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Введение. Биолюминесцентное мечение опухолевых клеток становится стандартом при проведении доклинических 
исследований новых противораковых препаратов. Несмотря на разнообразие люцифераз, многие из них не подхо-
дят для прижизненной визуализации.
Цель: сравнить различные субстраты NanoLuc in vitro, а также показать возможность использования пары NLuc/h-це-
лентеразин для прижизненной визуализации диссеминированных опухолевых клеток с  помощью системы  IVIS 
Spectrum.
Материалы и методы. Получение целевой клеточной линии и Т-клеток, экспрессирующих химерные антигенные 
рецепторы (Chimeric antigen receptor, CAR), осуществляли методом лентивирусной трансдукции клеток, измерение 
люминесценции производили планшетным люминометром «Luminoskan™ Microplate Luminometer», для  in vivo визу-
ализации в экспериментальной модели CAR T-клеточной терапии на мышах линии NSG использовалась система 
прижизненной визуализации IVIS Spectrum.
Результаты. Проведено сравнение различных субстратов в  тестах  in vitro по сопоставлению яркости и стабиль-
ности люминесценции, а  также показана возможность использования h-целентеразина в  паре с  люциферазой 
Nluc для прижизненной визуализации клеток в мышах. Получена генетически модифицированная клеточная линия 
Nalm6-NLuc-copGFP.
Заключение. Полученные результаты сравнения различных субстратов для люциферазы Nluc в  тестах  in  vitro 
и in vivo позволили определить оптимальную пару фермент/субстрат, которая может быть востребована в качестве 
инструмента для исследований эффективности, безопасности и  токсичности соединений и  клеточных продуктов, 
разрабатываемых для противоопухолевой терапии. Плазмидная конструкция, кодирующая Nluc, может быть ис-
пользована для модификации других клеточных линий, необходимых для разработки и характеризации новых ген-
но-терапевтических подходов.

Ключевые слова: CAR T-клеточная терапия, биолюминесценция, доклинические исследования, фуримазин, h-целентеразин, нативный целентера-
зин, люцифераза NanoLuc 
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Введение
Проведение доклинических исследований активности 
противоопухолевой терапии связано с необходимостью 
неинвазивно оценивать изменения опухолевой нагрузки 
у одного и того же животного в разное время. В контек-
сте разработки клеточной иммунотерапии также жела-
тельно иметь надежные инструменты детекции вводи-
мых терапевтических клеточных продуктов, а значит, 

иметь возможность одновременной визуализации и опу-
холевых, и вводимых эффекторных клеток, поскольку 
одной лишь информации о динамике опухолевой на-
грузки недостаточно для корректной и всесторонней ин-
терпретации ответа на проводимую терапию [1–3].
Введение в клиническую практику терапии, основан-
ной на адоптивном переносе Т-клеток, экспрессирующих 
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Introduction. Bioluminescent labeling of tumor cells is becoming the standard in preclinical studies of novel anti-cancer 
drugs. Despite the variety of luciferases, many are not suitable for in vivo imaging.
Aim: to compare different Nanolux substrates in vitro and demonstrate the feasibility of using the NLuc/h-coelenterazine pair 
for in vivo imaging of disseminated tumor cells using the IVIS Spectrum system.
Materials and methods. The target cell line and T-cells expressing chimeric antigen receptors (CAR) were obtained via 
lentiviral cell transduction. Luminescence was measured with a Luminoskan™ Microplate Luminometer, while in vivo imaging 
in an NSG mouse model of CAR T-cell therapy was performed using the IVIS Spectrum system.
Results. Various substrates were compared in vitro for luminescence brightness and stability.
Additionally, the use of h-coelenterazine in combination with Nluc luciferase was demonstrated for in vivo cell imaging in 
mice. A genetically modifi ed Nalm6-NLuc-CopGFP cell line was successfully obtained.
Conclusion. The comparison of various Nluc substrates in vitro and in vivo identifi ed an optimal
enzyme/substrate pair, which can serve as a valuable tool for assessing effi cacy, safety and toxicity of compounds and cel-
lular products being developed for antitumor therapy. The plasmid encoding Nluc can also be used to modify other cell lines 
necessary for the development and characterization of new gene therapy approaches.
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химерные антигенные рецепторы (Chimeric antigen 
receptor, CAR), для лечения больных различными забо-
леваниями В-клеточной природы, совершило револю-
цию в иммуноонкологии [4, 5]. Значительные надежды 
возлагают на адаптацию этого подхода для терапии со-
лидных опухолей и аутоиммунных заболеваний [6–8]. 
Соответственно корректное проведение доклиниче-
ских исследований активности и безопасности CAR-
клеточных продуктов является ключевым условием 
успеха этой развивающейся области молекулярной 
и клеточной медицины и призвано обеспечить мини-
мизацию рисков для здоровья участвующих в таких 
испытаниях больных.
Самый простой вариант оценки in vivo активности 

CAR Т-клеточной терапии основан на предваритель-
ной генетической модификации клеток приживля-
емых опухолей для того, чтобы они были способны 
к флуоресценции либо люминесценции. На практике, 
однако, прижизненная детекция флуоресцентных бел-
ков в организме лабораторных животных достаточно 
затруднительна [9] и стандартом для проведения та-
ких исследований является детекция биолюминес-
ценции. В таком случае опухолевые клетки генети-
чески модифицируют для стабильной экспрессии той 
или иной люциферазы, прививают мышам, после чего 
производят регулярное измерение интенсивности лю-
минесценции, которая начинается сразу после введе-
ния соответствующего субстрата.
В арсенале исследователей есть целый ряд реком-
бинантных вариантов люцифераз, которые в основ-
ном были получены из морских обитателей [10, 11]. 
Субстратами для таких ферментов являются целенте-
разин [12], варгулин [11] или их аналоги. Целентеразин 
часто используется для люцифераз Rluc (Renilla 
reniformis) и Gluc (Gaussia princeps) [13], при его окисле-
нии излучается свет с максимумом эмиссии в синей об-
ласти (450–485 нм) видимого спектра. Для люциферазы 
Fluc (Photinus pyralis), широко использующейся в иссле-
дованиях, требующих детекции био люминесценции, 
субстратом является D-люциферин, а максимум эмис-
сии приходится на 565 нм видимого спектра [14, 15]. 
Распространенными рекомбинантными люцифераза-
ми для различных приложений также являются Mluc 
[16], полученная из Metridia longa, Cluc [17], полученная 
из Cypridina noctiluca, а также Vluc [18] и dDL [19]. Однако 
интенсивность люминесценции таких репортеров часто 
бывает недостаточной, особенно при необходимости де-
текции небольшого количества привитых клеток.
В 2012 г. была разработана уникальная фермент-
субстратная пара (NanoLuc (=NLuc)/фуримазин) 
на основе мутированного варианта каталитической 
субъединицы люциферазы, исходно обнаружен-
ной в глубоководной креветке Oplophorus gracilirostris 
[20]. Такая люцифераза обладает в 150 раз большей 
удельной активностью, чем широко используемые 

