пролиферацию Т-клеток, но также несколько толерогенных 

механизмов, включая регуляторную активацию и экспансию Т-клеток [40]. 

Многочисленные клинические исследования показали, что совместное 

применение ЦСА и метотрексата (MTX) снижает частоту развития оРТПХ в 

отличие от монотерапии ЦСА. МТХ один из старейших антиметаболитов, который 

успешно применяется в терапии лейкемии и других опухолей, а также 

аутоиммунных заболеваний. МТХ связывается с дигидрофолатредуктазой 

ключевым ферментом в репликации клеток, ингибируя тем самым этот фермент от 

превращения фолиевой кислоты в тетрагидрофолат [78; 156]. В одной из работ 

было показано, что у пациентов, получавших комбинированную терапию 
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ЦСА+МТХ, частота оРТПХ составила 34% по сравнению с 73% у тех пациентов, 

кто получал монотерапию [44]. 

Другой ингибитор кальциневрина – такролимус, обладает схожим 

иммуносупрессивным действием с ЦСА. Были проведены исследовательские 

работы, по данным которых длительная терапия небольшими дозами такролимуса 

способствовала индукции специфичных донорских Т-рег [99; 100]. В одном из 

исследований было показано, что при профилактике РТПХ такролимусом по 

сравнению с профилактикой ЦСА снижался риск развития оРТПХ без увеличения 

частоты развития рецидивов заболевания у пациентов после алло-ТГСК от 

неродственного донора [125]. В другой работе продемонстрировано, что у 

пациентов после алло-ТГСК от родственных полностью совместимых доноров 

частота рецидивов была значительно выше,  чем в группе пациентов, у которых 

применялся такролимус в сравнении с терапией ЦСА [173]. 

Сиролимус (рапамицин) является альтернативой ингибиторам 

кальциневрина при применении в качестве иммуносупрессивной терапии. 

Препарат ингибирует пролиферацию клеток в ответ на факторы роста, включая IL-

2 [11; 132].  Иммуносупрессивное действие препарата основано на ингибировании 

серин/треонинкиназы (mTOR) и фосфатидилинозитол-3-киназы (PI3K).  Активация 

Т-кон при блокировании передачи сигналов PI3K, mTOR приводит к индукции Т-

рег in vitro  [180]. Рапамицин применяется как в монотерапии, так и в комбинации 

с другими препаратами. При использовании комбинации рапамицина и 

такролимуса у пациентов после родственной и неродственной алло-ТГСК 

отмечалось снижение частоты оРТПХ [61]. 

По данным литературы, у пациентов, перенесших трансплантацию солидных 

органов, таких как легкие или почка, принимавших иммуносупрессивную терапию 

рапамицином отмечено увеличение количества nTрег по сравнению с группой, 

принимавшей ингибиторы кальциневрина [31; 86]. 

Еще один препарат, применяемый для профилактики РТПХ – микофенолата 

мофетил (ММФ). Его действие основано на подавлении пролиферации Т- и В-

лимфоцитов, истощая гуанозин и дезоксигуанозиновые нуклеотиды посредством 
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микофеноловой кислоты, которая является метаболитом и селективным 

ингибитором фермента инозинмонофосфатдегидрогеназы [76; 190]. Также стоит 

отметить, что терапия ММФ способствует преобладанию Т-рег над Т-хелперами 17 

типа (Th-17) благодаря ингибированию экспрессии муцина-1 – белка, который 

обладает способностью к стимулированию дифференцировки Т-клеток в 

эффекторные клетки [83]. В настоящее время ММФ широко используется в 

сочетании с ингибиторами кальциневрина для профилактики оРТПХ [167].  

Комбинация ММФ и ЦСА не показала лучшего эффекта в профилактике РТПХ, 

чем комбинация МТХ+ЦСА, но было отмечено снижение частоты и тяжести 

мукозитов на фоне терапии ММФ [9; 113]. 

Применение серотерапии перед введением трансплантата значительно 

снижает риск возникновения РТПХ [164]. В настоящее время доступны 3 препарата 

антитимоцитарного глобулина (АТГ). лАТГ состоит из IgG, полученного из 

гипериммунных сывороток лошадей, иммунизированных клетками человека. Два 

других вида АТГ состоят из IgG, полученных из гипериммунных сывороток 

кролика, иммунизированных тимоцитами людей, перенесших оперативные 

вмешательства на сердце, или иммунизации кроликов гомогенной клеточной 

линией Jurkat. 

После внутривенного введения ATГ происходит деплеция Т-клеток и 

антигенпрезентирующих клеток за счет комплемент-зависимого лизиса, 

антителозависимой клеточной цитотоксичности, апоптоза активированных Т-

клеток [111]. 

Исследования с применением лАТГ продемонстрировали неэффективность 

препарата в предотвращении острой и хронической РТПХ у пациентов после HLA-

идентичной алло-ТГСК в сравнении с АТГ полученным от кролика   [46]. 

Антитимоцитарный глобулин кроличий (кАТГ), торговое название 

тимоглобулин™ десятилетиями использовался в качестве иммунного модулятора 

при различных клинических показаниях. В настоящее время кАТГ один из широко 

применяемых иммуносупресивных препаратов после алло-ТГСК [23; 68], а также 

при лечении различных аутоиммунных заболеваний [127]. 
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Терапия кАТГ эффективно элиминирует Т-клетки периферической крови. 

При детальном исследовании было установлено, что доля Т-рег FoxР3+CD4+ 

увеличивается на фоне терапии кАТГ [21]. 

У мышей, страдающих сахарным диабетом, было продемонстрировано, что 

при терапии кATГ не происходит истощения пула CD4+FoxP3+ Т-рег, а наоборот 

происходит увеличение данной популяции по сравнению с контрольной группой 

[21]. 

В последние годы в клинической практике начал активно применяться ПТ-

ЦФ с целью профилактики оРТПХ. Действие ПТ-ЦФ на Т-клетки заключается в 

том, что препарат вызывает апопотоз в отличие от глюкокортикостеродов, 

ингибиторов кальциневрина, ММФ, сиролимуса, которые ингибируют Т-клетки и 

не вызывают апоптоз [169] . 

 

1.8 Роль Т-регуляторных клеток в развитии острой реакции «трансплантат 

против хозяина» 

 

Т-рег донорского происхождения предотвращают развитие РТПХ при 

сохранении эффекта РТПЛ  [33]. 

Индуцированные TGF-β iTрег в отличие от натуральных nTрег не 

эффективны для предотвращения РТПХ [18], что, вероятно, связано с различиями 

в паттернах метилирования гена FoxP3 [51; 57; 88]. 

На практике инфузия селектированных и экспансированных Т-рег 

эффективно подавляет РТПХ  как у мышей, так и у людей [52; 175]. 

Taylor и коллеги в своей работе показали, что у мышей снижение числа 

CD4+CD25+ Т-рег в трансплантате связано с увеличением частоты развития 

тяжелой оРТПХ, тогда как при инфузии донорских Т-рег значительно снижалась 

частота развития оРТПХ [175].  

Rezvani с коллегами продемонстрировали, что даже несмотря на низкое 

содержание донорских Т-клеток в трансплантате (CD3+ Т-клетки 2 x 104 / кг веса 

реципиента), у половины пациентов, включенных в данное исследование, 
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развилась оРТПХ II–IV степени. Низкое количество T-рег на 30-й день после 

трансплантации было связано с более высоким риском развития оРТПХ II–IV 

степени [70]. 

Другая группа исследователей (Wolf и коллеги) определили, что повышенное 

количество CD4+CD25+ T-рег в трансплантате отрицательно коррелировало с 

частотой развития РТПХ без каких-либо различий в частоте рецидивов [144]. 

Эксперименты на мышиных моделях продемонстрировали, что инфузия 

выделенных ex vivo поликлональных Т-рег совместно с Т-кон в соотношении 1:1 

предотвращает развитие летальной РТПХ [178]. У мышей с иммунодефицитами 

при совместном введении выделенных и экспансированных Т-рег и Т-кон 

происходило снижение активности проявлений РТПХ при сохранении РТПЛ  [35]. 

В проспективном исследовании Magenau с коллегами сравнивали пациентов 

после алло-ТГСК с оРТПХ (n= 60) и без развития оРТПХ (n= 65) и пришли к 

выводу, что пациенты в дебюте развития оРТПХ имели более низкое соотношение 

T-рег/T-кон, а также значительно меньшее количество Т-рег в периферической 

крови [64]. 

Другие исследователи изучили группу детей со злокачественными 

заболеваниями системы крови и пришли к выводу, что меньшее количество Т-рег 

в трансплантате было связано с развитием оРТПХ II – IV степени [193]. 

В ФГБУ «НМИЦ гематологии» в 2021 г.  было показано, что повышенный 

уровень T-кон, содержащих гранзим В на +30 день после алло-ТГСК, ассоциирован 

с риском развития рецидива.  Это связано с тем, что Т-клетки с высокой 

экспрессией гранзима В не выполняют эффекторную функцию, следовательно 

отсутствует эффект РТПЛ [71]. 

 

1.9 Понятие и классификация видов химеризма 

 

Сосуществование клеток не одного генетического происхождения в одном 

индивидууме называется биологической химерой [43]. Оценка доли ДНК, 
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принадлежащей донору и реципиенту, после ТГСК получила название химеризм. 

Так, в случае успешной алло-ТГСК гемопоэтические клетки, включая 

иммунокомпетентные, будут аллогенного (донорского) происхождения, в то время 

как остальные клетки генетически принадлежат реципиенту. Таким образом, 

основной задачей в трансплантационной иммунологии является формирование 

иммунологической толерантности, которая при трансплантации аллогенных 

гемопоэтических клеток реализуется без длительной (пожизненной) 

иммуносупрессивной терапии. 

Открытие феномена «химеризм» принадлежит Рэю Оуэну, который в 1945 г. 

впервые продемонстрировал смешанный гемопоэтический химеризм у дизиготных 

телят-близнецов. Он доказал, что у телят-близнецов в крови циркулируют 

эритроциты друг друга [120]. В дальнейшем Питер Медавар предположил, что 

выживание аллогенных клеток крови у этих разнояйцевых близнецов в отсутствие 

иммуносупрессии указывает на существование иммунологической толерантности. 

Для подтверждения данной гипотезы Медавар и коллеги пересадили кожные 

трансплантаты у дизиготных телят-близнецов, отметив приживление 

трансплантатов, что подтвердило наличие иммунологической толерантности [181]. 

Основной целью мониторинга химеризма является определение наличия или 

отсутствия остаточных клеток-хозяина. 

Оценка химеризма проводится в костном мозге или в периферической крови 

реципиента в различные промежутки времени после алло-ТГСК, но чаще всего 

начиная с 30 дня после трансплантации. 

При регистрации полного донорского химеризма речь идет о почти полной 

замене клеток реципиента донорским лимфогематопоэзом, более 95% клеток 

имеют донорское происхождение. Смешанный химеризм – это присутствие 5 – 95% 

клеток, имеющих генотип реципиента, в костном мозге, периферической крови 

[24]. 

Под расщепленным химеризмом понимают состояние, когда среди общей 

популяции клеток костного мозга, периферической крови наблюдается полный 
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донорский химеризм, а в различных клеточных популяциях – смешаный химеризм 

[20; 45]. 

 

1.10 Методы исследования химеризма 

 

Для мониторинга химеризма после алло-ТГСК было разработано много 

методов, которые претерпевали изменения в течение времени. В 1970–1980 гг. 

были опубликованы первые отчеты по исследованию химеризма в периферической 

крови, костном мозге и других тканях. Ginsburg с соавторами [118] исследовали 

химеризм в клеточных субпопуляциях: B-, T- и миелоидных клетках с 

использованием RFLP (полиморфизм длин рестрикционных фрагментов) у 

пациентов с несостоятельностью трансплантата и рецидивами. 

Применение флюоресцентной гибридизации in situ (fluorescence in situ 

hybridization – FISH) позволило более чувствительно оценивать приживление 

трансплантата, однако, этот метод диагностики не подходит всей когорте 

реципиентов, так как данное исследование невозможно применять у пациентов и 

доноров, совпадающих по полу [8]. 

Такие методы как фенотипическое исследование эритроцитов или 

цитогенетический анализ в настоящее время в рутинной практике практически не 

применяются в виду низкой чувствительности. Они имеют скорее историческое 

значение [42; 107]. 

Первые исследования, в которых применялась полимеразная цепная реакция 

(ПЦР) для анализа химеризма, опубликовал Roth совместно с коллегами [188]. В 

частности, в начале 1990-х годов метод ПЦР для определения химеризма начинает 

активно включаться в практическую деятельность [19; 60; 85]. 

В настоящее время ПЦР является наиболее распространенным методом для 

мониторинга химеризма и предполагает амплификацию определенных фрагментов 

ДНК. Метод основан на анализе амплификации тандемных повторов с переменным 

числом (VNTR) или коротких тандемных повторов (STR) [158]. Данные методы 
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позволяют обнаруживать остаточные клетки реципиента с чувствительностью 

около 1–5% [136]. 

Вариабельные по числу тандемные повторы (VNTR) представляют 

повторяющиеся фрагменты ДНК с длиной повтора 10–100 пар нуклеотидов (п.н.) 

Преимущество применения данного метода состоит в том, что не наблюдаются 

артефакты ПЦР (так называемые «пики заикания ПЦР»). Однако данный метод 

недостаточно информативен ввиду того, что аллели донора и реципиента могут 

иметь существенные различия в размерах. Вследствие этого возможна 

преимущественная амплификация более короткого аллеля, что усложняет 

количественную оценку  [59; 93; 189]. Наиболее часто используемый тип оценки 

полиморфизма генов – короткие тандемные повторы (STR) с длиной повтора 2 – 6 

пар нуклеотидов. Тетрануклеотидные короткие тандемные повторы очень 

полиморфны. Именно поэтому они нашли свое широкое применение в 

тестировании на отцовство, судебной медицине, а также в исследовании химеризма 

[15]. 

Развитие и активное внедрение проточной цитометрии с использованием 

клеток, меченных флуоресцентными антителами, дальнейшая иммуномагнитная 

сортировка клеток расширили область применения ПЦР, увеличили 

чувствительность данного метода исследования.  Однако этот уровень 

чувствительности может быть недостаточным при ранней оценке возможных 

иммунологических осложнений. В таком случае, при исследовании химеризма в 

определенных обогащенных субпопуляциях лейкоцитов, выделенных при помощи 

метода магнитной сепарации, чувствительность метода может достигать 0,1–0,01% 

[79]. 

В начале 2000 гг. для анализа химеризма начала применяться количественная 

ПЦР в реальном времени (qПЦР) [139]. Alizadeh и соавторы в 2002 году 

опубликовали нуклеотидные последовательности панели праймеров для 

мониторинга химеризма, которые в настоящее время применяются в большинстве 

лабораторий [137]. Маркерами химеризма для qПЦР выбраны однонуклеотидные 

полиморфизмы и короткие вставки/делеции с высокой аллельной нагрузкой в 
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популяции (до 50% носителей полиморфизма). Чувствительнось метода составляет 

0,1% [49]. 

При сравнении STR-ПЦР и qПЦР методов определения донорского 

химеризма было показано, что анализ полиморфизма STR-локусов более 

информативен при рутинном мониторинге значений химеризма донора от 5 до 95 

%. При помощи qПЦР целесообразно оценивать остаточные гемопоэтические 

клетки, которые в дальнейшем способны инициировать развитие рецидива 

заболевания [1]. 

В 2020 г. группа ученых из Испании сравнила чувствительность и 

способность количественной оценки STR-ПЦР и qПЦР на образцах пациентов 

после алло-ТГСК. Проспективно наблюдали 57 пациентов, у которых был 

констатирован полный донорский химеризм при помощи STR-ПЦР. При помощи 

qПЦР у двадцати семи пациентов (59%) с полным донорским химеризмом выявили 

0,1–1% ДНК реципиента в пунктате костного мозга. Оба метода 

продемонстрировали хорошую производительность с более высокой 

чувствительностью qПЦР [161].  

Существует метод с ещё более высокой чувствительностью – это цифровая 

капельная полимеразная цепная реакция (digital ПЦР или dПЦР). Чувствительность 

метода составляет 0,01% минорной ДНК [47; 48]. Суть метода dПЦР основывается 

на разделении всей смеси ПЦР на тысячи идентичных ячеек реакционной смеси, в 

результате чего каждая ячейка содержит одну или неколько ДНК-мишеней или не 

содержит вовсе. Все компартменты параллельно амплифицируются и успешная 

амплификация определяется с помощью анализа конечных точек на основе 

детекции флуоресценции [48]. У данного метода исследования есть существенный 

недостаток – это потребность в адекватной клеточности образца для анализа: 

минимальное количество ДНК ~50 –75 нг [84]. 
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1.11 Связь смешанного химеризма и рецидива заболевания 

 

Прогнозирование развития раннего рецидива после проведенной алло-ТГСК 

является важным аспектом в клинической практике врача с целью применения 

предупреждающих воздействий для снижения риска развития рецидива. 

Смешанный химеризм у пациентов с злокачественными заболеваниями 

крови ассоциирован с более низкой безрецидивной и общей выживаемостью 

пациентов [3; 6]. 

Желнова Е.И. в своей диссертационной работе показала, что обнаружение 

смешанного химеризма хотя бы в одной клеточной популяции у пациентов после 

алло-ТГСК связано с развитием рецидива заболевания в течение первого года 

после трансплантации (р= 0,005) [4].  

Lee с соавторами, проанализировав пострансплантационный химеризм в 

периферической крови в большой гомогенной когорте пациентов с диагнозами 

острый миелобластный лейкоз (ОМЛ) и миелодиспластический синдром (МДС), 

пришли к выводу, что существует связь между Т-клеточным химеризмом на 100-й 

день и рецидивом после миелоаблативного кондиционирования (МАC). Донорский 

химеризм в Т-клетках ≤ 85% был связан с развитием рецидива после алло-ТГСК (p 

= 0,02) [110]. 

Van Besien c коллегами продемонстрировали, что смешанный химеризм в 

костном мозге/периферической крови после алло-ТГСК не связан с развитием 

рецидива заболевания, однако, уменьшение донорского кроветворения более чем 

на 15% между 30-м и 180-м днями после трансплантации являлось предиктором 

рецидива заболевания [123]. 

E. Nikolousis в своем исследовании показал, что на развитие рецидива не 

влияет химеризм: у пациентов, включенных в исследование (с рецидивом и без), 

разницы между химеризмом на +90, +180 дни после алло-ТГСК выявлено не было 

[129]. 
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Bader и коллеги [109] в своей работе описали 30 детей с гемобластозами 

после алло-ТГСК. Пациенты со смешанным химеризмом имели более высокую 

вероятность развития рецидива по сравнению с пациентами со стабильным полным 

донорским химеризмом. В группе пациентов с нарастающим химеризмом были 

также пациенты, не развившие рецидив заболевания, а в когорте пациентов с 

полным химеризмом у троих пациентов был констатирован рецидив заболевания 

[109]. 

В таблице №2 показан алгоритм наблюдения за химеризмом при различных 

клинических проявлениях. 

 

Таблица 2 – Алгоритм наблюдения за химеризмом (Almudena-Bailon,2020) 

Цель Клеточные популяции Метод Временные 

промежутки 

Оценка приживления Периферическая кровь 

(Т-клетки, В-клетки, 

NK-клетки) 

STR–ПЦР С +15 дня алло-ТГСК, 

далее через каждые 7 

дней до констатации 

полного химеризма 

РТПХ Пунктат костного мозга STR–ПЦР На +30 день алло-ТГСК 

Т-клетки 

периферической крови 

STR–ПЦР Каждые 14 дней до 

наступления полного 

химеризма 

После приживления у 

пациентов с 

незлокачественными 

заболеваниями крови 

Пунктат костного 

мозга. 

Периферическая кровь 

STR–ПЦР 

 

STR–ПЦР 

+90, +180, +365 дни 

алло-ТГСК 

Полный химеризм у 

пациентов с маркером 

МРБ 

Пунктат костного 

мозга. 

Периферическая кровь 

STR–ПЦР 

 

STR–ПЦР 

Контроль 1 раз в 3 

месяца 

Ежемесячно в течение 1 

года, далее 1 раз в 3 

месяца 

Полный химеризм у 

пациентов без МРБ 

маркера 

Пунктат костного 

мозга.  

Периферическая кровь 

qПЦР 

 

qПЦР 

Контроль 1 раз в 3 

месяца 

Ежемесячно в течение 1 

года, далее 1 раз в 3 

месяца 
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1.12 Применение высокодозного циклофосфамида и его влияние на развитие 

иммунологических осложнений 

 

В 1963 г. Berenbaum [26] впервые сообщил, что у мышей отмечается лучшее 

приживление кожных аллотрансплантатов после введения циклофосфамида спустя 

1–3 дня после трансплантации. 

Циклофосфамид – это алкилирующий препарат, который метаболизируется 

печеночным цитохромом Р450 в метаболиты: фосфорамидный иприт и акролеин. 

Наиболее выраженный алкилирующий эффект циклофосфамида проявляется в 

фазе G1 и S клеточного цикла [54; 128].  

Механизм действия циклофосфамида основан на селективном удалении 

быстро пролиферирующих аллореактивных Т-клеток. Гемопоэтические стволовые 

клетки устойчивы к циклофосфамиду, так как богаты альдегиддегидрогеназой, 

ферментом помогающим превращаться фосфорамидному иприту в неактивный 

метаболит карбоксициклофосфамид [17; 79; 106]. В течение последних лет 

широкое применение получила трансплантация от гаплоидентичного донора. Это 

стало возможным в том числе и благодаря использованию режимов профилактики 

с ПТ-ЦФ [104; 116]. 

Самые первые исследования применения ПТ-ЦФ в качестве профилактики 

РТПХ проводились в Университете Джона Хопкинса в Балтиморе O’Donnell с 

коллегами. В исследование была включена небольшая группа пациентов, однако 

главным выводом этой работы послужило то, что ПТ-ЦФ безопасен в условиях 

гаплоидентичной трансплантации [115]. 

При применении ПТ-ЦФ в ранние сроки после алло-ТГСК происходит 

селективное уничтожение преимущественно только пролиферирующих 

аллореактивных Т-клеток на +3 и +4 дни после инфузии трансплантата [150]. 

Благодаря этому происходит более быстрое восстановление донорской иммунной 

системы, что способствует защите реципиента от инфекционных осложнений. В 

дальнейшем, в течение нескольких месяцев после алло-ТГСК Т-рег играют важную 
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роль в регуляции остаточных аллореактивных Т-клеток. Было показано, что 

аллореактивные Т-клетки имеют зависимую от времени чувствительность к 

циклофосфамиду. При инфузии трансплантата происходит быстрая пролиферация 

аллореактивных Т-клеток в ответ на антигенную стимуляцию. ПТ-ЦФ 

элиминирует делящиеся Т-клетки донорского и хозяйского происхождения при 

введении на +3,+4 дни, что ведет к снижению риска развития реакции 

«трансплантат против хозяина» [104]. При этом также снижается число 

аллореактивных конвенциональных CD4+ клеток, в то время как CD4+CD25+ Т-

клетки выживают за счет высокой экспрессии альдегиддегидрогеназы [17].  

Все это ведет к тому, что при использовании ПТ-ЦФ меньше частота именно 

тяжелой оРТПХ III–IV степени, что, вероятно, связано с механизмами 

периферической толерантности, которое опосредуется именно благодаря Т-рег [67; 

91]. 

Luznik с коллегами [72] проводили исследование, в котором сравнивали 

пациентов с прогрессирующими гемобластозами после гапло-ТГСК, получавших 

одно или два введения ПТ-ЦФ на 3-й или 3-й и 4-й дни совместно с такролимусом 

и ММФ. Смертность, связанная с лечением, составила 15%, частота рецидивов 

спустя один год – 51%. Двухлетняя общая выживаемость – 36%, а выживаемость 

без событий – 26%. У 34% пациентов развилась оРТПХ II – IV степени, а у 6% – III 

– IV степени. Единственным различием между двумя группами была тенденция к 

более низкой частоте развития хрРТПХ (5% против 25%; p < 0,05) у пациентов, 

получавших 2 дозы циклофосфамида. Данная работа показала хороший результат 

на фоне применения ПТ-ЦФ у пациентов из группы неблагоприятного прогноза 

после режима кондиционирования в режиме пониженной интенсивности (RIC).  

Для предотвращения фатальной РТПХ необходима доза ПТ-ЦФ 10–50 

мг/кг/сутки на +3, +4 дни. В то время как доза препарата вне данного диапазона 

оказалась неэффективной  [131]. 

Малые дозы ПТ-ЦФ (10 мг/кг/сутки) вполне достаточны для значимого 

снижения частоты развития оРТПХ у мышей за счет эффекта быстрого 

восстановления Т-рег. Применение малых доз ПТ-ЦФ 10 мг/кг/сутки у мышей 
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после трансфузии 1 х 107 миелокариоцитов и 4 х 107 спленоцитов показало низкую 

вероятность развития оРТПХ. Хороший эффект в виде уменьшения развития 

оРТПХ у мышей при комбинации малых ПТ-ЦФ с АТГ (р = 0,02), что, видимо, 

обусловлено возможностью циклофосфамида усиливать защитный эффект против 

РТПХ [102]. 

В 2019 г. опубликовано исследование, в котором для снижения риска РТПХ 

без ущерба для приживления и вероятности развития рецидива заболевания 

использовался ПТ-ЦФ в низких дозах (14,5 мг/кг на +3, +4 дни, трансплантация 

гемопоэтических стволовых клеток от гаплоидентичного донора) в сочетании со 

стандартными дозами кАТГ в сравнении с монотерапией кАТГ. Оказалось, что 

частота оРТПХ III–IV степени, как и безрецидивная выживаемость в группе АТГ–

ПТ-ЦФ была значительно ниже, чем в группе пациентов, получавших АТГ (5% 

против 18%; р = 0,003; и 6% против 15%; р = 0,045). Кроме того, безрецидивная 

выживаемость без РТПХ была значительно выше в группе АТГ-ПТ-ЦФ (63% 

против 48%; р = 0,039) [101]. 

ПТ-ЦФ играет важную роль не только при выполнении гаплоидентичных 

трансплантаций, но и при проведении HLA-совместимых 

родственных/неродственных трансплантаций в качестве единственной 

профилактики развития РТПХ. В пилотном исследовании [69] на большой когорте 

пациентов (n = 117) c гематологическими злокачественными заболеваниями после 

кондиционирования MAC, смертность связанная с лечением составила 17%. 

оРТПХ II – IV степени наблюдалась у 43% пациентов, частота хрРТПХ – 10%. 

Kanakry с коллегами [130] в своем исследовании показали похожие результаты у 

пациентов с гемобластозами после алло-ТГСК от HLA-идентичных доноров. В 

качестве профилактики РТПХ применялся ПТ-ЦФ. оРТПХ II–IV степени составила 

51%, в то время как III-IV степени – 15%. В этом исследовании также отмечалась 

низкая частота хрРТПХ – 14%. 
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1.13 Заключение 

 

Во всем мире ежегодно растет количество проводимых трансплантаций. 

Важнейшей основой для улучшения долгосрочных результатов алло-ТГСК 

является понимание принципов регуляции аллоиммунных осложнений, прежде 

всего таких как оРТПХ. Учитывая, что Т-регуляторные клетки играют 

фундаментальную роль в процессе иммунорегуляции в том числе и развитии 

оРТПХ, наше исследование было посвящено изучению именно этой субпопуляции 

Т-клеток хелперов. 
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Глава 2. Материалы и методы 

2.1 Клиническая характеристика больных 

 

В проспективное исследование включено 42 пациента с острыми лейкозами 

после алло-ТГСК за период с 2016 по 2018 гг. Все пациенты, включенные в данное 

исследование, наблюдались в отделении интенсивной высокодозной химиотерапии 

и трансплантации костного мозга с круглосуточным и дневным стационарами 

ФГБУ «НМИЦ гематологии» Минздрава РФ (руководитель отдела, д.м.н. 

Паровичникова Е.Н., заведующая отделением, к.м.н. Кузьмина Л.А.).  

Перед выполнением трансплантации всем больным проводилось 

предтрансплантационное обследование, включающие морфологическое 

(клиническая лаборатория, зав. лаб., к.м.н. Двирных В.Н.), гистологическое  

(патологоанатомическая лаборатория, зав. лаб., проф., д.б.н Ковригина А.М.), 

молекулярное (лаборатория молекулярной гематологии, зав. лаб., д.б.н Судариков 

А.Б.), цитогенетическое (лаборатория кариологии, зав. лаб., к.м.н. Обухова Т.Н.), 

иммунофенотипическое (лаборатория иммунофенотипирования клеток крови и 

костного мозга, зав. лаб., д.м.н. Гальцева И.В.)  исследования костного мозга. 

Медиана возраста пациентов, включенных в исследование, составила 35,5 лет 

(19 – 66). Из них женщин – 23, мужчин – 19 человек. У 32 пациентов был 

установлен диагноз острый миелоидный лейкоз (ОМЛ) и у 10 пациентов – острый 

лимфобластный лейкоз (ОЛЛ). На момент предтрансплантационного 

кондиционирования 29 пациентов находились в первой полной ремиссии, у 11 

больных была установлена вторая ремиссия, и у 2 пациентов был констатирован 

рецидив заболевания.  
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2.2 Предтрансплантационное кондиционирование 

Всем пациентам, включенным в исследование, перед проведением алло-

ТГСК было выполнено предтрансплантационное кондиционирование. Режим МАС 

использовали у 16 пациентов, RIC у 26 больных. Молодым больным (медиана 

возраста составила 27 лет) без сопутствующей патологии алло-ТГСК была 

выполнена в миелоаблативном режиме. Для этого использовали классический 

режим BuCy: бусульфан 4 мг/кг/сут в –6, –5, –4 дни (суммарно 12 мг/кг), 

циклофосфамид 60 мг/кг/сут в –3, –2 дни (cуммарно 120 мг/кг).  В остальных 

случаях применялся RIC. У 24 пациентов (медиана возраста составила 41 год) 

использовали классический режим FluBu: флударабин 30 мг/м2 /сут в –10, –9, –8, –

7, –6, –5 дни (суммарно 180 мг/м2), бусульфан 4 мг/кг/сут в –6, –5 дни (суммарно 8 

мг/кг). У одного из пациентов вне ремиссии был использован блок циторедукции – 

НАМ перед проведением ему кондиционирования по схеме FluBu. Одному 

пациенту перед алло-ТГСК проводили кондиционирование по схеме TreoMelFlu: 

треосульфан 14 г/м2/сут в –5, –4 –3 дни (суммарно 42 г/м2), мелфалан 70 мг/м2/сут 

в –3, –2 дни (суммарно 140 мг/м2), флударабин 30 мг/м2/сут в –6, –5, –4, –3, –2 дни 

(150 мг/м2). Один пациент получил комбинацию флударабин 180 мг/м2 и мелфалан 

140 мг/м2.  

 

2.3 Варианты трансплантации аллогенных гемопоэтических стволовых 

клеток 

 

Алло-ТГСК от родственного HLA-идентичного донора была выполнена 14 

пациентам, от родственного частично-совместимого/гаплоидентичного донора 3 

пациентам. От неродственного HLA-идентичного донора проведена 15 пациентам, 

от неродственного частично-совместимого донора – 10. 

После окончания предтрансплантационного кондиционирования в день 0 

всем пациентам была выполнена трансфузия аллогенных гемопоэтических 
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стволовых клеток. Стволовые клетки крови (СКК) в качестве источника 

трансплантата были использованы у 18 пациентов, костный мозг у 24 пациентов.  

 

2.4 Профилактика острой реакции «трансплантат против хозяина» 

 

Все пациенты, включенные в исследование, получали иммуносупрессивную 

терапию с целью профилактики развития РТПХ. 

У 21 пациента после алло-ТГСК от полностью совместимого родственного (n 

= 8) или неродственного HLA-идентичного донора (n = 13) применялся режим 

иммуносупрессивной терапии, который включал в себя лАТГ в суммарной дозе 40 

мг/кг (по 10 мг/кг в –4, –3, –2, –1 дни), ЦСА в стартовой дозе 3 мг/кг/сут с –1 дня, 

малые дозы МТХ – в +1 день 15 мг/м2; в +3, +6, +11 – по 10 мг/м2/сут,  ММФ с +1 

дня – 2 г/сут – при алло-ТГСК от родственного HLA-идентичного донора, 3 г/сут –  

при алло-ТГСК от неродственного HLA-идентичного.  

У 4 пациентов с родственным HLA-идентичным донором проводилась 

иммуносупрессивная терапия в виде ЦСА в стартовой дозе 3 мг/кг/сут, малые дозы 

МТХ – в +1 день 15 мг/м2; в +3, +6, +11 – по 10 мг/м2/сут. 

Если трансплантация аллогенных гемопоэтических клеток проводилась от 

частичного совместимого или гаплоидентичного донора, то тогда использовали 

альтернативный вариант иммуносупрессивной терапии, который включал в себя 

ПТ-ЦФ в дозе 50 мг/кг/сут на +3, +4 день в сочетании с лАТГ в суммарной дозе 40 

мг/кг (по 10 мг/кг в –4, –3, –2, –1 дни), ЦСА в стартовой дозе 3 мг/кг/сут с –1 дня, 

ММФ с +1 дня – 3г/сут (n = 12).  

У троих пациентов в режиме иммуносупрессивной терапии применялся 

кроличий антитимоцитарный глобулин: кАТГ 7,5 мг/кг + ПТ-ЦФ + ЦСА + ММФ 

при алло-ТГСК от неродственного частично-совместимого донора; кАТГ 7,5 мг/кг 

+ ЦСА + МТХ + ММФ 2 г/сутки при алло-ТГСК от родственного HLA-

совместимого донора; кАТГ 7,5 мг/кг + ЦСА + МТХ + ММФ 3 г/сутки при алло-

ТГСК от неродственного HLA-cовместимого донора.  
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В случае, если алло-ТГСК проводилась в рецидиве заболевания (n = 2), то в 

схему иммуносупрессивной терапии был включен ПТ-ЦФ в монорежиме в дозе 50 

мг/кг/сут на +3, +4 день (n = 1), либо в сочетании с лАТГ. В дальнейшем, учитывая 

схемы профилактики РТПХ, все пациенты были разделены на 3 группы: группа ПТ-

ЦФ (режимы профилактики на основе ПТ-ЦФ), группа АТГ (режимы 

профилактики на основе лАТГ), другие режимы профилактики РТПХ (в эту группу 

был отнесен препарат кАТГ, без включения лАТГ и ПТ-ЦФ). Пациенты, у которых 

применялся кАТГ не включены в группу пациентов с лАТГ в связи с тем, что 

несмотря на общие свойства этих препаратов, они применяются в разных дозах и 

имеют различия в иммуносупрессивном действии.  