люциферазы Fluc или Rluc [21]. Кроме того, NLuc 
обладает превосходной химической устойчивостью 
и термо стабильностью, сохраняя активность при тем-
пературе до 55 °C или при нахождении в культураль-
ной среде при +37 °C в течение 15 часов. Удобно и то, 
что NLuc является АТФ-независимой и одной из самых 
маленьких люцифераз по размеру (19 кДа). Диапазон 
использования NLuc в современных биомедицинских 
и диагностических приложениях крайне широк, и та-
кая люцифераза является предпочтительным репорте-
ром в экспериментах, в которых необходимы высокая 
интенсивность яркости сигнала, стабильность и низ-
кая интенсивность фоновой люминесценции.
Несмотря на все преимущества NLuc, существу-
ют и данные об определенных сложностях в работе 
с экспрессирующими ее клетками из-за низкой рас-
творимости и биодоступности ее субстрата, фурима-
зина [22, 23]. Такие сложности возникают в том чи-
сле из-за невозможности увеличения дозы субстрата: 
максимальная доза для мелких животных составля-
ет 1,3 мкмоль в буфере на основе полиэтиленгликоля 
[24] и 0,016 мкмоль в фосфатно-солевом буфере [22], 
что ограничивает чувствительность метода.
Хотя модифицированные варианты фуримазина 
недавно были вполне успешно опробованы в срав-
нительных исследованиях и показана возможность 
повышения чувствительности с их использованием 
[23], коммерческие источники таких субстратов огра-
ничены. В данной работе в качестве альтернативного 
и коммерчески доступного варианта было предложено 
использовать h-целентеразин и сравнить два вариан-
та целентеразина — нативный целентеразин и h-це-
лентеразин — с фуримазином в тесте in vitro, а также 
исследовать возможность использования пары NLuc/
h-целентеразин для прижизненной визуализации дис-
семинированных опухолевых клеток с помощью сис-
темы IVIS Spectrum (Perkin-Elmer, США).
Целью настоящей работы было сравнение различных 
субстратов NanoLuc in vitro, а также исследование воз-
можностей использования пары NLuc/h-целентеразин 
для прижизненной визуализации диссеминированных 
опухолевых клеток с помощью системы IVIS Spectrum.

Материалы и методы
Получение В-клеточной линии 
Nalm6 с внутриклеточной экспрессией NLuc
В качестве вектора для клонирования был вы-
бран двухпромоторный вектор CD-511 серии pCDH 
(System Biosciences, США), структуры CMV–MCS-
EF1a-copGFP. Целевая конструкция pCDH-nluc была 
получена клонированием кодон-оптимизированной 
последовательности, кодирующей люциферазу NLuc 
(pNL1.1 [Nluc] (Promega, США)) по уникальным сай-
там рестрикции XbaI и BamHI (Thermo Fisher Scientifi c, 
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США). Псевдотипированные лентивирусные частицы 
были получены котрансфекцией клеток-паковщиков 
линии HEK293T смесью трех плазмид: pCDH-nluc 
и вспомогательных плазмид psPAX2 и pMD2.G с ис-
пользованием кальций-фосфатной трансфекции [25]. 
Супернатант, содержавший псевдовирусные частицы, 
собирали через 36 часов и осаждали их центрифуги-
рованием в течение 1,5 часов с ускорением 35 000 g. 
Осадок лентивирусных частиц ресуспендировали 
в среде, шоково замораживали и хранили в парах 
жидкого азота не более чем 3 месяца.
В-клеточную линию острого лимфобластного лей-
коза человека Nalm6 (ATCC, США), нативно экс-
прессирующую белок CD19 на своей поверхно-
сти, культивировали в среде IMDM (Thermo Fisher 
Scientifi c, США) с 10 % фетальной бычьей сывороткой 
(Capricorn, Германия) при 37 ОС в присутствии 5 % 
CO2. Трансдукцию клеток Nalm6 псевдотипирован-
ными лентивирусными частицами проводили методом 
спинокуляции в течение 40 минут при 32 °C с ускоре-
нием 600 g и с соотношением, при котором  на каждую 
клетку приходилось 2 лентивирусные частицы.
Несколько дней спустя, после появления флуорес-
центного сигнала copGFP в популяции трансдуци-
рованных клеток, проводили сортировку единичных 
copGFP-позитивных клеток на клеточном сортере 
«SH800» (Sony, Япония) в режиме Single cell (3 drops). 
После экспансии сортированных моноклонов в тече-
ние 2 недель проверяли отсутствие нетрансдуциро-
ванных (copGFP-негативных) клеток в полученных 
моноклональных сублиниях, используя проточный 
цитометр «BD CantoII» (Becton Dickinson, США).

Измерение интенсивности люминесценции 
клеток in vitro
Для определения интенсивности люминесценции 
клетки полученной таким способом линии Nalm6-Nluc-
copGFP два раза отмывали от культуральной сре-
ды стерильным фосфатно-солевым буфером (DPBS, 
«ПанЭко», Россия), центрифугируя 4 мин. при ком-
натной температуре с ускорением 400 g. Затем клетки 
подсчитывали при помощи автоматического счетчика 
клеток «LunaII» (LogosBio, Южная Корея) и вносили 
в лунки 96-луночного планшета (SPL, Южная Корея) 
в диапазоне от 10 до 7290 клеток/50 мкл с трехкрат-
ным увеличением количества клеток в соседних лун-
ках. Клетки лизировали добавлением равного объема 
буфера для лизиса (DPBS, Triton-X до 0,1 %) в тече-
ние 10 мин. с использованием орбитального шейкера 
при 700 об./мин. Для каждой точки измерения выпол-
няли в трех повторах. Субстраты разводили до фи-
нальной концентрации 30 мкМ в фосфатно-солевом 
буфере непосредственно перед началом измерения. 
Дозирование субстрата по 50 мкл/лунку производи-
ли автоматически. Таким образом, после смешивания 

с лизированными клетками финальная концентрация 
субстратов составляла 10 мкМ. Детекцию сигнала 
проводили немедленно после внесения субстрата в те-
чение 0,5 сек. 50 раз при помощи планшетного люмино-
метра Luminoskan™ Microplate Luminometer (Thermo 
Fisher Scientifi c, США).

Получение CAR T-клеток
Для получения CAR T-клеточных продуктов монону-
клеарные клетки выделяли из периферической крови 
здорового донора центрифугированием на градиенте 
фиколла («ПанЭко», Россия), после чего проводили их 
селекцию и активацию Т-клеток магнитными части-
цами CD3/CD28 Dynabeads (Thermo Fisher Scientifi c, 
США). Выделенные T-клетки культивировали в сре-
де TexMACS (Miltenyi Biotec, Германия) в присутст-
вии 50 единиц/мл интерлейкина-2 и 7 нг/мл интер-
лейкина-15 (Miltenyi Biotec, Германия). Трансдукцию 
псевдовирусными лентивирусными частицами, ко-
дирующими CAR второго поколения против белков 
CD19 и PSMA (см. ниже), проводили через 36 ча-
сов после выделения спинокуляцией в присутствии 
10 нг/мл протамин сульфата («Синтез», Россия) в тече-
ние 40 минут при 32 °C с ускорением 600 g. Оценку 
трансдукции проводили через двое суток при помо-
щи проточной цитофлуориметрии, окрашивая био-
тинилированным белком L («Биоспецифика», Россия) 
и APC-стрептавидином (Biolegend, США).

Проведение in vivo визуализации опухолевых 
клеток в экспериментальной модели 
CAR T-клеточной терапии на мышах
Для in vivo визуализации 6–8-недельным самцам 
мышей линии NSG (n = 14) в хвостовую вену вводи-
ли по 3×10 5 Nalm6-Nluc-copGFP клеток/животное. 
Детекцию приживления проводили начиная с 5-х су-
ток после введения, далее оценку опухолевой нагруз-
ки проводили каждые 7 суток. На 6-е сутки живот-
ных разделили на две группы и ввели по 1×10 6 CAR 
T-клеточных продуктов/животное, опытная группа по-
лучала CD19-специфические FMC63-CAR Т-клетки, 
идентичные продукту тисагенлеклейцел (Novartis, 
США) [26], контрольные — терапию J591-CAR (нере-
левантный CAR, специфичный к PSMA человека) [27]. 
Для визуализации опухолевых клеток интраперито-
неально вводили по 20 мкг h-целентеразина (Nanolight 
Technologies, США) в 100 мкл фосфатно-солевого бу-
фера, после чего через 5 мин. животных наркотизи-
ровали при помощи изофлурана. Измерение люми-
несценции проводили в течение 180 сек., используя 
систему прижизненной визуализации «IVIS Spectrum» 
(Perkin-Elmer, США). Полученные результаты съемки 
анализировали при помощи программного обеспече-
ния Living Image (Perkin-Elmer, США). При появлении 
у животных выраженных болевых синдромов, изме-
нения поведения или высокой опухолевой нагрузки 
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(по данным визуализации) животное выводили из экс-
перимента путем декапитации. После вывода животно-
го из эксперимента образцы костного мозга (бедренная 
кость) и крови анализировали при помощи проточной 
цитометрии для подтверждения наличия или отсут-
ствия опухолевых клеток в образцах. Работа с живот-
ными была одобрена локальным этическим комитетом 
ИМКБ СО РАН, решение N002 от 09.09.2024.
Статистический анализ. Статистический анализ про-
водили с использованием программного обеспечения 
«GraphPad Prism» version 6. Был использован метод 
множественного сравнения с использованием 2-way 
ANOVA, значимым отличием считалось P < 0,05.

Результаты
Получение клеток Nalm6-Nluc-copGFP
Для создания целевой клеточной линии использо-
вали плазмидную конструкцию pCDH-nluc, коди-
рующую люциферазу NLuc под контролем сильного 
промотора цитомегаловируса человека, и зеленый 
флуо ресцентный белок копеподы Pontellina plumata 
copGFP под контролем сильного конститутивного 
промотора гена EF1a человека (рис. 1 А). Трансдукция 
клеток линии Nalm6 с MOI 2 была проведена с исполь-
зованием pCDH-nluc и паковочных плазмид, обеспе-
чивающих псевдотипирование лентивирусных частиц 
белком G вируса везикулярного стоматита.
Затем из поликлональной популяции было получе-
но несколько моноклональных сублиний с использо-

ванием клеточного сортера «Sony SH800» и режима 
сортировки единичных клеток. Моноклональные 
линии были охарактеризованы при помощи проточ-
ной цитометрии с оценкой интенсивности экспрес-
сии copGFP, и выбрана одна — с гомогенно высокой 
интенсивностью флуоресценции (рис. 1 Б). Данный 
моноклон был использован для всех дальнейших экс-
периментов.

Функциональное исследование люминесценции 
клеток Nalm6-NLuc-copGFP in vitro
Для сравнения интенсивности люминесцентно-
го сигнала в зависимости от типа субстрата и коли-
чества клеток использовали различное количест-
во клеток (от 10 до 7290/лунку) при фиксированной 
концентрации субстрата — 10 мкМ. Полученные 
данные (рис. 2 А) свидетельствовали о достоверно 
более высокой интенсивности сигнала при использо-
вании h-целентеразина в сравнении с фуримазином. 
Наблюдалось двукратное превышение интенсивности 
люминесценции для h-целентеразина по сравнению 
с фуримазином. Интенсивность сигнала при добав-
лении нативного целентеразина в качестве субстрата 
была на порядок ниже, что вынудило исключить его 
тестирование в дальнейших экспериментах.
Помимо исследования интенсивности люминесцен-
ции в зависимости от количества клеток и определе-
ния порога чувствительности данного метода in vitro, 
оценили временную динамику угасания сигнала 
люминесценции с течением времени, зафиксиро-
вав концентрацию субстратов в 10 мкМ и плотность 
в 2430 клеток/лунку. По результатам данного теста 
(рис. 2 Б) установлено, что, в отличие от фуримази-
на, обладающего высокой стабильностью излучения, 
при использовании h-целентеразина происходит рез-
кое усиление, а потом плавное ослабление интенсив-
ности люминесценции. Однако яркость его излуче-
ния и последующая стабилизация сигнала, а также 
бóльшая растворимость и меньшая токсичность дела-
ют его перспективным кандидатом для использования 
в тестах in vivo.