В таблице №3 подробно указаны схемы иммуносупрессивной терапии и 

группы, к которым они были отнесены. 

 

Таблица 3 – Схемы иммнуносупрессивной терапии 

Группа режима 

профилактики 

Режим иммуносупрессивной терапии Количество пациентов, 

включенных в 

исследование 

лАТГ (n=21) лАТГ+ЦСА+МТХ+ММФ  

(АТГ - 40 мг/кг с -4 по -1 день; ЦСА - 3 мг/кг с -1 дня; 

МТХ- 15мг/м2 на +1 день, 10 мг/м2 на +3, +6, +11 дни; 

ММФ - 2 г/сут с +1 дня) 

8 

лАТГ+ ЦСА +МТХ+ММФ  

(АТГ - 40 мг/кг с -4 по -1 день; ЦСА - 3 мг/кг с -1 дня; 

МТХ- 15мг/м2 на +1 день, 10 мг/м2 на +3, +6, +11 дни; 

ММФ - 3 г/сут с +1 дня) 

13 

ПТ-ЦФ (n=14) 

 

 

 

 

 

 

 

лАТГ+ЦФ  

(АТГ - 40 мг/кг в -4 по -1 день; ЦФ - 50+50 мг/кг на 

+3, +4 дни) 

1 

лАТГ+ЦФ+ЦСА+ММФ  

(АТГ - 40 мг/кг с -4 по -1 день; ЦФ – 50+50 мг/кг на 

+3, +4 день; ЦСА - 3 мг/кг с -1 дня; ММФ - 3 г/сут с 

+1 дня) 

12 

 

 

 

моно-ЦФ (ЦФ - 50+50 мг/кг на +3, +4 дни) 1 
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Продолжение таблицы 3 

Группа режима 

профилактики 

Режим иммуносупрессивной терапии Количество пациентов, 

включенных в 

исследование 

Другие режимы 

ИСТ (n=7) 

кАТГ+ЦСА+МТХ+ММФ  

(кАТГ - 7,5 мг/кг с -3 по -1 день; ЦСА - 3 мг/кг с -1 

дня; МТХ- 15мг/м2 на +1 день, 10 мг/м2 на +3, +6, +11 

дни; ММФ - 2 г/сут с +1 дня) 

1 

кАТГ+ЦСА+МТХ+ММФ  

(кАТГ- 7,5 мг/кг с -3 по -1 день; ЦСА - 3 мг/кг с -1 

дня; МТХ- 15мг/м2 на +1 день, 10 мг/м2 на +3, +6, +11 

дни; ММФ - 3 г/сут с +1 дня)  

1 

кАТГ+ЦФ+ЦСА+ММФ  

(кАТГ - 7,5 мг/кг с -3 по -1 день; ЦФ - 50+50 мг/кг на 

+3, +4 день; ЦСА - 3 мг/кг с -1 дня; ММФ - 3 г/сут с 

+1 дня) 

1 

ЦСА+МТХ (ЦСА - 3 мг/кг с -1 дня; МТХ- 15мг/м2 на 

+1 день, 10 мг/м2 на +3, +6, +11 день) 

4 

 

2.5 Пробоподготовка 

 

Первый этап исследования выполняли в лаборатории 

иммунофенотипирования клеток крови и костного мозга (зав. лабораторией, д.м.н. 

Гальцева И.В.). Проводили выделение мононуклеаров с использованием градиента 

плотности фиколла (1,077 г/л) [30]. 

У больных в контрольные сроки на +30, +60, +90 дни после алло-ТГСК 

выполняли забор периферической крови в пробирку с ЭДТА (для предотвращения 

свертывания). Используя градиент плотности фиколла, из периферической крови 

выделяли фракцию мононуклеаров. Для этого объем крови доводили до 10 мл 

фосфатно-солевым буфером с азидом натрия pH 7,2 (Cell Wash, США). Далее, в 

пробирку, содержащую 4 мл фиколла (Сedarlane Lab. Ltd. Канада), постепенно 

наслаивали разведенную суспензию клеток.   Кровь оставалась над раствором 

фиколла и не смешивалась с ним. В дальнейшем проводили центрифугирование 
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при комнатной температуре в течение 45 мин на центрифуге (Hermle Z326K 

(HERMLE Labortechnik GmbH, Германия)) с горизонтальным ротором при 

ускорении в 400 g. После центрифугирования интерфазное кольцо, содержащее 

мононуклеарные клетки, собирали в отдельную пробирку и производили подсчет 

клеток на гематологическом анализаторе. 

 

2.6 Магнитная сепарация 

 

Далее в этой же лаборатории проводилась магнитная сепарация с 

использованием CD4+CD25+ Regulatory T Cell Isolation Kit (Milteney Biotec, 

Германия).  

В нашем исследовании CD4+CD25+ клетки расценивались как Т-

регуляторные, а клетки CD4+CD25– как Т-конвенциональные. 

Для их изучения, полученные на предыдущем этапе клетки в количестве 1 

млн центрифугировали в течение 10 минут при ускорении 300g. После этого 

надосадочная жидкость удалялась и полученный клеточный осадок 

ресуспендировался в 90 мкл фосфатно–солевого буфера «Cell Wash». Далее к 

клеточной взвеси добавляли 10 мкл антителa CD4+, коньюгированного с биотином 

(Milteney Biotec, Германия). После перемешивания проводилась инкубация в 

холодильнике при температуре 2–8 оС в течение 10 минут. Спустя это время в 

пробирку добавляли 20 мкл моноклональных антител к биотину, которые были 

коньюгированны с оксидом железа. Далее после перемешивания проводилась 

инкубация в холодильнике в течение 15 минут при температуре 2–8 оС. В 

дальнейшем клетки ресуспендировались в 1–2 мл буфера «Cell Wash», и далее 

пробирка центрифугировалась в течение 10 минут при 300g. Надосадочная 

жидкость удалялась, и к клеткам добавляли буферный раствор «Cell Wash» в 

объёме 500 мкл. 
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2.7 Магнитная сепарация CD4+CD25-  Т-клеток  

 

Для проведения магнитной сепарации использовали магниты серии MACS 

(Milteney Biotec, Германия).  Колонка для магнитной сепарации помещалась в 

магнитное поле. Смачивалась 2 мл буфера «Cell Wash», после чего в колонку 

вносилась клеточная суспензия. Благодаря магнитному полю клетки, на которых 

были зафиксированы антитела (все клетки за исключением CD4+), 

конъюгированные с оксидом железа задерживались. После чего в нижестоящей 

пробирке собиралась фракция немеченых клеток – CD4+ клеток. Далее колонка 

промывалась буферным раствором «Cell Wash» 2 раза. 

 

2.8 Селекция CD4+CD25+ Т-клеток 

 

Полученная клеточная взвесь CD4+ клеток центрифугировалась при 

ускорении 300 g в течение 10 минут. Далее полностью аспиририровали 

супернатант. Клеточный осадок ресуспендировали в 90 мкл буферного раствора и 

добавляли 10 мкл антител к CD25 конъюгированных с оксидом железа. Пробирку 

перемешивали, а затем инкубировали в холодильнике в течение 15 минут при 

температуре 2–8оС.  

 

2.9 Позитивная селекция CD4+CD25+ клеток 

 

После этапа выделения СD4+ клеток выполнялась позитивная селекция 

CD4+CD25+ клеток при помощи колонки для магнитной сепарации. Для этого 

колонку помещали в магнитное поле магнита серии MACS и подготавливали ее, 

промыв 500 мкл буферного раствора «Cell Wash». Далее клеточная суспензия 

проходила через колонку. Колонка трехкратно промывалась буферным раствором 
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«Cell Wash» по 500 мкл, проводился забор немеченых клеток. После прохождения 

материала через колонку, в нижестоящей пробирке оставались немеченые клетки – 

CD4+CD25–. После чего колонка снималась с сепаратора, добавлялся 1 мл 

буферного раствора «Cell Wash». Далее поршнем выдавливалась фракция, 

задержанная ранее магнитом – CD4+CD25+ фракция (Т-регуляторные клетки).  

 

2.10 Многоцветная проточная цитометрия 

 

Далее проводился контроль чистоты обогащенной популяции при помощи 

метода многоцветной проточной цитометрии (проточный цитофлуориметр BD 

FACSCanto II (BD Biosciences, США). Для этого были использованы 

моноклональные антитела, коньюгированные с флюорохромами. 

Для мононуклеарных клеток образцов периферической крови, полученных от 

пациентов, которые были включены в исследование, нам удалось добиться 

достаточного обогащения CD4+. Чистота в итоговой фракции CD4+CD25– клеток 

составляла 85,95% (71,6 – 98,5%). Учитывая малое количество целевых клеток, 

рутинный контроль чистоты CD4+CD25+ клеток не выполнялся. Однако, по данным 

проведенного на предварительных этапах исследования, а также информации от 

производителя ожидаемая чистота составляет более 80%. Определение популяции 

CD4+, CD4+CD25+ методом проточной цитометрии продемонстрировано на 

рисунке 1, 2. 
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Рисунок 1 – Определение популяции СD4+ клеток методом проточной 

цитометрии.  

 

Рисунок 2 – Определение популяции CD4+CD25+ методом проточной 

цитометрии (данные предварительных экспериментов). 
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2.11 Экстракция ДНК. Полимеразная цепная реакция с панелью праймеров 

к локусам коротких тандемных повторов (short tandem repeat) человека 

Следующий этап нашего исследования проводился в лаборатории 

молекулярной гематологии (зав. лаб, д.б.н Судариков А.Б.). 

Из полученной клеточной суспензии CD4+CD25–, CD4+CD25+, а также 

пунктата костного мозга проводилась экстракция ДНК с использованием наборов 

для выделения ДНК/РНК «Ампли Прайм РИБО-преп» согласно инструкции. 

Прогревали лизирующий раствор при температуре 650С до полного растворения 

кристаллов. 

1. Вносили в подготовленные пробирки по 10 мкл ВКО комплексного 

(внутренний контрольный образец). 

2. Далее ресуспендировали сорбент универсальный, интенсивно перемешивая 

пробирки на вортексе. В каждую пробирку вносили по 20 мкл 

ресуспендированного сорбента универсального, после чего вносили 300 мкл 

ресуспендирующего раствора.  

3. В пробирку с ВКО, лизирующим раствором и сорбентом универсальным 

вносили по 100 мкл исследуемой суспензии (СD4+CD25–, CD4+CD25+, 

пунктат костного мозга). 

4. Пробирки тщательно перемешивали на вортексе. Далее пробирки 

помещались в термостат при температуре 650С в течение 5 минут. Пробирки 

перемешивали на вортексе и отстаивали при комнатной температуре в 

течение 2 минут. 

5. Пробирки центрифугировали на микроцентрифуге в течение 30 сек при 

7000g. 

6. Не захватывая сорбент, проводилось удаление надосадочной жидкости в 

каждой пробирке отдельным наконечником без фильтра на 200 мкл, 

используя вакуумный отсасыватель. 

7. В пробирки добавляли по 1 мл отмывочного раствора, перемешивали на 

вортексе до полного ресуспендирования сорбента.  

8. Далее повторяли пункты 5,6. 
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9. С открытыми крышками пробирки помещались в термостат с температурой 

650С в течение 5 минут для подсушивания сорбента. 

10.  Далее в пробирки добавляли по 100 мкл буфера для элюции В. Пробирки 

перемешивали на вортексе до полного ресуспендирования сорбента, а затем 

перемещали в термостат на 5 минут с температурой 650С.  

11.  Центрифугировали пробирки на микроцентрифуге в течение 1 минуты при 

10000 g.  

12. Надосадочную жидкость, содержащую очищенную ДНК, переносили в 

новые пробирки и хранили при температуре = -200С до использования. 

 

2.12 Измерение концентрации выделенной ДНК 

 

Предварительно концентрацию ДНК измеряли на спектрофотометре Genesys 

10 UV (Thermo Scientific), внося в кюветы для спектрофотометра объемом 300 мкл 

по 3 мкл ДНК, разведенной в 300 мкл воды (в 100 раз). Измерение поглощения при 

260 нм проводят в кювете с длиной оптического пути 1 мм, используя воду в 

качестве референса. Значение концентрации ДНК в исходном растворе (мкг/мкл) 

находили, умножая значение поглощения при длине волны 260 нм на К=50. В 

случае селектированных образцов с низкой клеточностью (10 – 40 тысяч клеток в 

образце) определение концентрации ДНК не проводили, избегая расхода ДНК. 

 

2.13 ПЦР амплификация и анализ STR-профилей методом капиллярного 

электрофореза 

 

Амплификация проводилась при помощи лиофилизированного 

мультиплексного набора для амплификации 19 полиморфных STR-маркеров и 

локуса амелогенина X, амелогенина Y человека (Cordis plus, ГОРДИЗ, Москва). 

В каждую пробирку, содержащую лиофилизованные компоненты 

реакционной ПЦР-смеси, вносили 5 мкл активатора. Затем вносили до 20 мкл 
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раствора исследуемой геномной ДНК в количестве до 100 нг. Рекомендация 

производителя состоит в использовании 0,2 – 2 нг ДНК на пробу, этого достаточно 

для получения STR-профилей реципиента и донора до трансплантации 

гемопоэтических стволовых клеток и выбора маркеров химеризма, но 

недостаточно для выявления примеси минорной ДНК (от 2%) при мониторинге 

химеризма после алло-ТГСК. Поэтому количество вносимой нами в пробы ДНК, 

выделенной из костного мозга после алло-ТГСК и селектированных популяций 

клеток, было увеличено. В итоге реакционная смесь содержала матричную ДНК, 

панель праймеров к 19 локусам STR и к расположенному на половых хромосомах 

локусу амелогенина, меченых четырьмя вариантами флуоресцентных красителей, 

ДНК-полимеразу, четыре типа нуклеотидов. После денатурации и отжига 

праймеров ДНК-полимераза начинает добавлять dNTP в растущие цепи ДНК. 

Повторяемые циклически этапы денатурации, отжига и элонгации праймеров 

позволяют наработать детектируемые количества исследуемых мишеней ДНК в 

одной пробирке. (СОП 0B определение посттрансплантационного химеризма 

методом STP-профилирования, ЛГМ-А-011/01лаб. Лаборатория молекулярной 

гематологии ФГБУ «НМИЦ гематологии» МЗ РФ). 

Реакционную смесь тщательно перемешивали до гомогенного состояния 5–

8-кратным пипетированием. Циклы амплификации проводили с соблюдением 

температурного режима. 

С каждой серией исследуемых образцов проводилась амплификация одного 

положительного контроля (0,5 мкл контрольной ДНК) и одного отрицательного 

контроля (деионизированная вода вместо ДНК). 

 При постановке ПЦР соблюдался режим амплификации, заявленный 

производителем Cordis plus: 

94 °C 3 мин 

98 °C 30 сек 

59 °C 120 сек, 4 цикла 

72 °C* 90 сек 

94 °C 30 сек 
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59 °C 120 сек, 6 циклов 

72 °C* 90 сек 

90 °C 30 сек 

59 °C 120 сек, 18 циклов 

72 °C* 75 сек 

68 °C 10 мин 

15 °C ∞ 

* Рекомендуемая скорость нагрева с 59°C до 72°C - не более 0,3°C/1 сек 

Амплификацию проводили на автоматическом термоциклере DNAEngine 

(BioRad, США). 

Последующий фрагментный анализ был выполнен на генетическом 

анализаторе ABI 3130 (Thermofisher Scientific, USA). Пробоподготовка к 

капиллярному электрофорезу включала в себя добавление 5 мкл ПЦР-продукта к 

смеси 20 мкл Hi-DiTM формамида и 1 мкл размерного стандарта S550 (набора 

фрагментов ДНК разной длины, меченых пятым флуоресцентным красителем). 

После тщательного пипетирования смесь вносили в лунки планшета для 

капиллярного электрофореза, загружали планшет в прибор и проводили 

капиллярный электрофорез. Под воздействием высокого напряжения фрагменты 

ДНК мигрируют в тонком капилляре и разделяются по длине. При прохождении 

окна детекции флуоресценции под воздействием лазера меченые ПЦР-продукты 

флуоресцируют каждый на своей длине волны, детектор флуоресценции 

регистрирует интенсивность сигнала от каждого ампликона, а добавление в пробы 

размерного стандарта позволяет затем с помощью программного обеспечения 

получить STR-профиль, состоящий из ряда ампликонов вычисленной длины. 