Прижизненная визуализация 
ксенотрансплантированных клеток линии 
Nalm6-Nluc-copGFP при терапии мышей CAR 
T-клеточными продуктами
Для проверки способности визуализировать ксе-
нотрансплантированные клетки линии Nalm6-Nluc-
copGFP в динамике был проведен пилотный экспе-
римент, схема которого приведена на рисунке 3 А. 
После внутривенного введения 3×10 5 клеток линии 
Nalm6-Nluc-copGFP 14 самцам иммунодефицитной 
линии NSG на 5-й день проводили визуализацию 
и рандомизацию мышей на две группы. Одним мышам 
на следующий день вводили терапевтические CAR 
T-клетки, узнающие CD19 на поверхности опухолевых 

Рисунок 1. Получение и  характеризация целевой клеточной линии. A  — 
схематичное изображение структуры кассеты, кодирующей люциферазу NLuc 
и зеленый флуоресцентный белок copGFP; Б — полученная моноклональная линия 
Nalm6-Nluc-copGFP экспрессирует copGFP (анализ при помощи проточной 
цитофлуориметрии)
Figure 1. Development and characterization of the cell line. A — schematic representa-
tion of the structure of the cassette encoding NLuc luciferase and the green fl uorescent 
protein copGFP; Б — the resulting monoclonal line Nalm6-Nluc-copGFP expresses cop-
GFP (analyzed by fl ow cytometry)
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клеток (группа FMC63-CAR), другим — контрольные 
CAR T-клетки от того же донора, полученные тем же 
способом и идентично активированные/культиви-
рованные ex vivo, со специфичностью к белку PSMA, 
отсутствующему на поверхности опухолевых клеток. 
Далее визуализацию проводили еженедельно, на 12, 
19, 26, 33, 40 и 47-й дни (рис. 3 Б). Отмечалась даль-
нейшая прогрессия заболевания у контрольных мы-
шей, а у мышей, которым были введены FMC63-CAR 
T-клетки, наблюдали стабилизацию интенсивности 
сигнала, что свидетельствовало об установлении 
контроля над опухолью.
Суммарные данные по средней интенсивности лю-
минесценции для обеих групп приведены на рисунке 
4. Проведенный эксперимент позволил утвердитель-
но ответить на вопрос о том, обладают ли получен-
ные нами CAR T-клетки противоопухолевой актив-
ностью in vivo в ксенотрансплантированной модели, 
а также показал возможность прижизненной визуа-
лизации и отслеживания динамики опухолевых кле-
ток, экспрессирующих NLuc, при помощи доступного 
и нетоксичного субстрата, h-целентеразина.

Валидация данных in vivo визуализации 
при помощи проточной цитометрии
Экспрессия клетками Nalm6-Nluc-copGFP поми-
мо NLuc еще и флуоресцентного маркера copGFP 
позволяет независимо детектировать наличие опу-
холевых клеток и при необходимости проводить их 
фенотипирование методом проточной цитометрии. 
Репрезентативные данные анализа образцов для одно-
го животного из контрольной группы J591-CAR при-
ведены на рисунке 5. Полученные данные свиде-

тельствовали о том, что клетки Nalm6-NLuc-copGFP 
обнаруживались в костном мозге и периферической 
крови мышей в полном соответствии с данными in vivo 
визуализации.

Рисунок 2. Сравнение различных субстратов в тестах in vitro. А — сравнение интегральных интенсивностей люминесценции за 25 секунд при использовании различных 
субстратов (10 мкМ) в зависимости от числа клеток Nalm6-Nluc-copGFP. Статистический анализ трех повторностей был выполнен при помощи множественного сравнения 
с использованием 2-way ANOVA (GraphPad Prism, v6, p < 0,001); Б — средняя интенсивность биолюминесценции с течением времени для каждого из субстратов при 
концентрации 10 мкМ и числе 2430 клеток Nalm6-NLuc-copGFP/лунку
Figure 2. In vitro comparison of different substrates. A — comparison of integrated luminescence intensities over 25 seconds using different substrates (10 μM) depending on the num-
ber of Nalm6-Nluc-copGFP cells. Statistical analysis of three replicates was performed by multiple comparisons using 2-way ANOVA (GraphPad Prism, v6, p < 0.001); Б — average 
bioluminescence intensity over time for each substrate at a concentration of 10 μM and 2430 Nalm6-NLuc-copGFP cells/well

Рисунок 3. Прижизненная визуализация ксенотрансплантированных клеток 
линии Nalm6-Nluc-copGFP при терапии мышей CAR T-клеточными продуктами. 
А  — схематичное изображение эксперимента; Б  — in  vivo визуализация после 
интраперитонеального введения 0,491 мкмоль (20 мкг) h-целентеразина в 100 мкл 
фосфатно-солевого буфера в  контрольной группе мышей. Спектральные данные 
были получены в  течение 3  мин., через 5  минут после введения субстрата. 
Репрезентативные изображения приведены для 5  из  7  мышей в  каждой группе 
с 5-го по 26-й день
Figure 3. Live  imaging of  xenografted Nalm6-Nluc-copGFP cells during CAR T cell 
therapy  in mice. A — schematic representation of the experiment; Б — in vivo  imaging 
after  intraperitoneal administration of 0.491 μmol (20 μg) h-coelenterazine  in 100 μl 
phosphate-buffered saline to the control group of mice. Spectral data were acquired 
for 3 min, 5 min after substrate administration. Representative images are shown for 5 of 
7 mice in each group from days 5 to 26
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Обсуждение
Одной из причин, побудивших провести это иссле-
дование, являлось то, что, согласно литературным 
данным, специально разработанный для люциферазы 
NLuc субстрат — фуримазин может быть токсичным 
при многократных введениях мелким животным, кро-
ме того, он плохо растворим в воде, и оптимальным 
способом введения для него остается внутривенное 
введение [28]. При таком способе введения сигнал бы-
стрее разгорается и затухает, что также ограничива-
ет использование фуримазина при более длительных 
процессах визуализации [23]. Кроме того, известно, 
что для повторяющихся измерений следует отдавать 
предпочтение интраперитонеальным инъекциям, учи-
тывая бóльшую воспроизводимость метода и меньшую 
подверженность ошибкам.

Еще один возможный субстрат для NLuc — натив-
ный целентеразин — широко применялся в различных 
экспериментах in vivo, поскольку он более биологиче-
ски доступен при внутривенном введении [29], однако 
в водных растворах он недостаточно стабилен и быс-
тро деградирует. В отличие от нативной формы, раз-
личные C2-модифицированные варианты целентера-
зина обладают более высокой стабильностью в водных 
растворах [30], кроме того, для h-модификации была 
показана предпочтительность использования с белком 
BFP-aq [31]. Сообщений об использовании h-целенте-
разина в качестве субстрата для NLuc для целей при-
жизненной визуализации нет.
В данном исследовании провели сравнение in vitro 
трех альтернативных субстратов для люциферазы 
NLuc — нативного целентеразина, h-целентеразина 

Рисунок 4. Изменения относительной интенсивности люминесценции от времени после введения в каждой группе животных (n = 7). На 47-й день интенсивность флуоресцен-
ции отличается достоверно, статистический анализ был выполнен при помощи множественного сравнения с использованием 2-way ANOVA (GraphPad Prism, v6, P < 0,001)
Figure 4. Changes of relative luminescence intensity over time after administration, in each group of animals (n = 7). On day 47, the fl uorescence intensity differs signifi cantly, statistical 
analysis was performed using multiple comparisons with 2-way ANOVA (GraphPad Prism, v6, P < 0.001)

Рисунок 5. Анализ образцов костного мозга и крови животного из контрольной группы (J591-CAR) при помощи проточной цитометрии
Figure 5. Flow cytometry analysis of bone marrow and blood samples from a negative control animal (J591-CAR)
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и фуримазина. В экспериментах h-целентеразин пока-
зал достоверно более высокую интенсивность люминес-
ценции in vitro при эквимолярном количестве субстрата.
Помимо суммарной интенсивности сигнала важным 
параметром при детекции люминесценции являет-
ся его стабильность с течением времени. Фуримазин 
и его аналоги демонстрируют крайне стабильный сиг-
нал вплоть до 30 мин. после начала измерения [23]. 
Согласно полученным данным, в контексте использо-
вания in vitro в паре с NLuc h-целентеразин является 
менее предпочтительным субстратом, чем фуримазин, 
ввиду большей динамики развития сигнала в первые 
5–7 сек. после добавления. Тем не менее впоследствии 
сигнал от пары NLuc/h-целентеразин стабилизирует-
ся, что делает использование h-целентеразина привле-
кательным для in vivo имиджинга, где детекция начина-
ется значительно позже, как правило, спустя 3–5 мин. 
после введения.
Длина волны испускаемого NLuc свечения почти 
на 100 нм меньше, чем длина волны излучения ши-
роко используемой люциферазы Fluc. Потенциально 
это может приводить к более интенсивному погло-
щению люминесцентного сигнала от NLuc тканями, 
что теоретически может маскировать люминесцен-
цию из глубоколежащих органов. В настоящей ра-
боте не было замечено принципиального искажения 
паттернов люминесценции по сравнению с литератур-
ными данными для люциферазы Fluc [15]. Возможно 

также, что большее поглощение сигнала компенси-
руется в случае NLuc заметно более сильной интен-
сивностью излучения. Существующие исследования 
в этой области по сравнению возможности визуализа-
ции при помощи как NLuc, так и Fluc в одном экспери-
менте в контексте ксенотрансплантации клеток линии 
U87 с одновременной экспрессией этих двух фермен-
тов в бицистронной конструкции также показали 
более высокую интенсивность люминесценции Nluc. 
В этом же эксперименте была показана токсичность 
фуримазина для клеток и необходимость подбора аль-
тернативного субстрата для прижизненной визуализа-
ции [15].
В результате работы был получен не только прин-
ципиально новый результат, свидетельствующий 
о возможности использования h-целентеразина в паре 
с люциферазой Nluc для прижизненной визуализации 
клеток в мышах, но и генетически модифицированная 
клеточная линия Nalm6-NLuc-copGFP, которая может 
быть востребована в качестве инструмента для иссле-
дований эффективности, безопасности и токсичности 
соединений и клеточных продуктов, разрабатываемых 
для противоопухолевой терапии острого лимфобласт-
ного лейкоза. Полученная плазмидная конструкция 
также потенциально может быть использована для мо-
дификации любых других клеточных линий, необхо-
димых для разработки и корректной характеризации 
новых генно-терапевтических подходов.
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СРАВНЕНИЕ ФУНКЦИОНАЛЬНОГО И ИММУНОФЕНОТИПИЧЕСКОГО 
ПРОФИЛЯ АНТИ-CD19 МОДИФИЦИРОВАННЫХ Т-КЛЕТОК, 
ЭКСПРЕССИРУЮЩИХ ХИМЕРНЫЙ АНТИГЕННЫЙ РЕЦЕПТОР, 
ПОЛУЧЕННЫХ ОТ ЗДОРОВЫХ ДОНОРОВ И БОЛЬНЫХ 
B-КЛЕТОЧНЫМ ОСТРЫМ ЛИМФОБЛАСТНЫМ ЛЕЙКОЗОМ, 
ПРИ ДЛИТЕЛЬНОЙ РЕСТИМУЛЯЦИИ IN VITRO

Ненашева Т.А., Фефелова Е.И., Сердюк Я.В., Сальман Р., Иванова Н.О., Алешина О.А., Боголюбова А.В.*

ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр гематологии» 
Министерства здравоохранения Российской Федерации; 125167, г. Москва, Российская Федерация
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  Введение. Важной характеристикой терапии модифицированными Т-клетками, экспрессирующими химерный ан-
тигенный рецептор (chimeric antigen receptor, CAR), является продолжительность персистенции CAR T-клеток в орга-
низме больного. Длительная рестимуляция CAR T-клеточного продукта in vitro с последующим анализом его субпо-
пуляционного состава и цитотоксической активности является одним из способов моделирования поведения клеток 
в организме больных.
Цель: изучить иммунофенотип, показатели истощения и функциональные характеристики анти-CD19 CAR T-клеточ-
ных продуктов, полученных из клеток здоровых доноров и больных В-клеточным острым лимфобластным лейкозом 
(В-ОЛЛ), в условиях длительной рестимуляции in vitro.
 Материалы и методы. Анти-CD19 CAR T-клеточный продукт получили из клеток 5 здоровых доноров и 3 больных 
B-ОЛЛ. Проведено изучение иммунофенотипа полученных клеточных продуктов в условиях повторяющейся анти-
генной рестимуляции in vitro с использованием таргетной клеточной линии NALM6, несущей антиген CD19, в течение 
7–10 дней. В каждой точке эксперимента были оценены пролиферативная и цитотоксическая активность, экспрессия 
маркеров истощения и динамика изменения субпопуляционного состава CAR-Т-клеток памяти (иммунофенотип).
Р езультаты. Анти-CD19 CAR T-лимфоциты обладали выраженной цитотоксической активностью вне зависимости 
от источника лимфоцитов (здоровые доноры/больные). В процессе длительной антигенной рестимуляции всех кле-
точных продуктов наблюдалось уменьшение доли наивных (TN) и эффекторных (TE) CAR T-клеток и увеличение доли 
клеток центральной (ТСМ) и  эффекторной памяти (ТЕМ). CAR T-клетки демонстрировали повышение экспрессии 
маркеров истощения (PD1, TIM3) вне зависимости от происхождения клеток и соотношения эффектор : таргет.
З аключение. Анализ цитотоксической активности и иммунофенотипического состава CAR T-клеточных продуктов 
в условиях длительной рестимуляции выявил тенденцию к снижению цитотоксической активности и отличия в дина-
мике пролиферации и популяционного состава между клеточными продуктами, полученными от больных В-ОЛЛ 
и здоровых доноров.