Интенсивность свечения флуорофорной метки ампликона определенной длины 

пропорциональна доле ДНК, содержащей данный уникальный STR-маркер, что 

позволяет вычислить по этим маркерам доли ДНК реципиента/донора в образце, 

отражающие долю ядерных клеток реципиента/донора в исследуемом материале 

пациента после трансплантации гемопоэтических стволовых клеток (СОП 0B 

определение посттрансплантационного химеризма методом STP-профилирования, 
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ЛГМ-А-011/01, лаб. молекулярной гематологии ФГБУ «НМИЦ гематологии» МЗ 

РФ) 

 

2.14 Определение доли геномной ДНК донора и реципиента в исследуемых 

образцах (мониторинг химеризма) 

 

Полученные электрофореграммы анализировали с помощью программного 

обеспечения GeneMapper™ Software v4.0, Applied Biosystems™. Предварительно 

были проанализированы электрофореграммы STR-профилей донора и реципиента 

до трансплантации аллогенных гемопоэтических стволовых клеток. Из 20 

маркеров, распределенных по четырем каналам детекции флуоресценции, были 

выбраны несовпадающие или частично совпадающие аллельные варианты 

маркеров химеризма для последующего мониторинга. На рисунке 3 представлена 

электрофореграмма STR-профилей донора и реципиента до трансплантации 

аллогенных гемопоэтических стволовых клеток, обозначены маркеры реципиента, 

отсутствующие у донора. 
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Рисунок 3 – Электрофореграмма STR–профилей донора и реципиента до 

алло-ТГСК (ось Х — длины ампликонов, рассчитанные автоматически 

относительно стандарта длины S550, ось Y — интенсивность флуоресценции 

ампликонов, измеряемая в условных единицах флуоресценции). 

 

Долю геномной ДНК донора и реципиента в исследуемых образцах 

рассчитывали по соотношению высот пиков флуоресценции ПЦР-продуктов 

информативных маркеров. Расчет проводили с помощью стандартных формул, 

учитывающих варианты аллельности (гомо/гетерозигота) и возможные частичные 

совпадения маркеров донора и реципиента в информативных STR-локусах. 

Чувствительность метода от 1% обеспечивалась соблюдением следующих 

условий: минорный пик флуоресценции ампликона вдвое выше порогового 

значения шума, установленного программой, мажорный пик в 200 и более раз выше 

порогового значения, при этом не выходит из рабочего диапазона 8000 

относительных единиц интенсивности флуоресценции (для генетического 
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анализатора ABI 3130). На рисунке 4 приведены формулы для расчёта химеризма 

[94]. 

 

 

Рисунок 4 – Формулы для расчёта химеризма (R – реципиент, D – донор). 

 

Далее приведены типичные примеры данных, анализ которых производился 

для определения химеризма. В таблице 4 продемонстрирована электрофореграмма 

пациента, включенного в исследование на сроке +30 день алло-ТГСК, где 

отражается динамика химеризма в различных клеточных субпопуляциях.  

 

Таблица 4 – Динамика химеризма в костном мозге, периферической крови 

(CD4+CD25-, CD4+CD25+ клетках) на +30 день алло-ТГСК 

 + 30 день после алло-ТГСК 

Костный мозг 

 

CD4+CD25– 

 

 

3% 

31% 
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 Продолжение таблицы 4 

 + 30 день после алло-ТГСК 

CD4+CD25+  

 

Реципиент  

 

 

 

Донор 

 

STR-маркеры: amelogenin X, amelogenin Y, TH01.  

D – донор, R – реципиент.   

 

Поскольку данный пациент мужчина, а его донор женщина, маркер 

амелогенина Y подходит для мониторинга химеризма. STR маркер THO1 

представлен у донора и реципиента уникальными гомозиготными аллельными 

вариантами, что тоже удобно для мониторинга химеризма. Процент клеток 

хозяйского генотипа в костном мозге 3%, в периферической крови среди Т-кон – 

31%, среди Т-рег – 59%, совпадающий по двум молекулярным маркерам 

(amelogenin Y, THO1). 

В таблице 5 продемонстрирована электрофореграмма пациента, 

представленного ранее в таблице 4 на сроке +30, +60, +90 дни после алло-ТГСК.  

 

 

59% 
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Таблица 5 – Динамика химеризма в костном мозге, периферической крови 

(CD4+CD25-, CD4+CD25+ клетках) на +30, +60, +90 дни после алло-ТГСК 

    Дни после алло-ТГСК 

+ 30 день + 60 день + 90 день 

 

Костный мозг 

    

   3% 

 

  3% 

   

 0% 

 

CD4+CD25– 

  

  31% 

   

  9% 

  

0% 

 

CD4+CD25+ 

 

 

 

59% 

 

  

25% 

  

0% 

 

Реципиент 

 

 

 

 

  

 

Донор 

 

 

 

 

  

Информативный маркер D8S1179. U – неинформативный маркер, R – реципиент, 

D – донор, al – аллель.   

 

Процент клеток хозяйского генотипа в костном мозге на +30 день – 3%, на 

+60 день после алло-ТГСК – 3%, на +90 день алло-ТГСК – 0%. Процент клеток 

хозяйского генотипа среди конвенциональных Т-хелперов составил на +30 день 

после алло-ТГСК – 31%, на +60 день – 9%, на +90 день – 0%. Процент клеток 

хозяйского генотипа среди Т-регуляторных клеток на +30 день после алло-ТГСК – 

59%, на +60 день алло-ТГСК – 25%, на +90 день – 0% клеток хозяйского генотипа. 
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2.15 Статистическая обработка данных 

 

Статистический анализ данных проводился с использованием 

статистического пакета R 4.1 и графической оболочки RStudio и пакетов ggplot2, 

survival, survminer, cmprsk, dplyr (США). С целью проверки нормальности 

распределения исследуемых выборок был использован критерий Шапиро-Уилка. 

Учитывая распределение отличное от нормального, для дальнейшей оценки 

различий между тремя и более независимыми выборками использовался критерий 

Краскела — Уоллиса, между двумя независимыми выборками - U-критерий Манна-

Уитни. Учитывая малые выборки и распределение отличное от нормального, для 

анализа повторных измерений (динамики) был использован критерий Фридмана. 

Для анализа таблиц сопряжённости использовался критерий хи-квадрат, для 

таблиц 2 x 2 применялся точный тест Фишера. 

В работе были использованы методы описательной статистики. Данные 

представлены посредством медианы, межквартильного интервала – разницы между 

1-м и 3-м квартилями (то есть между 25-м и 75-м процентилями). Графические 

данные представлены в виде «боксов с усами», на которых обозначены медиана, 25 

процентиль и 75 процентиль, «усами» показаны значения 25-го и 75-го процентиля 

+/– 1,5 величины межквартильного размаха. Точками на графиках отображены 

«выбросы» – значения, попадающие в интервал 1,5–3-х величин межквартильного 

размаха. Для оценки корреляции был использован коэффициент Спирмана, а для 

оценки силы связи была использована шкала Чеддока: 0 ‒ 0,3 очень слабая, 0,3 ‒ 

0,5 слабая, 0,5 ‒ 0,7 средняя, 0,7 ‒ 0,9 высокая, 0,9 ‒ 1 очень высокая. Для 

демонстрации динамики был использован линейный график, на котором отражены 

медианы исследуемых групп. Анализ общей и безрецидивной выживаемости 

проводился с использованием метода Каплан-Мейера, для сравнения двух кривых 

выживаемости применялся log-ранк тест. При оценке вероятности развития оРТПХ 

был использован метод конкурирующих рисков. В качестве конкурирующего 

риска рассматривалась смерть и несостоятельность трансплантата (первичная или 
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вторичная несостоятельность), для сравнения двух кривых был использован тест 

Грея. 
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Глава 3. Результаты исследования и обсуждения 

3.1 Клинические результаты 

 

В исследование, посвященное анализу химеризма у пациентов после алло-

ТГСК, было включено 42 пациента с острыми лейкозами (ОМЛ – 32, ОЛЛ – 10). Из 

них в ремиссии заболевания 40 пациентов (в первой ремиссии находилось 29 

пациентов, вторая ремиссия установлена у 11), двоим пациентам трансплантация 

аллогенных гемопоэтических стволовых клеток выполнялась вне полной ремиссии 

заболевания.  

У 38,1% больных (n = 16) была диагностирована оРТПХ. В этой группе у 50% 

больных (n = 8) оРТПХ развилась вследствие отмены иммуносупрессивной 

терапии и/или последующей трансфузии лимфоцитов донора в результате 

нарастания смешанного кроветворения. оРТПХ I степени составила – 9,5% (n = 4), 

оРТПХ II степени – 9,5% (n = 4), оРТПХ III степени – 19% (n = 8). Медиана времени 

развития оРТПХ составила 88,5 (16–267) дней. 

Рецидив острого лейкоза после алло-ТГСК констатирован у 13 из 42 (31%) 

пациентов. 

Общая выживаемость (ОВ) в течение 60 месяцев в нашей исследовательской 

работе, также как и безрецидивная выживаемость (БРВ) составила 46,3% (рисунок 

5, А – Б) 
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            А 

 

 

                   Б 

 

        Рисунок 5 – Результаты алло-ТГСК у пациентов, включенных в исследование. 

А – 5-летняя общая выживаемость. Б – 5-летняя безрецидивная выживаемость. 
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3.2 Взаимосвязь значений химеризма в клетках костного мозга и различных 

популяциях Т-клеток периферической крови 

 

В работе был проведён анализ взаимосвязи химеризма в костном мозге и Т- 

хелперах периферической крови. Стоит отметить, что на всех сроках после 

трансплантации имеется корреляция между химеризмом в костном мозге и 

отдельными популяциями Т-клеток хелперов (Т-конвенциальные и Т-

регуляторные клетки). Детальная информация о силе связи химеризма в отдельных 

популяциях с оценкой представлена в таблице 6. 

 

Таблица 6 – Коэффициенты корреляции между значениями химеризма на 

различные сроки после алло-ТГСК в различных популяциях 

 

 
+30 день +60 день +90 день 

 

  
КМ CD4+CD25- CD4+CD25+ КМ CD4+CD25- CD4+CD25+ КМ CD4+CD25- CD4+CD25+ 

+
3

0
 д

ен
ь 

КМ – 
0,643** 0,437** 0,524** 0,637** 0,427* 0,293 0,275 0,308 

CD4+CD25- 0,643** – 0,816** 0,589** 0,781** 0,609** 0,393* 0,505** 0,561** 

CD4+CD25+ 0,437** 0,816** – 
0,664** 0,652** 0,808** 0,179 0,240 0,480* 

+
6

0
 д

ен
ь 

КМ 0,524** 0,589** 0,664** – 0,798** 0,728** 0,543** 0,536** 0,524** 

CD4+CD25- 0,637** 0,781** 0,652** 0,798** – 
0,809** 0,466* 0,671** 0,655** 

CD4+CD25+ 0,427* 0,609** 0,808** 0,728** 0,809** – 
0,275 0,620** 0,742** 

+
9

0
 д

ен
ь 

КМ 0,293 0,393* 0,179 0,543** 0,466* 0,275  0,461** 0,380* 

CD4+CD25- 0,275 0,505** 0,240 0,536** 0,671** 0,620** 0,461** – 
0,916** 

CD4+CD25+ 0,308 0,561** 00,480* 0,524** 0,655** 0,742** 0,380* 0,916** – 

** – корреляция значима на уровне 0,01; * – корреляция значима на уровне 0,05 

 

При сравнении химеризма на сроке +30 день алло-ТГСК мы наблюдали 

статистически достоверные различия в проценте клеток с хозяйским генотипом 

между исследуемыми клетками костного мозга и Т-кон (р = 0,0012), между клетками 

костного мозга в сравнении с Т-рег (р = 0,0016) (Рисунок 6).  
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Рисунок 6 – Сравнение химеризма в пунктате костного мозга и среди Т-кон и Т-

рег периферической крови в зависимости от сроков после алло-ТГСК.  А – химеризм 

на сроке +30 день алло-ТГСК. Б – химеризм на сроке +60 день алло-ТГСК. В – 

химеризм на сроке +90 день алло-ТГСК.  

 

При сравнении хозяйского химеризма среди Т-рег и Т-кон на +30 день алло-

ТГСК статистически значимой разницы не выявлено (р = 0,63). В клетках костного 

мозга доля клеток с хозяйским генотипом составила 0% (0 – 4%), в периферической 

крови в Т-регуляторных клетках доля клеток с хозяйским генотипом была  7% (0 – 

33,5%), в Т-конвенциональных клетках доля клеток с хозяйским генотипом 

составила 8% (0 – 25%).   

Стоит отметить, что, сравнивая показатели химеризма на +60 день алло-ТГСК, 

мы выявили достоверные различия в примеси хозяйского кроветворения в клетках 

костного мозга и среди Т-кон (р = 0,029). Статистически значимой разницы между 

хозяйским химеризмом в костном мозге и среди Т-рег (р = 0,07) не обнаружено. 
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Также мы не получили достоверной разницы химеризма между Т-кон и Т-рег на 

этом сроке (р = 0,58). В костном мозге доля клеток, принадлежавших реципиенту, 

составила 2% (0 – 2,5%), в Т-рег доля клеток хозяина была 2,5% (0 – 28%) и в Т-кон 

– 3% (0 – 16%).  

Исследуя химеризм на +90 день алло-ТГСК, мы обнаружили статистически 

достоверные различия в показателях химеризма в клетках костного мозга и среди Т-

кон (р=0,035), в клетках костного мозга в сравнении с Т-рег (р=0,012). Между Т-рег 

и Т-кон разницы получено не было (р=0,59). В клетках костного мозга доля 

хозяйского кроветворения составила 0% (0 – 2,5%), среди Т-рег доля клеток с 

хозяйским генотипом была 5% (0 – 13%) и среди Т-кон примесь клеток реципиента 

составила 1% (0 – 10%).  

Таким образом, можно сделать заключение, что химеризм в костном мозге 

ниже, чем в отдельных популяциях Т-хелперов периферической крови на всех 

сроках в первые 100 дней после трансплантации. 

 

3.3 Характеристика химеризма в костном мозге и субпопуляциях 

CD4+CD25-, CD4+CD25+ Т-клеток после трансплантации аллогенных 

гемопоэтических стволовых клеток у больных с различными вариантами 

острого лейкоза 

 

При исследовании химеризма в костном мозге на +30 день доля клеток с 

хозяйским генотипом в костном мозге у пациентов с ОЛЛ составила 0% (0 – 2,5%), 

а у пациентов с ОМЛ 1,0% (0 – 4,5%), различие между этими группами было 

статистически незначимым (р = 0,26) (Рисунок 7).  
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Рисунок 7 – Химеризм в пунктате костного мозга и среди Т-кон, Т-рег 

периферической крови на +30, +60, +90 дни после трансплантации в зависимости 

от варианта острого лейкоза.  А – химеризм на сроке +30 день алло-ТГСК. Б – 

химеризм на сроке +60 день алло-ТГСК. В – химеризм на сроке +90 день алло-

ТГСК. 

 

Мы наблюдали высокий процент клеток с хозяйским генотипом на +30 день 

среди Т-регуляторных клеток переферической крови: у больных с ОЛЛ доля Т-рег 

с хозяйским генотипом составляла 5,5% (0 – 36%), у пациентов с диагнозом ОМЛ 

– 7% (0 – 33,5%), различие между этими группами также оказалось статистически 

незначимым (р = 0,85). Среди Т-кон на сроке +30 день алло-ТГСК получены 

значимые различия между группами пациентов с ОЛЛ и ОМЛ (р = 0,047). Доля 
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клеток с хозяйским генотипом у пациентов с ОЛЛ составила 0 % (0 – 8%), у 

больных с диагнозом ОМЛ – 11% (1– 27%) соответственно. 

При исследовании химеризма на +60 день после алло-ТГСК не было 

получено статистической разницы у пациентов с диагнозом ОЛЛ и ОМЛ. В 

костном мозге, у пациентов с ОЛЛ доля клеток с хозяйским генотипом составила – 

2,5% (0 – 2,5%), с ОМЛ – 1,5% (0 – 2,50%), р = 0,94. В популяции Т-рег 

периферической крови отмечалось следующее: доля клеток с хозяйским генотипом 

у пациентов с ОЛЛ составляла 13,5% (0 – 31%), у больных с диагнозом ОМЛ доля 

клеток, принадлежавших реципиенту, была 2,5% (0 – 28%), р = 0,66. Среди Т-кон 

на сроке +60 день алло-ТГСК процент клеток с хозяйским генотипом у пациентов 

с ОЛЛ составил 3% (0 – 9,0%), у пациентов с диагнозом ОМЛ – 4,0% (0 – 20%), р = 

0,35. 

На сроке +90 день после алло-ТГСК в костном мозге не получена значимая 

разница химеризма у пациентов с острыми лейкозами (р = 0,2), практически 

одинаковая доля клеток с хозяйским генотипом в обеих группах 0% (0 – 2,5%) и 

0% (0 – 0%) для ОМЛ и ОЛЛ соответственно, чего нельзя сказать при исследовании 

клеток хозяйского генотипа среди субпопуляций Т-лимфоцитов. Химеризм среди 

Т-рег на этом сроке у больных с ОЛЛ составил 0% (0 – 5,5%), у пациентов с 

диагнозом ОМЛ – 6% (0 – 20%), р = 0,13. У больных с ОЛЛ отмечалась тенденция 

к уменьшению доли клеток с хозяйским генотипом среди Т-кон до 0% (0 – 1,5%), у 

пациентов с диагнозом ОМЛ доля клеток с хозяйским генотипом среди Т-кон 

составляла 4,6% (0 – 12%), однако статически значимой разницы не обнаружено (р 

= 0,055).  