Ключевые слова: анти-CD19 CAR T, CAR T-клеточная терапия, иммунофенотип, истощение, цитотоксичность
Конфликт интересов: авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.
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Введ ение
Терапия модифицированными Т-клетками, экспрес-
сирующими химерный антигенный рецептор (chimeric 
antigen receptor) — CAR Т терапия против CD19, яв-
ляется эффективным методом лечения B-клеточных 
злокачественных новообразований, в частности 
В-клеточного острого лимфобластного лейкоза 

(B-ОЛЛ). CAR T-клетки — это генетически модифи-
цированные Т-клетки, экспрессирующие химерный 
антигенный рецептор, который обеспечивает функцию 
распознавания антигена на поверхности клеток и их 
специфический лизис. Несмотря на высокую частоту 
полного ответа на CAR T терапию у больных В-ОЛЛ, 

COMPARISON OF THE FUNCTIONAL AND IMMUNOPHENOTYPICAL 
PROFILE OF ANTI-CD19 CAR T-CELLS DERIVED FROM HEALTHY 
DONORS AND PATIENTS WITH B-CELL ACUTE LYMPHOBLASTIC 
LEUKEMIA DURING PROLONGED RE-STIMULATION IN VITRO

Nenasheva T.A., Fefelova E.I., Serdyuk Y.V., Salman R., Ivanova N.O., Aleshina O.A., Bogolyubova A.V.*

National Medical Research Center for Hematology, 125167, Moscow, Russian Federation

Introduction. An important characteristic of therapy with modifi ed T-cells expressing the chimeric antigen receptor (CAR) is 
the duration of CAR T-cell persistence in the patient’s body. Prolonged re-stimulation of CAR T-cell product in vitro with further 
analysis of its subpopulation composition and cytotoxic activity is one of the approaches to model cell behavior in patients.
Aim: to study the immunophenotype, exhaustion and functional characteristics of anti-CD19 CAR T-cell products derived from 
healthy donors and patients with B-cell acute lymphoblastic leukemia (B-ALL) at prolonged re-stimulation conditions in vitro.
Materials and methods. Anti-CD19 CAR T-cell products were generated from 5 healthy donors and 3 patients with B-ALL. 
The immunophenotype of the obtained cell products was studied under conditions of repeated antigenic re-stimulation in vitro 
using the target cell line NALM6 carrying the CD19 antigen over 7-10 days. At each experimental timepoint, the following 
parameters were assessed: proliferative and cytotoxic activity, expression of exhaustion markers, and changes in the sub-
population composition of CAR T-memory cells (immunophenotype).
Results. Anti-CD19 CAR T-cells had signifi cant cytotoxic activity regardless of the lymphocyte source (healthy donors/pa-
tients). During prolonged antigenic re-stimulation of all products, a decrease in the proportion of naive (TN) and effector (TE) 
CAR T-cells, and an increase in the proportion of central (TCM) and effector memory (TEM) cells was observed. CAR T-cells 
showed increased expression of exhaustion markers (PD1, TIM3) irrespective of the origin of the cell and E:T ratio.
Conclusion. Analysis of cytotoxic activity and immunophenotypic composition of CAR T-cell products under conditions of 
prolonged re-stimulation revealed a trend toward decreased cytotoxicity, as well as differences in proliferation dynamics and 
population composition between cell products obtained from B-ALL patients and healthy donors.

Keywords: anti-CD19 CAR T, CAR T-cell therapy, immunophenotype, exhaustion, cytotoxicity
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у многих из них возникает ранний рецидив в течение 
первых трех лет после терапии [1, 2], поэтому в настоя-
щее время исследования направлены на изучение вли-
яния различных параметров CAR T-клеток на исход 
терапии и поиск возможных путей увеличения эффек-
тивности терапии в долгосрочной перспективе [3].
Показано, что долгосрочная ремиссия возможна 
при длительной персистенции CAR T-клеток в орга-
низме больного, поэтому субпопуляционный состав 
и функциональная активность CAR T-клеток могут 
быть важнейшими параметрами для предсказания 
эффективности терапии с использованием клеточ-
ных продуктов. С этой целью возможно проведение 
исследований таких параметров клеточных продук-
тов, как иммунофенотип, степень экспрессии марке-
ров истощения (таких, как PD1, TIM3, LAG3, FASL, 
CTLA4, TIGIT), величина продукции цитокинов, ци-
тотоксические функции в формате in vitro [4–7].
Целью данного исследования являлся сравни-
тельный анализ иммунофенотипа, степени истоще-
ния и цитотоксической активности анти-CD19 CAR 
T-клеточных продуктов, полученных из клеток здоро-
вых доноров и больных B-ОЛЛ, в условиях длитель-
ной антигенной рестимуляции in vitro.

Материалы и методы
Получение CAR T-клеток. Образцы мононуклеарных 
клеток периферической крови (МПК) были получены 
от 5 здоровых доноров и 3 больных B-ОЛЛ (табл. 1). 
Из МПК методом магнитной сепарации на колон-
ке с использованием магнитных бус CytoSinct™ 

CD3 Nanobeads (GenScript, США) были выделены 
CD3+ клетки, после чего их активировали с помощью 
CD3/CD28 наночастиц Enceed™ T Cell Activation 
(GenScript, США). Подсчет CD3+ клеток проводили 
на автоматическом клеточном счетчике «LUNA II™» 
(Logos Biosystems, Южная Корея) и трансдуцирова-
ли лентивирусными частицами (ФГБУ «НМИЦ ге-
матологии» Минздрава России), содержащими анти-
CD19 CAR конструкцию второго поколения. Далее 
клетки культивировали в среде ImmunoCult™-XF 
T Cell Expansion Medium (STEMCELL Technologies, 
Канада) в присутствии интерлейкина (ИЛ)-7 и ИЛ-15 
(Miltenyi Biotec, Германия). Эффективность тран-
сдукции CAR T-клеток оценивали методом проточ-
ной цитофлуориметрии путем окрашивания клеток 
рекомбинантным белком CD19-Fc, конъюгированным 
с красителем AF647 (ФГБУ «НМИЦ гематологии» 
Минздрава России).
Линии клеток. В качестве мишени, экспрессиру-
ющей B-лимфоцитарный антиген CD19, использо-
вали линию клеток острого лимфобластного лей-
коза NALM6 и NALM6-GFP, экспрессирующую 
зеленый флуоресцентный белок (GFP, NALM6-GFP). 
Необходимость использовать параллельно две кле-
точные линии, отличные только по экспрессии 
флуоресцентного белка, была продиктована спе-
цификой составления многоцветной цитофлуори-
метрической панели в эксперименте по оценке им-
мунофенотипа. Клеточную линию NALM6-GFP 
использовали для оценки цитотоксичности CAR 
T-клеток, а линию NALM6 — для оценки иммунофе-

Таблица 1. Клинико-патологические характеристики больных В-ОЛЛ и здоровых доноров
Table 1. Clinicopathological characteristics of patients with B-ALL and healthy donors