Таким образом, было показано, что различия химеризма у пациентов с ОЛЛ 

и ОМЛ имеются только среди Т-кон на сроке +30 день алло-ТГСК.  
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3.4 Химеризм в костном мозге и в субпопуляциях CD4+CD25-, CD4+CD25+ 

Т-клеток после трансплантации аллогенных гемопоэтических стволовых 

клеток у больных с острыми лейкозами с различным статусом заболевания 

 

На +30 день доля клеток с хозяйским генотипом в костном мозге у пациентов 

в первой ремиссии (ПР1) составила 2,5% (0 – 5,0%), во второй полной ремиссии 

(ПР2) – 0% (0 – 0%), р = 0,036. В группе ПР1 трансплантация от родственного 

полностью совместимого донора была выполнена в 38% случаях, в то время как в 

группе ПР2 лишь в 9,1%. Полученные результаты объясняются более частым 

применением родственного HLA-идентичного донора и режимов с лАТГ у 

пациентов в ПР1, в то время как пациенты во ПР2 чаще трансплантируются от 

неродственных и других доноров. У пациентов, у которых трансплантация была 

выполнена в развернутом рецидиве заболевания доля клеток с хозяйским 

генотипом составляла 1,25% (0 – 2,5%). При сравнении химеризма у пациентов в 

ПР1 и рецидиве заболевания не получены достоверные различия (р = 0,64), также 

как в группе пациентов в ПР2 и рецидиве заболевания (р = 0,5) (Рисунок 8). 
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Рисунок 8 – Химеризм в пунктате костного мозга и среди Т-кон, Т-рег 

периферической крови в зависимости от статуса заболевания.  А – химеризм на 

сроке +30 день алло-ТГСК. Б – химеризм на сроке +60 день алло-ТГСК. В – 

химеризм на сроке +90 день алло-ТГСК.  

 

Среди Т-кон на сроке +30 день алло-ТГСК мы наблюдали 15,5% (3 – 30%) 

клеток с хозяйским генотипом у пациентов в ПР1, у больных в ПР2 – 0% (0 – 8%). 

У пациентов, которым трансплантация была выполнена в рецидиве заболевания 

доля клеток с хозяйским генотипом составляла 0,5% (0 – 1%). У пациентов в ПР1 и 

ПР2 среди Т-конвенциональных клеток были получены статистически значимые 

различия (р = 0,0053). 
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При оценке химеризма среди Т-рег на +30 день алло-ТГСК мы наблюдали 

большую примесь клеток с хозяйским генотипом. У больных в ПР1 отмечался 

смешанный химеризм в Т-рег: доля клеток с хозяйским генотипом составляла 

11,5% (3,5 – 40%); у пациентов в ПР2 доля клеток, принадлежавших реципиенту, 

составляла 0,5% (0 – 10%), р = 0,046. Если алло-ТГСК выполнялась в рецидиве 

заболевания, то доля клеток с хозяйским генотипом среди Т-рег составляла 0% (0 

– 0%). Мы получили значимые различия химеризма среди Т-рег на +30 день алло-

ТГСК у пациентов в ПР1 и ПР2 (р = 0,046). Достоверных различий химеризма у 

больных в ПР1 и рецидиве (р = 0,072) не выявлено, также как не обнаружено 

разницы химеризма среди Т-рег у пациентов в ПР2 и рецидиве заболевания (р = 

0,28). Полученые результаты могут быть обусловлены тем, что в большинстве 

случаев алло-ТГСК выполняется в ремиссии заболевания и группа больных в 

рецидиве немногочисленная, однако стоит отметить, что у пациентов в рецидиве 

не обнаружено Т-рег с хозяйским генотипом.  

При исследовании химеризма в костном мозге на +60 день после алло-ТГСК 

не было получено статистической разницы между показателями химеризма у 

пациентов в зависимости от статуса заболевания до алло-ТГСК. У пациентов в ПР1 

доля клеток с хозяйским генотипом в костном мозге составляла 2,5% (0 – 2,75%), у 

больных в ПР2 доля клеток, принадлежавших реципиенту, составляла 0% (0 –

2,5%), у больных в рецидиве заболевания примеси клеток с хозяйским генотипом в 

костном мозге не выявлено 0% (0 – 0%).  

При оценке химеризма на +60 день алло-ТГСК среди Т-кон доля клеток с 

хозяйским генотипом в ПР1 составляла 9% (0 – 23%), во ПР2 – 0% (0 – 3%), у 

пациентов в рецидиве заболевания клеток с хозяйским генотипом среди Т-кон не 

обнаружено 0% (0–0%). Мы получили значимые результаты при сравнении 

химеризма у больных в ПР1 и ПР2 (р = 0,028). 

При оценке химеризма среди Т-рег у пациентов с различным статусом 

заболевания перед алло-ТГСК, не были получены достоверные различия на сроке 

+60 день после трансплантации. Доля клеток с хозяйским генотипом среди Т-рег у 

пациентов в ПР1 составляла 14,5% (0 – 28%), у пациентов в ПР2 заболевания – 1% 
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(0 – 17%), у пациентов в рецидиве заболевания примесь клеток с хозяйским 

генотипом среди Т-рег не обнаружена – 0% (0 – 0%).  

На сроке +90 день после алло-ТГСК в костном мозге значимые различия в 

показателях химеризма в зависимости от статуса заболевания не получены. 

Примесь клеток с хозяйским генотипом в костном мозге в группе пациентов в 

первой ремиссии и во второй ремиссии заболевания 0% (0 – 2,5%) и 0% (0 – 0%), 

соответственно (р = 0,15). У пациентов, трансплантированных вне ремиссии 

заболевания, процент клеток с хозяйским генотипом в костном мозге составил 0% 

(0–0%). Статически значимой разницы при сравнении с группой пациентов в ПР1 

(р = 0,25) и с группой пациентов в ПР2 (р = 0,6) не отмечено. 

При оценке химеризма среди Т-кон на +90 день алло-ТГСК у пациентов в 

ПР1 доля клеток с хозяйским генотипом составляла 6% (0–12%), у больных в ПР2 

доля клеток, принадлежавших реципиенту, составляла 0% (0 – 3,5%), у пациентов 

в рецидиве заболевания клеток, принадлежавших реципиенту, не было обнаружено 

0% (0 – 0%). Мы не наблюдали значимых различий в химеризме среди Т-кон на 

сроке +90 день алло-ТГСК у пациентов с различным статусом заболевания. 

При исследовании химеризма среди Т-рег на +90 день алло-ТГСК у 

пациентов в ПР1 доля клеток с хозяйским генотипом составляла 7% (0 – 25%), у 

больных в ПР2 – 0% (0 – 5,5%), в рецидиве заболевания – 0% (0 – 0%). При 

сравнении показателей химеризма во всех трех группах, достоверных различий 

получено не было. 

По полученным данным видно, что у пациентов, которым трансплантация 

была выполнена в ПР1 имеется более высокий процент клеток с хозяйским 

генотипом в Т-регуляторных клетках, чем у пациентов в ПР2 и рецидиве 

заболевания. По всей видимости, это связано с большим числом трансплантаций от 

родственного полностью совместимого донора (время до проведения 

трансплантации сильно зависит от доступности донора, и именно поэтому в ПР1 

чаще всего трансплантируются пациенты с родственным HLA-идентичным 

донором, так как не тратится время на поиск неродственных доноров), где 

применялся лАТГ в качестве профилактики РТПХ, в то время как для ПР2 



66 
 

 
 
 

характерно большее использование частично-совместимых доноров и применение 

ПТ-ЦФ соотвестивенно. 

 

3.5 Химеризм в костном мозге и в субпопуляциях CD4+CD25-, CD4+CD25+ Т-

клеток после трансплантации аллогенных гемопоэтических стволовых 

клеток у больных с острыми лейкозами после кондиционирования 

различной интенсивности 

 

При исследовании химеризма на +30 день в костном мозге у пациентов с 

кондиционированием в миелоаблативном режиме доля клеток с хозяйским 

генотипом составляла 0% (0 – 3,75%), у пациентов с кондиционированием в 

режиме пониженной интенсивности – 0% (0 – 4%). Мы не получили достоверных 

различий химеризма в костном мозге у пациентов с различными видами 

кондиционирования (р = 0,99). В этот же срок среди Т-рег процент клеток с 

хозяйским генотипом у пациентов с кондиционированием МАС составляла 8,5% (1 

– 25%), в группе пациентов после кондиционирования в режиме RIC – 6% (0 – 41%), 

что также оказалось статистически незначимым результатом (р = 0,96). При оценке 

химеризма среди Т-кон доля клеток с хозяйским генотипом у пациентов с 

кондиционированием MAC – 8% (0 – 22%), RIC – 8,5% (0 – 28,5%), (р = 0,83) 

(Рисунок 9).  
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Рисунок 9 – Химеризм в пунктате костного мозга и среди Т-кон, Т-рег 

периферической крови в зависимости от режима кондиционирования.  А – 

химеризм на сроке +30 день алло-ТГСК. Б – химеризм на сроке +60 день алло-

ТГСК. В – химеризм на сроке +90 день алло-ТГСК. 

 

При исследовании химеризма на +60 день после алло-ТГСК не было 

получено статистической разницы у пациентов с различным кондиционированием. 

В костном мозге доля клеток, принадлежавших реципиенту, после 

кондиционирования МАС составляла 0% (0 – 2,5%), после кондиционирования в 

режиме RIC – 2,5 (0 – 2,5%), р = 0,21. Среди Т-рег процент клеток с хозяйским 

генотипом у пациентов после кондиционирования МАС составил 5% (0 – 34%), 
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после RIC доля клеток с хозяйским генотипом среди Т-рег составляла 2,5% (0 – 

24%), (р = 0,92).  Доля клеток с хозяйским генотипом среди Т-кон у пациентов с 

кондиционированием МАС cоставляла 3% (0 – 9%), у пациентов с RIC – 3% (0 – 

20%), (р = 0,56). 

На сроке +90 день после алло-ТГСК мы получили достоверные различия в 

костном мозге у пациентов с кондиционированием различной интенсивности (р = 

0,038). При оценке химеризма в костном мозге доля клеток с хозяйским генотипом 

у пациентов после МАС составляла 0% (0 – 0%), после режима RIC – 1,25% (0 – 

3%). Мы отметили, что на +90 день после алло-ТГСК уменьшается процент клеток 

с хозяйским генотипом среди Т-рег. У пациентов, которым проводилось 

кондиционирование в режиме MAC, процент клеток с хозяйским генотипом среди 

Т-рег составил  0% (0 – 6%), в группе пациентов с кондиционированием в режиме 

пониженной интенсивности – 6,5 (0 – 17,5%), однако различия были статистически 

не значимы. При оценке химеризма среди Т-кон на +90 день алло-ТГСК доля 

клеток с хозяйским генотипом у пациентов с МАС составляла 0% (0 –4,6%), у 

пациентов с кондиционированием в режиме RIC 5% (0 – 10%), р = 0,2. 

В нашей работе мы получили результаты, которые свидетельствуют, что 

интенсивность кондиционирования не влияет на химеризм у пациентов после алло-

ТГСК. 

 

3.6 Химеризм в костном мозге и в субпопуляциях CD4+ СD25-, CD4+CD25+ 

клеток в зависимости от вида донора 

 

В таблице 7 представлены результаты по исследованию химеризма в костном 

мозге, среди Т-рег, Т-кон периферической крови у пациентов после алло-ТГСК в 

зависимости от вида донора (совместимости по системе HLA между парой донор-

реципиент). 
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Таблица 7 – Процент клеток с хозяйским генотипом в костном мозге, 

CD4+CD25-, CD4+CD25+ клетках периферической крови в зависимости от вида 

донора 

 

 

День 

после 

алло-

ТГСК  

Полностью 

совместимый 

родственный 

донор 

Родственный 

гаплоидентичный 

донор 

Полностью 

совместимый 

неродственный 

донор 

Частично-

совместимый 

неродственный 

донор 

Р-

значение 

К
М

 

+30 5% 

(2,5 – 7,5%) 

0%  

(0 – 2%) 

0%  

(0 – 2,5%) 

0%  

(0 – 0%) 

0,001 

+60 2,5% 

(0 – 3%) 

0%  

(0 – 0%) 

2,5%  

(0 – 2,5%) 

0%  

(0 – 2,5%) 

0,473 

+90 0 

(0 – 4%) 

0%  

(0 – 0%) 

0%  

(0 – 2,5%) 

0%  

(0 – 0%) 

0,265 

C
D

4
+
C

D
2
5

-  

+30 21,5% 

(8 – 31%) 

0% 

(0 – 30%) 

8%  

(0 – 16%) 

0%  

(0 – 2,5%) 

0,034 

+60 12.5% 

(3 – 20%) 

0% 

 (0 – 0%) 

5,5% 

(1,5 – 14,5%) 

0%  

(0 – 1,5%) 

0,091 

+90 4,5 

(0 – 17,5%) 

0%  

(0 – 0%) 

4%  

(0 – 6,5%) 

1%  

(0 – 1%) 

0,647 

C
D

4
+
C

D
2
5

+
 

+30 11% 

(5 – 39%) 

0%  

(0 – 58%) 

14%  

(2,5 – 36%) 

0% 

 (0 – 16,5%) 

0,244 

+60 14.5% 

(1 – 26,5%) 

0%  

(0 – 0%) 

10%  

(0 – 52%) 

0%  

(0 – 10%) 

0,216 

+90 6% 

 (0 – 15%) 

0% 

 (0 – 0%) 

5%  

(0 – 13%) 

1,5%  

(0 – 14%) 

0,69 

 

 

При оценке химеризма в клетках костного мозга на +30 день в зависимости 

от вида донора нами были получены статистически значимые различия (p = 0,001). 

При попарном сравнении различия были отмечены лишь при сравнении групп с 

алло-ТГСК от родственного полностью совместимого донора и полностью 

совместимого неродственного (p = 0,003), частично-совместимого неродственного 
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(p = 0,0016) и гаплоидентичного донора (p = 0,035). В остальные сроки эти различия 

исчезали. 

Эти же отличия наблюдались и при сравнении значений химеризма в Т-кон 

на +30 день. Попарно при трансплантации от неродственного частично-

совместимого и родственного полностью совместимого донора (p = 0,009). 

Несмотря на недостаточную статистическую значимость данных нами была 

отмечена тенденция к большему числу хозяйских Т-рег среди пациентов, которым 

трансплантация была выполнена от родственных и неродственных полностью 

совместимых доноров в сравнении с частично-совместимыми и гаплоидентичными 

донорами. А учитывая, что фундаментальным различием этих видов 

трансплантаций является прежде всего использование лАТГ при трансплантации 

от родственного и неродственного полностью совместимого донора и ПТ-ЦФ при 

трансплантации от частично-совместимого и гаплоидентичного донора, то в 

дальнейшем мы также провели анализ в зависимости от вида профилактики 

оРТПХ. 

Несмотря на маленькую выборку пациентов, мы провели многофакторный 

анализ с включением химеризма на +90 день, вида донора и источника 

трансплантата, статистически значимых результатов не получено.  

 

 

3.7 Характеристика химеризма в костном мозге, CD4+ СD25- клетках, 

CD4+CD25+ клетках в зависимости от источника трансплантата 

 

При исследовании химеризма в костном мозге на +30 день алло-ТГСК доля 

клеток с хозяйским генотипом у пациентов, у которых в качестве трансплантата 

использовался костный мозг составляла 2,5% (0 – 6%), у пациентов, которым была 

выполнена трансплантация аллогенных гемопоэтических стволовых клеток крови 

процент клеток с хозяйским генотипом составил 0% (0 – 2,5%), отличие между 

этими группами оказалось статистически значимым (р = 0,049). В этот же срок мы 
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наблюдали повышенную долю клеток с хозяйским генотипом среди Т-рег у 

пациентов, которым была выполнена трансплантация костного мозга. Химеризм в 

этой группе составил 11% (2,5 – 48,5%), в то же время, у пациентов после 

трансфузии стволовых клеток крови процент клеток с хозяйским генотипом – 2% 

(0 – 21%), однако не было получено значимых различий при сравнении этих групп 

(р = 0,095). При оценке химеризма среди Т-кон на сроке +30 день алло-ТГСК у 

пациентов с источником трансплантата костный мозг доля клеток, 

принадлежавших реципиенту, составляла 11% (3 – 31%), у пациентов, которым 

была поведена трансплантация гемопоэтических стволовых клеток крови процент 

клеток составил  0% (0 – 10%). Мы получили достоверные различия в разнице 

хозяйского химеризма среди Т-конвенциональных клеток между пациентами с 

различными источниками трансплантата (р = 0,0065) (Рисунок 10). 
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Рисунок 10 – Химеризм в пунктате костного мозга и среди Т-кон, Т-рег 

периферической крови в зависимости от источника трансплантата.  А – химеризм 

на сроке +30 день алло-ТГСК. Б – химеризм на сроке +60 день алло-ТГСК. В – 

химеризм на сроке +90 день алло-ТГСК. 