Идентификационный номер
Identifi cation number

Пол
Gender

Возраст
Age

Диагноз
Diagnosis

Вариант заболевания
Type of diagnosis

Количество линий 
терапии

Number of therapy 
lines

Больной 1
Patient 1 Ж/F 38 В-ОЛЛ

B-ALL B-II, 46 XX 1 (ОЛЛ-2016)
1 (RALL-2016)

Больной 2
Patient 2 Ж/F 27 В-ОЛЛ

B-ALL B-I, t (4;11) (q21; q23) 1 (ОЛЛ-2016)
1 (RALL-2016)

Больной 3
Patient 3 Ж/F 44 В-ОЛЛ

B-ALL B-I, t (4;11) (q21; q23) 1 (ОЛЛ-2016)
1 (RALL-2016)

Донор 1
Donor 1 Ж/F 25 здоровый доброволец

healthy donor - -

Донор 2
Donor 2 Ж/F 25 здоровый доброволец

healthy donor - -

Донор 3
Donor 3 Ж/F 31 здоровый доброволец

healthy donor - -

Донор 4
Donor 4 Ж/F 57 здоровый доброволец

healthy donor - -

Донор 5
Donor 5 М/M 26 здоровый доброволец

healthy donor - -
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нотипа и степени истощения. Клетки культивировали 
в среде IMDM (Thermo Fisher Scientifi c, США), содер-
жащей 10 % фетальной телячьей сыворотки (Capricorn, 
Германия), 100×10 3 мг/л пенициллина/стрептомици-
на (Thermo Fisher Scientifi c, США), при температуре 
37 °C и 5 % CO2.
Длительная антигенная рестимуляция CAR T-клеток. 

0,1×10 6 CAR+ T-клеток культивировали совместно 
с клеточной линией NALM6-GFP, несущей на своей по-
верхности антиген CD19, и параллельно 0,1×10 6 CAR+ 
T-клеток с NALM6 в соотношениях эффектор: таргет 
(Э:T), равных 1:1 и 1:3, в среде ImmunoCult™-XF T Cell 
Expansion Medium (STEMCELL Technologies, Канада), 
содержащей 0,01 мг/ИЛ-7 и 0,01 мг/л ИЛ-15 (Miltenyi, 
Германия) в 500 мкл в лунке 48-луночного планшета. 
Каждые 3–4 дня проводили подсчет общего количест-
ва живых клеток в лунке с использованием клеточно-
го счетчика LUNA. Методом проточной цитометрии 
оценивали процентное содержание CAR+ T-клеток 
и NALM6-GFP. Для этого в каждой точке анализа 
отбирали 0,1×10 6 клеток, после чего планшет центри-
фугировали при 350 g, 5 минут, 22 °C, из лунок отби-
рали 200 мкл супернатанта для последующей оценки 
продукции интерферона (ИФН)-γ методом иммуно-
ферментного анализа (ИФА). В лунки вносили необ-
ходимое количество NALM6-GFP для восстановления 
соотношений Э:T, доводили объем в лунке до 500 мкл 
свежей культуральной средой. На 7-й день клетки 
пересаживали в 1 мл культуральной среды в лунку 
24-луночного планшета (Wuxi NEST Biotechnology 
Co., Китай). Общая схема эксперимента представлена 
на рисунке 1.
Анализ цитотоксической активности CAR+ T-клеток. 
Количество CAR+ клеток и клеток NALM6-GFP опре-
деляли методом проточной цитометрии; CAR+ клетки 
окрашивали рекомбинантным белком CD19-Fc, конъ-
югированным с красителем AF647 (ФГБУ «НМИЦ 
гематологии» Минздрава России, Россия), клетки 
NALM6-GFP детектировали по экспрессии флуорес-

центного белка GFP, результаты анализировали с ис-
пользованием программ «FlowJo 10.81» и «Graphpad 
Prizm 10.2.3.»
Анализ истощения и субпопуляционного состава CAR+ 

T-клеток. В каждой точке анализа клетки окрашива-
ли смесью антител: CD3-AF700 (Clone OKT3, Sony), 
CD4-FITC (Clone RPA-T4, Sony), CD8a-PerCP-Cy5.5 
(Clone RPA-T8, Sony), CD19-PE-Cy7 (Clone HIB19, 
Sony), CD19-Fc (AF-647, ФГБУ «НМИЦ гематологии» 
Минздрава России) и делили каждую пробу на 2 рав-
ные части. Для анализа маркеров истощения в про-
бу добавляли антитела PD1-BV421 (Clone EH12.2H7, 
Sony) и TIM-3-PE-Cy7 (CloneF38–2E2, Sony), 
для анализа субпопуляций клеток памяти добавляли 
CD45RO-PE-Cy7 (Clone UCHL1, Sony), CD197-PE-
Dazzle594 (Clone G043H7, Sony). Анализ проводили 
с помощью BD FACSAria III (BD Biosciences), данные 
обрабатывали с использованием программы FlowJo 
10.8.1.
Анализ секреции ИФН-γ. Концентрацию ИФН-γ 
в образцах определяли методом ИФА с использовани-
ем набора «гамма-Интерферон-ИФА-БЕСТ» («Вектор 
Бест», Россия) в соответствии с инструкцией произ-
водителя. В каждой контрольной точке эксперимента 
по антигенной рестимуляции CAR T-клеток отбирали 
200 мкл супернатанта из каждого образца, заморажи-
вали, хранили при –20 °C, размораживали непосред-
ственно перед анализом. Значения измеряли на спек-
трофотометре «Multiskan FC Microplate Photometer» 
(Thermo Fisher Scientifi c, США). Результаты учитыва-
ли как разницу () между антиген-стимулированной 
и спонтанной продукцией ИФН-γ нетрансдуцирован-
ными клетками и представляли в виде медианы (Me) 
и межквартильного диапазона [Q1–Q3]. В качестве 
порогового значения концентрации ИФН-γ исполь-
зовали 50 пг/мл (среднее значение различий между 
концентрациями ИФН-γ при определении величины 
неспецифической продукции ИФН-γ нетрансдуциро-
ванными лимфоцитами).

Рисунок 1. Схема эксперимента. Стрелками обознаены дни подсчета клеток.
Figure 1. Experimental scheme. The arrows indicate the cell count days.
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Рисунок 2. Характеристика CAR T-клеточных продуктов, полученных из МПК доноров и больных: А  — репрезентативный график доли трансдукции МПК донора 1, 
Б — процент трансдукции, В — субпопуляционный состав CAR T-клеток
Figure 2. Characterization of CAR T cell products derived from donor and patient PBMCs: A — representative graph of the transduction percentage of donor 1’s PBMC, В — transduc-
tion percentage, С — CAR T cell subpopulation composition

Статистический анализ. Для проверки гипотез 
о различиях распределений количественных при-
знаков в группах сравнения использовали критерий 
Манна — Уитни. Различия признавали значимыми 
при p < 0,05. Анализ проводили с использованием про-
граммы «Graphpad Prizm 10.2.3».