 

При исследовании химеризма в костном мозге на +60 день после алло-ТГСК 

не было получено статистической разницы в доле клеток хозяйского генотипа у 

пациентов в зависимости от вида источника трансплантата (костный мозг, 

стволовые клетки крови), р = 0,97. Доля клеток с хозяйским генотипом у пациентов, 

которым была выполнена трансплантация костного мозга составляла 1,5% (0 – 

2,5%), у пациентов, которым была выполнена трансплантация гемопоэтических 
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стволовых клеток крови процент клеток с хозяйским генотипом в костном мозге 

составил 2,5% (0 – 2,5%). В популяции Т-рег на сроке +60 день алло-ТГСК 

отмечалось следующие: доля клеток с хозяйским генотипом у пациентов после 

трансплантации костного мозга составляла 2,0% (0 – 25%), стволовых клеток крови 

– 3,0% (0 – 31%), группы не различались по этому признаку (р = 0,92). В этот же 

срок, при оценке химеризма среди Т-кон, у пациентов после трансплантации 

костного мозга процент клеток с хозяйским генотипом составил 3% (0 – 18%), 

после трансплантации стволовых клеток крови 3,5% (0 – 12,5%), значение р = 0,9. 

При исследовании химеризма в костном мозге на сроке +90 день после алло-

ТГСК не получена значимая разница химеризма у пациентов в зависимости от 

источника трансплантата (р = 0,89), одинаковая доля клеток с хозяйским генотипом 

среди клеток костного мозга в обоих группах 0% (0–2,5%). При исследовании 

химеризма среди Т-рег достоверной разницы в зависимости от источника 

трансплантата не отмечено (р = 0,76), доля клеток с хозяйским генотипом у 

пациентов после трансплантации костного мозга составляла 5,5% (0 – 15%), после 

трансплантации стволовых клеток крови – 3% (0 – 8,6%). Исследуя динамику 

химеризма среди Т-кон, на этом сроке, мы наблюдали уменьшение клеток с 

хозяйским генотипом по сравнению с более ранними сроками алло-ТГСК. У 

пациентов после трансплантации костного мозга доля клеток с хозяйским 

генотипом среди Т-кон составляла 2% (0 – 10,5%), после трансплантации 

стволовых клеток крови – 1% (0 – 6,5%), однако статистически значимых различий 

не получено (р = 0,85). 

Полученные на ранних сроках различия, по всей видимости, связаны с 

большим объемом Т-клеток переливаемых при трансплантации с использованием 

периферических стволовых клеток крови. 
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3.8 Характеристика химеризма в костном мозге, CD4+ СD25- клетках, 

CD4+CD25+ клетках в зависимости от режима иммуносупрессивной терапии 

 

При оценке химеризма в костном мозге на +30 день алло-ТГСК мы получили 

достоверные различия в зависимости от режима иммуносупрессивной 

профилактики. Доля клеток с хозяйским генотипом в костном мозге у пациентов 

после иммуносупрессивной терапии антитимоцитарным глобулином составляла 

0% (0 – 5%), у пациентов, получавших ПТ-ЦФ – 0% (0 – 2%). У пациентов с 

другими видами иммуносупрессивной терапии процент клеток с хозяйским 

генотипом составил – 5% (2,5 – 7%). Достоверные различия мы получили при 

сравнении других видов иммуносупрессивной терапии с ПТ-ЦФ (р = 0,0043). На 

сроке +30 день в костном мозге мы не наблюдали статистической значимой 

разницы при использовании АТГ в сравнении с ПТ-ЦФ (р = 0,1), АТГ в сравнении 

с другими видами ИСТ (р = 0,18). 

В этот же срок, при оценке химеризма среди Т-рег, мы наблюдали большее 

число клеток с хозяйским генотипом в группе пациентов с АТГ 11% (4 – 41%), с 

другими видами ИСТ 25% (10,5 – 49%), в отличие от группы пациентов с ПТ-ЦФ, 

в этой группе доля клеток, принадлежавших реципиенту, составляла 0% (0 – 2%). 

Стоит отметить, что достоверные различия мы получили за счет применения ПТ-

ЦФ: другие виды ИСТ в сравнении с ПТ-ЦФ (р = 0,023), ПТ-ЦФ в сравнении с АТГ 

(р = 0,015). 

Похожие результаты мы наблюдали при оценке химеризма в Т-кон. При 

применении в составе иммуносупрессивной терапии АТГ доля клеток с хозяйским 

генотипом среди Т-кон составляла 12% (4,65 – 29%), при применении ПТ-ЦФ – 0% 

(0 – 2%), других видов ИСТ 18% (8 – 29%). Статистически значимые различия мы 

обнаружили также при применении ПТ-ЦФ: другие виды ИСТ в сравнении с ПТ-

ЦФ (р = 0,029), терапия АТГ в сравнении с ПТ-ЦФ (р = 0,0055) (Рисунок 11). 
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Рисунок 11 – Химеризм в пунктате костного мозга и среди Т-кон, Т-рег 

периферической крови в зависимости от режима иммуносупрессивной терапии.  А 

– химеризм на сроке +30 день алло-ТГСК. Б – химеризм на сроке +60 день алло-

ТГСК. В – химеризм на сроке +90 день алло-ТГСК. 

 

При оценке химеризма в костном мозге на сроке +60 день алло-ТГСК мы не 

получили значимых различий у пациентов с различными видами 

иммуносупрессивной терапии  

При исследовании влияния режима иммуносупрессивной терапии на 

химеризм среди Т-рег на сроке +60 день алло-ТГСК доля клеток с хозяйским 

генотипом в группе пациентов с АТГ составляла 2,5% (0 – 7%), в группе пациентов 
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с ПТ-ЦФ – 0% (0 – 2,5%), в группе с другими режимами ИСТ – 1,5% (0 – 2,5%). 

Получены достоверные статистические различия при сравнении режима АТГ с ПТ-

ЦФ (р = 0,013), а также при сравнении других режимом ИСТ с ПТ-ЦФ (р = 0,04).  

При оценке химеризма в Т-кон на этом же сроке в группе пациентов с АТГ 

доля клеток с хозяйским генотипом составляла 10% (3 – 21,5%), у пациентов с ПТ-

ЦФ – 0% (0 – 0%), у пациентов с другими режимами ИСТ – 9% (3 – 16%). Стоит 

отметить, что достоверные различия мы получили при применении ПТ-ЦФ: другие 

виды ИСТ в сравнении с ПТ-ЦФ (р = 0,023), ПТ-ЦФ в сравнении с АТГ (р = 0,0032). 

На сроке +90 день после алло-ТГСК в костном мозге получена значимая 

разница химеризма у пациентов в группе АТГ в сравнении с ПТ-ЦФ (р = 0,0096). В 

остальных группах достоверную разницу мы не обнаружили. В группе с АТГ 2,5% 

(0 – 2,5%), группе ПТ-ЦФ и других видах ИСТ клетки с хозяйским генотипом не 

были выявлены.  

При исследовании динамики показателей химеризма среди Т-рег 

достоверной разницы влияния режима иммуносупрессивной терапии не 

обнаружено. Доля клеток с хозяйским генотипом у пациентов после режима 

иммуносупрессивной терапии с АТГ составляла 7,3% (0 – 20%) в группе ПТ-ЦФ – 

0% (0 – 3%), у пациентов, которым применялись другие виды ИСТ – 5,5% (2,5 – 

6,5%). 

При оценке химеризма в Т-конвенциональных клетках на этом же сроке, мы 

наблюдали уменьшение доли клеток с хозяйским генотипом по сравнению с более 

ранними сроками алло-ТГСК. У пациентов с АТГ доля клеток с хозяйским 

генотипом сосставляла 6% (0 – 17%), в группе ПТ-ЦФ – 0% (0 – 1%), у пациентов 

которым применялись другие виды ИСТ – 1,5% (0 – 4,5%). Достоверных различий 

влияния режимов иммуносупрессивной терапии на химеризм мы не наблюдали (р 

= 0,26; р = 0,64; р = 0,0759).  

Высказанные ранее предположения о влиянии режима иммуносупрессивной 

терапии были подтверждены полученными результатами. Было показано, что 

применение лАТГ создает предпосылки к развитию нестабильности химеризма в 

исследованных   субпопуляциях Т-клеток периферической крови (Т-регуляторных 
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клетках и Т-конвенциональных клетках), в то время как применение ПТ-ЦФ не 

сопровождалось такими изменениями. Сравнение с другими режимами ИСТ 

сложно трактовать, так как данная группа крайне немногочисленна и представлена 

крайне гетерогенной группой режимов профилактики РТПХ.  В дальнейшем 

полученные данные были использованы для оценки развития оРТПХ в различные 

сроки. 

 

3.9 Характеристика химеризма в костном мозге, CD4+CD25+ клетках, CD4+ 

СD25- клетках в зависимости от развития рецидива после трансплантации 

 

На +30 день доля клеток с хозяйским генотипом в костном мозге у пациентов, 

у которых развился в будущем рецидив заболевания составляла 0% (0 – 5%), без 

рецидива заболевания – 0% (0 – 2,5%), различие статистически не значимо (р = 0,7) 

(Рисунок 12). 
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Рисунок 12 – Химеризм в пунктате костного мозга и среди Т-кон, Т-рег 

периферической крови в зависимости от развития рецидива заболевания.  А – 

химеризм на сроке +30 день алло-ТГСК. Б – химеризм на сроке +60 день алло-

ТГСК. В – химеризм на сроке +90 день алло-ТГСК. 

 

В этот же срок мы наблюдали увеличенние доли клеток с хозяйским 

генотипом среди Т-рег: у пациентов, у которых развился рецидив заболевания 5,5% 

(1 – 11%), без рецидива заболевания – 12% (0 – 41%), однако, мы не получили 

достоверной разницы при сравнении химеризма в этой точке исследования (р = 

0,49). 

При оценке химеризма среди Т-кон на сроке +30 день алло-ТГСК у пациентов 

с рецидивом заболевания доля клеток с хозяйским генотипом составляла 8% (0 – 
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18%), в группе пациентов без рецидива заболевания 8% (0 – 27%), т.о, достоверных 

различий не получено (р = 0,92). 

Так при исследовании химеризма в костном мозге, на +60 день после алло-

ТГСК не было получено статистически значимой разницы химеризма в 

зависимости от развития рецидива заболевания (р = 0,68). Процент клеток с 

хозяйским генотипом у пациентов с развившимся в будущем рецидивом 

заболевания составил 0% (0 – 2,75%), без рецидива заболевания – 2,5% (0 – 2,5%). 

При оценке химеризма среди Т-рег на сроке +60 день алло-ТГСК доля клеток 

с хозяйским генотипом у пациентов с рецидивом заболевания составляла 1,5% (0 – 

17%), без рецидива заболевания – 6% (0 – 31%), полученные результаты 

статистически незначимы (р = 0,41). 

При анализе химеризма среди Т-кон на +60 день алло-ТГСК у пациентов с 

рецидивом заболевания доля клеток с хозяйским кроветворением составляла 0% 

(0–9%), без рецидива заболевания – 7% (0 – 17%), значение р=0,25. 

На сроке +90 день после алло-ТГСК в костном мозге не получена значимая 

разница химеризма у пациентов в зависимости от развития рецидива заболевания 

(р= 0,48), доля клеток с хозяйским генотипом у пациентов с рецидивом заболевания 

– 0% (0 – 1,25%), без рецидива заболевания – 0% (0 – 2,5%).  

При исследовании химеризма среди Т-рег достоверной разницы влияния 

развития рецидива заболевания на химеризм не отмечено (р=0,27). Доля клеток с 

хозяйским генотипом у пациентов с развившимся рецидивом заболевания -

составляла 0% (0 – 11%), без рецидива заболевания – 5,5% (0–25%). 

Исследуя химеризм среди Т-кон на этом же сроке, у пациентов с рецидивом 

заболевания доля клеток с хозяйским генотипом составляла 0% (0 – 11%), без 

рецидива заболевания – 2,8 % (0 – 8,25%), что не имеет статистических различий 

(р=0,62). 

Полученные результаты не показали влияния химеризма в клетках костного 

мозга и субпопуляциях Т-хелперов на развитие рецидива, что представляется 

логичным, учитывая тот факт, что исследование проводилось в популяции, которая 

напрямую не реализует Т-клеточный ответ против опухоли. 
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3.10 Характеристика химеризма в костном мозге, CD4+CD25+ клетках, CD4+ 

СD25- клетках в зависимости от развития острой реакции «трансплантат 

против хозяина» 

 

На +30 день доля клеток с хозяйским генотипом в костном мозге у пациентов 

с клиникой оРТПХ в течение первых 90 дней после алло-ТГСК составляла 0% (0 – 

2,5%), у пациентов без оРТПХ – 2,25% (0 – 5,0%), статистически значимая разница 

между группами отсутствует (р = 0,1). Доля клеток с хозяйским генотипом среди 

Т-рег на сроке +30 день алло-ТГСК у пациентов с клиникой оРТПХ составляла 

3,5% (0 – 21%), без клиники острой РТПХ – 11% (0 – 41%), что также показало 

отсутствие статистически значимого различия (р = 0,19). При оценке химеризма 

среди Т-кон у пациентов с оРТПХ доля клеток с хозяйским генотипом – 6% (0 – 

11%), у пациентов без клиники оРТПХ – 10% (0 – 29%), разница не имеет 

статистической значимости (р = 0,3) (Рисунок 13). 
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Рисунок 13 – Химеризм в пунктате костного мозга и среди Т-кон, Т-рег 

периферической крови в зависимости от развития оРТПХ.  А – химеризм на сроке 

+30 день алло-ТГСК. Б – химеризм на сроке +60 день алло-ТГСК. В – химеризм на 

сроке +90 день алло-ТГСК. 

 

 

При исследовании химеризма на +60 день после алло-ТГСК в костном мозге 

не было получено статистически значимой разницы у пациентов с развившейся 

оРТПХ и без неё (р = 0,51). Доля клеток с хозяйским генотипом у больных с оРТПХ 

составлял 2,5% (0 – 2,5%), у больных без клиники оРТПХ – 0% (0 – 2,5%). Доля 

клеток, принадлежавших реципиенту, среди Т-рег у пациентов с клиникой острой 
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РТПХ составляла 0% (0 – 52%), у пациентов без оРТПХ – 3% (0 – 25%), что 

оказалось статистически не достоверным результатом (р = 0,96). Также не 

получено статистически значимых различий химеризма среди Т-кон в зависимости 

от развития оРТПХ (р = 0,76): процент клеток с хозяйским генотипом у больных с 

оРТПХ – 3% (0 – 12%), без клиники оРТПХ – 1% (0 – 6,25%). 

На сроке +90 день после алло-ТГСК в костном мозге не получена 

статистически значимая разница химеризма у пациентов с оРТПХ (р = 0,59), 

одинаковая доля клеток с хозяйским генотипом в обеих группах – 0% (0 – 2,50%), 

чего нельзя сказать при исследовании химеризма среди субпопуляций Т-

лимфоцитов. При оценке химеризма в Т-рег на этом сроке у больных с оРТПХ доля 

клеток с хозяйским генотипом составляла 6% (0 – 30%), без клиники оРТПХ – 4% 

(0 – 8,6%), однако достоверных различий получено не было (р = 0,48). При анализе 

Т-кон на сроке +90 день алло-ТГСК доля клеток с хозяйским генотипом у 

пациентов с оРТПХ составляла 3% (0 – 12%), без клиники оРТПХ – 1% (0 – 6,25%), 

р = 0,7. 

Полученные результаты не показали влияния химеризма в клетках костного 

мозга и субпопуляциях Т-хелперов на развитие оРТПХ в первые 3 месяца после 

алло-ТГСК, что вероятно связано с применением иммуносупрессивной терапии на 

этих сроках после алло-ТГСК.  

 

3.11 Влияние смешанного химеризма в костном мозге, CD4+CD25+ клетках 

CD4+ СD25- клетках на развитие острой реакции «трансплантат против 

хозяина», ассоциированной с отменой иммуносупрессивной терапии 

 

Нами было отмечено, что в группе пациентов со смешанным химеризмом 

среди популяции Т-рег преобладает поздняя оРТПХ (после +90 дня), 

ассоциированная с началом отмены иммуносупрессии, которая обычно начинается 

в эти сроки (по сути, индуцированная отменой иммуносупрессии оРТПХ). Мы 

провели анализ химеризма в зависимости от этого фактора (Рисунок 14). 
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Рисунок 14 – Химеризм в пунктате костного мозга и среди Т-кон, Т-рег 

периферической крови в зависимости от развития оРТПХ, ассоциированной с 

отменой ИСТ.  А – химеризм на сроке +30 день алло-ТГСК. Б – химеризм на сроке 

+60 день алло-ТГСК. В – химеризм на сроке +90 день алло-ТГСК. 

 

На +30 день доля клеток с хозяйским генотипом в костном мозге у пациентов, 

у которых не развилась клиника оРТПХ после +90 дня составляла 0% (0 – 5,0%), у 

пациентов с индуцированной оРТПХ доля клеток с хозяйским генотипом – 2,5% (0 

– 2,5%), что не является статистически достоверным различием (р = 0,68). 

При оценке химеризма в Т-рег мы наблюдали высокую долю клеток, 

принадлежавших реципиенту, в обеих группах. У пациентов без оРТПХ процент 
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клеток с хозяйским генотипом составил 4,75% (0 – 36%), в группе пациентов с 

индуцированной оРТПХ – 15,5% (7 – 25%), что не является статистически 

достоверным различием (р = 0,23). 

Исследуя химеризм в Т-кон, достоверных различий между группами также 

не выявлено (р = 0,2). У пациентов, не развивших оРТПХ, примесь ДНК 

реципиента составила 3,5% (0 – 25%), в группе больных с индуцированной оРТПХ 

доля клеток с хозяйским генотипом составляла 11,5% (8 – 22%). 

При исследовании химеризма в пунктате костного мозга на +60 день алло-

ТГСК примесь клеток с хозяйским генотипом у пациентов без оРТПХ была 0% (0 

– 2,5%), а в группе с индуцированной оРТПХ медиана смешанного кроветворения 

составляла 2,5% (2,5 – 7,5%), что является достоверным различием при сравнении 

этих групп больных (р = 0,023). 

Значимые результаты были получены при сравнении влияния смешанного 

химеризма среди Т-рег на +60 день алло-ТГСК на развитие индуцированной 

оРТПХ. Доля клеток с хозяйским генотипом в группе пациентов без оРТПХ 

составляла 1% (0 – 22,5%), у пациентов с индуцированной оРТПХ – 46% (25 – 58%), 

р = 0,017. 

В этот же срок среди Т-кон медиана хозяйского кроветворения у пациентов 

без оРТПХ составляла 3% (0 – 12%), в группе больных с индуцированной оРТПХ 

– 26,5% (12,5 – 41%). Были получены достоверные различия при сравнении 

влияния смешанного химеризма на развитие оРТПХ (p = 0,014). 

Химеризм в костном мозге на +90 день алло-ТГСК у больных без клиники 

оРТПХ составил 0% (0 – 2,5%), с индуцированной оРТПХ – 2,5% (0 – 3%), что 

оказалось статистически не значимо (р=0,27).  

Статистически значимые различия получены нами при исследовании пула Т-

лимфоцитов (Т-регуляторные клетки, Т-конвенциональные клетки). При 

исследовании химеризма в Т-рег на сроке +90 день алло-ТГСК доля клеток 

хозяйского генотипа у пациентов без острой РТПХ составляет 0% (0 –7,8%), группе 

больных с индуцированной оРТПХ – 30% (20 – 31%), р = 0,0037. Процент клеток 
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хозяйского генотипа среди Т-кон у пациентов без клиники оРТПХ составил 0% (0 

– 6%), с индуцированной оРТПХ – 12% (6 – 28%), р = 0,017. 

Химеризм в костном мозге не влияет на возникновение РТПХ, как показали 

результаты нашей исследовательской работы, однако при детальном рассмотрении 

популяций Т-лимфоцитов мы наблюдали смешанный химеризм в Т-рег, что, по 

сути, указывает на функциональную неспособность к иммуносупрессии 

CD4+CD25+ клеток хозяина, на фоне этого даже плановая отмена ИСТ (в группе со 

смешанным химеризмом в Т-рег клетках в отличие от группы с полным 

химеризмом в Т-рег) приводит к развитию оРТПХ. 

Учитывая полученные данные, а также известную связь Т-рег с развитием 

РТПХ, в данной работе мы также рассмотрели оРТПХ в связи со временем ее 

развития. 

При исследовании химеризма в костном мозге на сроке +90 день алло-ТГСК 

группе пациентов без оРТПХ, с клиникой оРТПХ, развившейся до +90 дня после 

алло-ТГСК, а также с оРТПХ на фоне отмены ИСТ достоверных различий мы не 

наблюдали (р = 0,75, р = 0,36, р = 0,56). Процент клеток с хозяйским генотипом у 

пациентов без оРТПХ – 2,25% (0 – 5%), с индуцированной оРТПХ после +3 месяцев 

алло-ТГСК – 2,5% (0 – 2,5%), с клиникой оРТПХ до +90 дней алло-ТГСК – 0% (0 – 

0%) (Рисунок 15 А, Б). 
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Рисунок 15 – Химеризм в пунктате костного мозга и среди Т-кон, Т-рег 

периферической крови в зависимости от развития индуцированной оРТПХ, 

ассоциированной с отменой иммуносупрессивной терапии/трансфузии 

лимфоцитов донора. А – химеризм на сроке +90 день алло-ТГСК в костном мозге, 

Т-рег. Б – химеризм на сроке +90 день алло-ТГСК в костном мозге, Т-кон. 
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В этот же срок при исследовании химеризма в Т-рег мы получили значимые 

различия в результатах за счет химеризма на +90 день у пациентов с 

индуцированной оРТПХ после +90 дней. Достоверные различия в группе 

пациентов без оРТПХ в сравнении с пациентами, у которых клиника оРТПХ 

развилась в результате отмены ИСТ (р = 0,0096), а также при сравнении пациентов 

с клиникой острой РТПХ до +90 дней алло-ТГСК в сравнении с индуцированной 

оРТПХ (р = 0,0097). Химеризм на +90 день в популяции Т-рег составил для этих 

групп: 4% (0 – 8,6%), 30% (20 – 31%), 0% (0 – 0%) для группы без оРТПХ, с острой 

РТПХ после +90 дней и острой РТПХ до +90 дней соответственно. 

Похожие результаты были получены нами в случае детекции кроветворения 

реципиента в Т-кон. Достоверные различия получены в группе пациентов без 

оРТПХ в сравнении с пациентами, у которых клиника оРТПХ развилась в 

результате отмены ИСТ (р = 0,04), а также при сравнении пациентов с клиникой 

оРТПХ до +90 дней алло-ТГСК в сравнении с индуцированной оРТПХ (р = 0,017). 

Химеризм на +90 день среди Т-кон составил для этих групп: 1% (0 – 6,25%), 12% 

(6 – 28%) и 0% (0 – 0%) для группы без оРТПХ, с оРТПХ после +90 дней и оРТПХ 

до +90 дней соответственно. 

Учитывая выраженную связь наличия смешанного кроветворения в 

популяции Т-рег на +90 день после алло-ТГСК и развития РТПХ на фоне отмены 

ИСТ, мы попытались оценить возможность применения данного параметра как 

маркера-предиктора развития оРТПХ на фоне отмены ИСТ. C помощью ROC-

анализа, мы определили пороговое значение химеризма в Т-рег на +90 день после 

алло-ТГСК – 17,5% (AUC = 0,904, чувствительность 91,7%, специфичность 80%). 
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Мы разделили пациентов по этому признаку и провели оценку вероятности 

развития оРТПХ с учетом конкурирующих рисков (Рисунок 16). 

 

 

Рисунок 16 – Вероятность развития оРТПХ II – IV степени в зависимости от 

химеризма в популяции СD4+CD25+ клеток периферической крови. 

 

У пациентов, у которых процент клеток на +90 день среди Т-рег был более 

17,5% вероятность развития оРТПХ с учетом конкурирующих рисков составила 

66,7%. В том случае, если доля клеток с хозяйским генотипом было меньше 

определенного значения, вероятность оРТПХ была значимо меньше и составила 

5,6% (Тест Грея, p = 0,001). Такая же зависимость сохраняется и для +60 дня, 

однако максимальную прогностическую значимость удалось получить именно для 

+90 дня.  

Полученные результаты, по всей видимости, объясняются тем, что Т-рег с 

хозяйским генотипом не способны осуществлять полноценно свою функцию по 
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регуляции иммунного ответа, что, по сути, приводит к тому, что пул Т-рег остается 

«редуцированным», а начинающаяся после +90 дней отмена иммуносупрессивной 

терапии на фоне снижения числа адекватно функционирующих Т-рег ведет к 

развитию оРТПХ.  

 

3.12 Динамика химеризма в отдельных популяциях в зависимости от вида 

профилактики и сроков развития острой реакции «трансплантат против 

хозяина» 

 

Учитывая данные, изложенные ранее, нами был проведен анализ 

динамических изменений в химеризме различных популяций в зависимости от 

режима профилактики оРТПХ и сроков развития данного осложнения. Была 

произведена оценка динамики изменений химеризма в отдельных популяциях Т-

клеток и в клетках костного мозга. Нами было показано, что различия между 

повторными измерениями для группы ПТ-ЦФ, АТГ и других режимов ИСТ 

являются для всех режимов и популяций не значимыми (p > 0,05) (Рисунок 17)  

 

 

Рисунок 17 – Динамика изменения химеризма в зависимости от режимов 

профилактики РТПХ. А – химеризм в костном мозге. Б – химеризм в Т-
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конвенциональных клетках периферической крови. В – химеризм в Т-

регуляторных клетках периферической крови. 

Было показано, что различия между повторными измерениями для группы 

без оРТПХ, оРТПХ до +90 дней и группы оРТПХ после +90 дней являются не 

значимыми (p > 0,05) (Рисунок 18). 

 

 

Рисунок 18 – Динамика изменения химеризма в популяциях клеток костного 

мозга и отдельных популяций Т-клеток хелперов в зависимости от времени 

возникновения РТПХ. А – химеризм в костном мозге. Б – химеризм в Т-

конвенциональных клетках периферической крови. В – химеризм в Т-

регуляторных клетках периферической крови. 
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3.13 Оценка влияния клинического использования лошадиного  

антитимоцитарного глобулина на вероятность развития острой реакции 

«трансплантат против хозяина» в сравнении с методами профилактики, 

основанными на посттрансплантационном циклофосфамиде 

 

С целью проверки гипотезы о том, что провоцируемый использованием лАТГ 

смешанный химеризм в популяции Т-рег приводит на поздних сроках к развитию 

оРТПХ, мы провели ретроспективную оценку вероятности развития оРТПХ с 

учетом конкурирующих рисков в группе пациентов с острыми лейкозами, которым 

первая аллогенная трансплантация была выполнена в период с 2014 по 2020 гг. 

Всего было включено 260 пациентов. Детально клинические характеристики 

приведены в таблице 8. 

 

Таблица 8 – Клиническая характеристика пациентов, включенных в 

последующий анализ 

Параметр лАТГ, n = 128 ПТ-ЦФ +/- лАТГ,  

n = 132 

p-значение 

Пол   0,3 

жен 71 (55%) 64 (48%)  

муж 57 (45%) 68 (52%)  

Возраст 36 (30, 47) 37 (31, 45) 0,7 

Диагноз   0,10 

ОЛЛ 39 (30%) 53 (40%)  

ОМЛ 89 (70%) 79 (60%)  

Вид кондиционирования   0,014 

MAC 24 (19%)  11 (8%)  

RIC 104 (81%)  121 (92%)  

Трансплантат   < 0,001 
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Продолжение таблицы 8 

Параметр лАТГ, n = 128 ПТ-ЦФ +/- лАТГ,  

n = 132 

p-значение 

КМ 80 (62%)  29 (22%)  

СКК 48 (38%)  103 (78%)  

Вид ТКМ   < 0,001 

аллогенная неродственная 

несовместимая 

2 (2%)  57 (43%)  

аллогенная 

неродственная 

совместимая 

72 (56%) 21 (16%)  

аллогенная родственная 

несовместимая 

(гаплоидентичная) 

0 (0%) 42 (32%)  

аллогенная родственная 

совместимая 

54 (42%) 12 (9%)  

оРТПХ   0,006 

Да 48 (38%) 29 (22%)  

Нет 80 (62%) 103 (78%)  

Рецидив   0,005 

Да 39 (30%) 21 (16%)  

Нет 89 (70%) 111 (84%)  

Смерть   0,048 

Да 59 (46%) 45 (34%)  

Нет 69 (54%) 87 (66%)  
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На рисунке 19 дана оценка развития оРТПХ всех степеней. Показано, что 

вероятность развития оРТПХ с учетом конкурирующих рисков в группе с лАТГ 

составила 37,1%, в группе ПТ-ЦФ – 25,8% (p = 0,15). 

 

 

Рисунок 19 – Вероятность развития оРТПХ у пациентов в зависимости от 

режима профилактики РТПХ. 

 

 

Далее нами была проанализирована вероятность развития клинически 

значимых степеней оРТПХ II – IV степени. На рисунке 20 показана вероятность 

развития оРТПХ II – IV степени с учетом конкурирующих рисков в группе с лАТГ 

составила 30,8%, в группе ПТ-ЦФ – 10,6% (p = 0,0003). 
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Рисунок 20 – Вероятность развития оРТПХ II – IV степени у пациентов в 

зависимости режима профилактики РТПХ 

 

Для сверхтяжелых форм вероятность развития оРТПХ III-IV степени с 

учетом конкурирующих рисков в группе с лАТГ составила 21,3% в группе – ПТ-

ЦФ 5,3% (p = 0,0006). На рисунке 21 отражена вероятность развития оРТПХ III-IV 

степени у пациентов, в зависимости от режима профилактики РТПХ. 

 

 

 Рисунок 21 – Вероятность развития острой РТПХ III – IV степени у 

пациентов в зависимости от режима профилактики РТПХ. 
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При применении в режимах кондиционирования ПТ-ЦФ в сочетании с лАТГ 

вероятность развития оРТПХ значимо ниже, чем при использовании лАТГ. Приняв 

во внимание полученные данные, мы проанализировали вероятность развития 

оРТПХ у пациентов, которым в качестве иммуносупрессивной профилактики 

вводился ПТ-ЦФ без лАТГ, с группой пациентов, получавшей лАТГ. В анализ 

включено 190 пациентов, детальная характеристика представлена в таблице 9. 

 

Таблица 9 – Клинческая характеристика пациентов, включенных в 

исследование 

 

Параметр     лАТГ, n = 128 ПТ-ЦФ, n = 62 p-

значение 

Пол   0,4 

жен 71 (55%) 30 (48%)  

муж 57 (45%) 32 (52%)  

Возраст 36 (30 – 47)         38 (32 – 46) 0,3 

Диагноз   0,11 

ОЛЛ 39 (30%) 26 (42%)  

ОМЛ 89 (70%) 36 (58%)  

Трансплантат   <0,001 

КМ 80 (62%) 1 (2%)  

КМ + СКК 1 (1%) 0 (0%)  

СКК 47 (37%) 61 (98%)  

Вид ТКМ   <0,001 

аллогенная 

неродственная 

несовместимая 

2 (2%) 9 (15%)  

аллогенная 

неродственная совместимая 

72 (56%) 14 (23%)  
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продолжение таблицы 9 
Параметр лАТГ, n = 128 ПТ-ЦФ, n = 62 p-

значение 

аллогенная 

родственная несовместимая 

(гаплоидентичная) 

0 (0%) 27 (44%)  

аллогенная 

родственная совместимая 

54 (42%) 12 (18%)  

 

Произведен анализ вероятности развития клинически значимых степеней 

оРТПХ II – IV степени. На рисунке 22 показана вероятность развития оРТПХ II – 

IV степени с учетом конкурирующих рисков. В группе пацентов с лАТГ 

вероятность развития оРТПХ составила 28,3%, в группе ПТ-ЦФ – 13,1% (р=0,06). 

 

 

Рисунок 22 – Вероятность развития оРТПХ III – IV степени в зависимости 

от режима профилактики РТПХ. 

 

Для сверхтяжелых форм вероятность развития оРТПХ III–IV степени с 

учетом конкурирующих рисков в группе с лАТГ составила 20,4% в группе – ПТ-

ЦФ 4,6% (p = 0,01). На рисунке 23 отражена вероятность развития оРТПХ III-IV 

степени в зависимости от режима профилактики РТПХ. 
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Рисунок 23 – Вероятность развития оРТПХ III – IV степени в зависимости от 

режима профилактики РТПХ. 

 

В нашей работе было показано, что при применении ПТ-ЦФ частота развития 

оРТПХ особенно III–IV степени значимо меньше, чем при применении лАТГ. 

Данные явления наблюдаются несмотря на то, что пациентам в группе лАТГ алло-

ТГСК была выполнена преимущественно от полностью совместимых доноров, что 

в теории должно было оказавать влияние на снижение вероятности развития 

оРТПХ, однако мы наблюдаем, что применение лАТГ существенно нивелирует 

этот эффект.  

Полученные данные подтвердили механизм развития оРТПХ в группе с АТГ, 

однако, для дополнительной проверки того, что при использовании лАТГ сроки 

наступления оРТПХ сдвинуты на более позднее время, мы провели анализ сроков 

возникновения оРТПХ. На рисунке 24 видно, что медиана развития оРТПХ для 

группы с АТГ составляет 84,5 дня (49 – 114), для группы с ПТ-ЦФ – 46 дней (37 – 

88,5) при этом различия были статистически значимыми (p = 0,0011). 
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Рисунок 24 – Время развития оРТПХ у пациентов с иммуносупрессивной 

терапией лАТГ и ПТ-ЦФ. 

 



99 
 

 
 
 

Глава 4. Обсуждение 

 

Т-клетки являются одними из главных игроков, которые принимают участие 

в регуляции иммунного ответа, и, соответственно, в развитии иммунологических 

осложнений. В нашей работе мы исследовали взаимосвязь химеризма в Т-

конвенциональных CD4+CD25–   и Т-регуляторных клетках CD4+CD25+ у больных 

с острыми лейкозами после алло-ТГСК и развитием иммунологических 

осложнений. 

Как известно, пациенты, которым трансплантация была выполнена в ПР1 

имеют лучшие показатели общей выживаемости и безрецидивной выживаемости, 

в отличие от пациентов, которым трансплантация была выполнена в ПР2 или вне 

ремиссии заболевания [50; 119; 157].   

Очень часто возможность выполнения трансплантации в ПР1 обусловлена, 

прежде всего, быстрой доступностью родственного HLA-идентичного донора, 

именно поэтому в нашем исследовании превалировали пациенты после данного 

вида трансплантации, у которых профилактика РТПХ базировалась на 

использовании лАТГ (n = 21). Пациентам во второй ремиссии, чаще выполнялась 

трансплантация от неродственных доноров.  В качестве профилактики РТПХ был 

использован ПТ-ЦФ (n = 14). 

Сравнивая химеризм у пациентов в первой и второй ремиссии заболевания, 

мы получили статистически значимые различия на сроке +30, +60 дни алло-ТГСК. 

На +30 день алло-ТГСК были получены значимые отличия при сравнении 

химеризма у пациентов в первой и второй ремиссии, в костном мозге, среди Т-

конвенциональных клеток, среди Т-регуляторных клеток. На +60 день алло-ТГСК 

среди Т-конвенциональных клеток были получены достоверные отличия при 

сравнении пациентов в первой и второй ремиссии. Так, у пациентов в первой 

ремиссии больше процент клеток с хозяйским генотипом среди Т-кон, чем у 

пациентов во второй ремиссии, что объясняется различием иммуносупрессивной 

терапии. Полученные результаты объясняются тем, что у пациентов, находящихся 
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в ПР1 в схему профилактики РТПХ был включен лАТГ, а по данным литературных 

источников при использовании лошадиного антитимоцитарного глобулина не 

происходит выраженной лимфоаблации [77]. 

При изучении влияния предтрансплантационного кондиционирования на 

химеризм в костном мозге, а также среди Т-конвенциональных, Т-регуляторных 

клеток нами не было получено достоверного статистического различия при 

использовании кондиционирования в режиме МАС в отличие от режима RIC. По 

данным литературы при сравнении кондиционирования в миелоаблативном 

режиме и режиме пониженной интенсивности имеются различия: при 

использовании RIC увеличивается вероятность возникновения острой и 

хронической РТПХ, а также рецидив заболевания [39; 159].  Однако, в нашей 

работе мы не обнаружили влияния предтрансплантационного 

кондиционирования на химеризм.  

Исследуя влияние химеризма на рецидив в костном мозге, а также среди Т-

конвенциональных, Т-регуляторных клеток мы не получили достоверного 

статистического различия, это связано с тем, что данная популяция Т-клеток не 

участвует напрямую в Т-клеточном ответе против опухоли. 

Анализируя химеризм в зависимости от донора, мы получили значимые 

различия в костном мозге и среди Т-конвенциональных клеток на сроке +30 день 

алло-ТГСК.  

Несмотря на недостаточную статистическую значимость данных, нами была 

отмечена тенденция к большему числу хозяйских Т-рег среди пациентов, которым 

трансплантация была выполнена от родственных и неродственных полностью 

совместимых доноров в сравнении с частично-совместимыми и гаплоидентичными 

трансплантациями. А учитывая, что фундаментальным различием этих видов 

трансплантаций является прежде всего использование лАТГ при трансплантации 

от родственного и неродственного полностью совместимого донора. Вероятно, это 

связано с тем, что при применении данного иммуносупрессанта происходит 

персистенция Т-клеток, принадлежавших реципиенту.   
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При исследовании химеризма в костном мозге, Т-конвенциональных, Т-

регуляторных клетках в зависимости от источника трансплантата нами были 

получены значимые результаты на сроке +30 день алло-ТГСК.  

Примесь клеток с хозяйским генотипом в ранние сроки после алло-ТГСК, в 

нашем случае – на +30 день алло-ТГСК, у пациентов с источником трансплантата 

в виде костного мозга свидетельствует о том, что при трансплантации костного 

мозга происходит более медленное восстановление, чем при трансфузии стволовых 

клеток. Именно поэтому в первые месяцы после трансплантации аллогенного 

костного мозга могут персистировать клетки, принадлежащие хозяйскому 

генотипу [87]. 

В нашей работе мы сравнили влияние режимов профилактики РТПХ и их 

влияние на химеризм в клетках костного мозга и среди Т-хелперов периферической 

крови. 

Антитимоцитарный глобулин используется в схемах профилактики РТПХ с 

1970-х годов [168]. Как известно, стандарт лечения взрослых пациентов с 

апластической анемией, не имеющих родственных доноров, включает комбинацию 

лАТГ и ЦСА. При использовании лАТГ в 60 – 70% случаев происходит 

восстановление показателей периферической крови, уменьшается зависимость от 

трансфузий компонентов крови [154]. При замене лошадиного АТГ на кроличий не 

происходит должного эффекта и только в 30 – 40% случаев происходит 

гематологическое восстановление [135], поэтому лАТГ является золотым 

стандартом в лечении апластической анемии. 

Механизм действия антитимоцитарного глобулина основан на 

иммуносупрессивном действии, обусловленном уничтожением лимфоцитов в 

циркулирующем пуле [22]. 

В нескольких исследованиях была продемонстрирована неэффективность 

лАТГ в качестве профилактики острой и хронической РТПХ [46; 81]. 

В 2017 г. опубликовано крупное исследование, в которое были включены 833 

пациента с тяжелой апластической анемией после алло-ТГСК. В работе было 

показано, что после родственной HLA-совместимой трансплантации чаще 
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развивается острая (17% против 6%, р < 0,001) и хроническая РТПХ (20% против 

9%, р < 0,01) у пациентов, получавших лАТГ по сравнению с пациентами, 

получавшими кАТГ. У пациентов после неродственной трансплантации частота 

оРТПХ была выше при ИСТ, проводимой лАТГ (42% против 23%, р < 0,001) [53]. 

При трансплантации солидных органов тоже проводили сравнение 

лошадиного и кроличьего АТГ. Так Hardinger и др. сравнивали бессобытийную 

выживаемость при применении лАТГ и кАТГ спустя год после трансплантации 

почки. Показатели были значимо лучше у пациентов, получавших кроличий АТГ в 

сравнении с лошадиным [68]. 

Есть работы, в которых показано, что именно кАТГ в отличие от лАТГ 

индуцирует дифференцировку в Т-регуляторные клетки [138], что, в свою очередь, 

играет большую роль в профилактике РТПХ.  

По данным литературы после внутривенного введения все виды АТГ 

вызывают деплецию Т-клеток в периферической крови [111]. Однако, в нашей 

работе мы видим большой процент клеток с хозяйским генотипом именно у 

пациентов, которым выполнялась профилактика оРТПХ лошадиным 

антитимоцитарным глобулином, что свидетельствует о недостаточной 

лимфодеплетирующей способности этого препарата и о потенциальном механизме 

показанной ранее его клинической неэффективности. 

У пациентов, у которых в схему профилактики РТПХ был включен ПТ-ЦФ 

мы наблюдали меньший процент клеток с хозяйским генотипом, как в костном 

мозге, так и среди Т-клеток. По данным многих исследований, в которых 

оценивалась эффективность посттрансплантационного циклофосфамида препарат 

снижает вероятность как острой, так и хронической РТПХ не только при 

гаплоидентичных трансплантациях, но и при HLA-совместимых родственных и 

неродственных алло-ТГСК  [103; 114], таким образом снижая потребность в других 

иммуносупрессивных препаратах. 

Действие циклофосфамида на Т-клетки заключается в 

деплеции непосредственно аллореактивных Т-клеток без значимого воздействия на 
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эффекторные клетки, что в будущем дает возможность для полноценной 

реконституции Т-клеточного пула [150]. 

Учитывая большой процент клеток с хозяйским генотипом в Т-клетках, мы 

проанализировали развитие поздней оРТПХ на фоне плановой отмены 

иммуносупрессии. 

У пациентов, у которых в последствии развилась оРТПХ на фоне отмены 

иммуносупрессивной терапии мы наблюдали больший процент клеток с хозяйским 

генотипом, как в костном мозге, так и среди Т-конвенциональных, Т-регуляторных 

клеток периферической крови (р = 0,023, р = 0,014, р = 0,017) на +60 день алло-

ТГСК. С течением времени на +90 день алло-ТГСК в костном мозге мы не отметили 

разницы в примеси клеток с хозяйским генотипом у пациентов с оРТПХ и без нее. 

В популяции Т-клеток периферической крови сохранялся большой процент клеток 

с хозяйским генотипом, как в Т-конвенциональных клетках, так и в Т-регуляторных 

(р = 0,017, р = 0,0037).  

По данным литературы смешанный химеризм как в костном мозге, так и в 

клеточных популяциях в большей степени является предиктором развития 

рецидива заболевания, чем оРТПХ. Однако есть работы, в которых показано, что 

смешанный химеризм среди Т-клеток приводит к развитию оРТПХ. В работе Antin 

и коллег [58] продемонстрировано, что пациенты, которые имеют более 90% 

донорских Т-клеток после алло-ТГСК развивают оРТПХ чаще, чем пациенты, 

имеющие менее 90% Т-клеток, принадлежащих донору, однако, как показывает 

наше исследование, химеризм не во всех популяциях имеет одинаковое значение. 

В другой работе [108] было показано, что Т-регуляторные клетки, имеющие 

смешанный химеризм, препятствуют функционированию наивных донорских Т-

клеток и, таким образом, подавляют иммунный ответ. 

Анализируя данные, полученные при ROC-анализе, мы определили 

пороговое значение химеризма в Т-регуляторных клетках на +90 день после алло-

ТГСК – 17,5%. Далее мы использовали этот параметр для оценки кумулятивной 

частоты развития оРТПХ. При детекции среди Т-рег более 17,5% клеток с 

хозяйским генотипом риск развития оРТПХ 66,7%. Это объясняется тем, что Т-рег 
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с хозяйским генотипом не выполняют регуляцию иммунного ответа и плановая 

отмена ИСТ, происходящая на этом сроке, приводит к развитию оРТПХ. Таким 

образом, химеризм в Т-рег на этом сроке может служить фактором прогноза 

оРТПХ. 
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Глава 5. Заключение 

 

Ежегодно в мире растет количество выполненных трансплантаций 

гемопоэтических стволовых клеток. Все трансплантационные центры 

сталкиваются с развитием иммунологических осложнений после алло-ТГСК. 

оРТПХ остается ведущим осложнением после алло-ТГСК и возникает у половины 

пациентов после трансплантации. Рецидив заболевания после алло-ТГСК, в свою 

очередь, возникает у 30–50% больных в зависимости от заболевания [25; 146; 192]. 

Главными клетками, поддерживающими баланс между РТПХ и РТПЛ, 

являются Т-клетки, а именно Т-регуляторные клетки. 

Наша работа была посвящена изучению химеризма среди субпопуляций Т-

хелперов у больных гемобластозами после трансплантации аллогенных стволовых 

кроветворных клеток. 

Мы провели анализ взаимосвязи химеризма в костном мозге и среди Т-клеток 

хелперов периферической крови, как ведущих клеток в поддержании 

иммунологического баланса. При исследовании пунктата костного мозга и 

субпопуляций Т-клеток на сроках +30, +60, +90 дни алло-ТГСК имеется разница 

между химеризмом в клетках костного мозга и Т-хелперах. 

По результатам нашей работы мы можем сделать заключение, что основное 

влияние на химеризм у пациентов с острыми лейкозами в отдельных популяциях 

Т-хелперов после алло-ТГСК оказывает режим профилактики РТПХ. 

В целом, проведенное исследование показало, что не только количественные 

параметры тех или иных популяций Т-клеток вносят существенный вклад в 

развитие посттрансплантационных осложнений. А именно структурный состав и 

генетическая принадлежность Т-клеток влияет на развитие последующих 

аллоиммунных осложнений.  Понимание не только роли отдельных субпопуляций, 

но и их генетической принадлежности дает возможности для патогенетического 

обоснования того или иного подхода в профилактике РТПХ и дальнейшей 

своевременной модификации иммуносупрессивной терапии, а также проведения 
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обоснованной превентивной терапии, включая современные клеточные 

технологии. 
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Глава 6. Выводы 

1. Химеризм у пациентов с острыми лейкозами в отдельных популяциях Т-клеток 

(CD4+CD25-, CD4+CD25+) после алло-ТГСК ассоциирован с режимом 

профилактики РТПХ. При применении в режимах ИСТ ПТ-ЦФ+лАТГ процент 

клеток с хозяйским генотипом значимо ниже в сравнении с режимами, в 

которых применялся только лАТГ на сроке +30 дней, +60 дней после алло-

ТГСК (р < 0,05).  

2. Химеризм среди отдельных популяций Т-клеток (CD4+CD25-, CD4+CD25+) 

отличается от химеризма в костном мозге в различные сроки после 

трансплантации. Примесь хозяйского кроветворения среди клеток костного 

мозга значимо ниже, чем среди Т-клеток периферической крови (CD4+CD25-, 

CD4+CD25+) на +30 день после алло-ТГСК (р<0,05), на +60 день после алло-

ТГСК (р<0,05), на +90 день алло-ТГСК (р<0,05). 

3. Вариант острого лейкоза, статус до трансплантации и интенсивность 

кондиционирования не оказывают значимого влияния на химеризм в 

отдельных популяциях Т-хелперов (CD4+CD25-, CD4+CD25+). Химеризм в 

отдельных популяциях Т-хелперов периферической крови не ассоциирован с 

развитием рецидива заболевания. 

4. Химеризм в популяции CD4+CD25+ клеток периферической крови служит 

маркером-предиктором поздней оРТПХ. Вероятность развития поздней 

оРТПХ значимо выше у пациентов, у которых хозяйский химеризм среди Т-

рег более 17,5% на сроке +90 день после алло-ТГСК и составляет 66,7% против 

5,6% (p = 0,001).   

5. Для оценки влияния клеточных популяций после трансплантации необходимо 

исследование качественных (химеризм) и количественных (абсолютные 

значения) значений этих популяций. 
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Практические рекомендации 

1. Исключить применение лАТГ у больных с острыми лейкозами в режиме 

профилактики РТПХ, так как данный препарат потенциально увеличивает риск 

развития оРТПХ на сроках после +90 дня.   

2. Химеризм в популяции CD4+CD25+ клеток периферической крови может 

быть использован для прогнозирования развития поздней оРТПХ у реципиентов 

аллогенных гемопоэтических стволовых клеток. 
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Список сокращений  

Алло-ТГСК – трансплантация аллогенных гемопоэтических стволовых клеток 

АТГ – антитимоцитарный глобулин  

ГСК – гемопоэтические стволовые клетки 

ИСТ – иммуносупрессивная терапия  

кАТГ – кроличий антитимоцитарный глобулин 

КМ – костный мозг 

лАТГ – лошадиный антитимоцитарный глобулин 

МДС – миелодиспластический синдром 

ММФ – микофенолата мофетил 

МТХ – метотрексат 

ОЛЛ – острый лимфобластный лейкоз  

ОМЛ – острый миелобластный лейкоз 

оРТПХ – острая реакция «трансплантат против хозяина» 

ПР – полная ремиссия 

ПТ-ЦФ – посттрансплантационный циклофосфамид 

ПЦР, PCR – полимеразная цепная реакция 

РТПХ – реакция «трансплантат против хозяина» 

РТПЛ – реакция «трансплантат против лейкоза» 

СКК – стволовые клетки крови 

Т-кон – Т-конвенциональные клетки 

Т-рег – Т-регуляторные клетки 

ТКР, TCR  – т-клеточный рецептор 

хрРТПХ – хроническая реакция «трансплантат против хозяина» 

ЦСА – циклоспорин 

СD – кластер дифференцировки 

CTLA-4 – антиген цитотоксических Т-лимфоцитов 

FISH – флуоресцентная гибридизация in situ 

FoxP3 –– белок семейства FoxP3 
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GITR –– глюкокортикоид индуцированный рецептор семейства фактора некроза 

опухоли 

HLA – человеческие лейкоцитарные антигены 

Ig – иммуноглобулин 

IL – интерлейкин 

LAG3 – мембранный белок суперсемейства иммуноглобулина   

MAC – myeloablative conditioning (миелоаблативный режим кондиционирования) 

MHC – главный комплекс гистосовместимости 

mTOR – серин/треонинкиназа 

NK – естественные (натуральные) киллеры 

OX40 (TNFRSF4) – мембранный белок, рецептор из семейства рецепторов фактора 

опухоли лиганда ОХ40L 

PI3K – фосфатидилинозитол-3-киназа 

qPCR– полимеразная цепная реакция в реальном времени 

RIC – reduced intensity conditioning (режим кондиционирования пониженной 

интенсивности) 

RFLP – полиморфизм длин рестрикционных фрагментов 

STR – короткие тандемные повторы 

TGFβ – трансформирующий фактор роста β 

Th – Т-хелперы 

TNF – фактор некроза опухоли  

iTрег – индуцибельные  Т-регуляторные клетки 

nTрег – естественные Т-регуляторные клетки 

рTрег – периферические Т-регуляторные клетки 

rTрег – резидентные Т-регуляторные клетки 

VNTR – тандемные повторы с переменным числом   
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