Результаты
Характеристика CAR T-клеточного продукта. 
Получили анти-CD19 CAR T-клеточные продукты 
из МПК пяти здоровых доноров и 3 больных B-ОЛЛ, 
у доноров медиана трансдукции составила 31,5 %, 
у больных 18,9 %, однако эти различия не были стати-
стически достоверны. Полученные CAR T-клеточные 
продукты больных и доноров отличались по субпопу-
ляционному составу, но эти различия также не были 
статистически значимы. Продукты больных содержа-
ли меньшее количество наивных Т-лимфоцитов (TN) 
и лимфоцитов центральной памяти (TСМ), а содержа-
ние популяций эффекторных (TE) и терминальных 
эффекторов (TЕМ) было больше. (рис. 2A, Б, В).
Динамика экспансии CAR T-клеток в условиях длитель-

ной антигенной рестимуляции различалась у больных 
В-ОЛЛ и здоровых доноров. В ходе эксперимента в ка-
ждой временной точке была оценена общая клеточ-
ность популяции CAR+ клеток. Она показала, что все 
CAR T-клеточные продукты демонстрировали высо-
кий потенциал к экспансии в ответ на антигенный сти-
мул независимо от источника клеток и соотношения 
Э:T. Индекс пролиферации (соотношение количества 
CAR+ клеток в лунке в каждой точке анализа и коли-
чества CAR+ клеток в предшествующей точке анали-
за) варьировал в пределах от 1,5 до 10,4 в зависимости 
от временной точки и соотношения Э:Т. Пик проли-
ферации CAR+ клеток, полученных из клеток здоро-
вых доноров, приходился на 3 день, тогда как CAR 
T-клетки, полученные из МПК больного, демонстри-
ровали отложенный во времени пик пролиферации, 

соответствующий 7-му дню эксперимента. После пика 
экспансии показатели индекса пролиферации умень-
шались у всех групп клеточных продуктов, что, по-ви-
димому, может быть связано с клональным истощени-
ем репертуара Т-лимфоцитов, вызванным длительной 
антигенной рестимуляцией [8]. На рисунках 3 А и 3 Г 
приведены данные по пролиферации для групп до-
норов и больных. Каждая точка представляет собой 
среднее значение со стандартной ошибкой среднего.

CAR T-клеточные продукты обладали выраженными ци-
тотоксическими свойствами вне зависимости от источни-
ка клеток. Для исследования цитотоксической актив-
ности CAR T-клеточных препаратов в каждой точке 
исследования определяли процент лизиса таргетных 
клеток NALM6-GFP. Процент лизиса определяли 
по формуле:

L = 100 — (n/m × 100),

где L — процент лизиса, n — количество оставшихся 
клеток NALM6-GFP на день C, m — количество до-
бавленных клеток NALM6-GFP на день C-1.
В день 3 медиана лизиса для доноров и больных 
при соотношении Э:Т 1:1 составила 95,5 и 75 %, 
при соотношении Э:Т 1:3 98,8 и 91 % соответственно. 
К 10-му дню у больных лизис достигал 99 %, а у доно-
ров наблюдалось незначительное снижение до 94 %. 
Таким образом, при длительной рестимуляции CAR 
T-клеточные препараты здоровых доноров и боль-
ных были одинаково эффективны по отношению 
к NALM6-GFP в двух соотношениях Э:Т 1:1 и 1:3, 
при этом пик пролиферации CAR T-клеток соответст-
вовал высокому проценту лизиса опухолевых клеток 
NALM6-GFP (см. рис. 3 А–Д).
Анализ концентрации провоспалительного цитоки-
на ИФН-γ в культуральной среде после культивиро-
вания CAR T-клеток больных и доноров с таргетны-
ми клетками NALM6 показал высокое содержание 
ИФН-γ в культуральной среде на всем протяжении 
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Рисунок 3. Анти-CD19 CAR T-клетки, полученные из МПК доноров и больных, рестимулированные таргетной линией NALM6-GFP в дни 0, 3, 7 в соотношениях Э:T 1:1 
и 1:3, демонстрировали высокую степень пролиферации и цитотоксичность: А, Г — кратность пролиферации CAR-T-клеток, полученных от доноров и больных, во время 
хронической рестимуляции линией опухолевых клеток, экспрессирующих CD19 (NALM6), в условиях Э:T (А — 1:1, Г — 1:3); Б, Д — процент лизиса таргетных клеток 
NALM6-GFP в лунке при разных соотношениях Э:T, для CAR-T, полученных из МПК доноров и больных; В, Е — динамика концентрации ИФН-γ, секретируемого CAR 
Т-клетками, в различных временных точках. * означает P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001, **** P < 0,0001. Количество экспериментов n = 2, доноров n = 5, больных n = 3
Figure 3. Anti-CD19 CAR T cells derived from donor and patient PBMC and s restimulated with the NALM6-GFP target cell line on days 0, 3 and 7 at E:T ratios of 1:1 and 1:3 demon-
strated a high degree of proliferation and cytotoxicity: A, D — proliferation rate of donor- and patient-derived CAR T cells during chronic restimulation with the CD19-expressing tumor 
cell line (NALM6) under E:T conditions (А — 1:1 and Г — 1:3); B, E — percentage of lysis of NALM6-GFP target cells in a well at different E:T ratios for donor- and patient-derived 
CAR-T cells; C, F — dynamics of IFN-γ concentration secreted by CAR T cells at different time points. * means P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001, **** P < 0.0001. Number of 
experiments n = 2, donors n = 5, patients n = 3

эксперимента. Между образцами супернатантов 
от CAR T-клеток доноров и больных при соотношении 
Э:Т 1:1 наблюдалось статистически значимое различие 
в величине секреции ИФН-γ в день 7 и 10 рестимуля-
ции (рис. 3 В), при соотношении Э:Т 1:3 наблюдалось 
статистически достоверное различие в величине се-
креции ИФН-γ в день 3 и 7 рестимуляции (рис. 3 Е), 
что соответствовало более позднему росту цитоток-
сичности CAR T-клеток больных в день 7 (рис. 3 Б, Д).
Более поздняя пролиферация и цитотоксический 
ответ клеток больных на стимуляцию NALM6 в срав-
нении с клетками доноров могут быть связаны с из-
начально более дифференцированным фенотипом, 
что следует из данных C. E. Graham и соавт. [9], одна-
ко в приведенных экспериментах на маленькой выбор-
ке статистически значимых иммунофенотипических 
отличий не обнаружили.
Иммунофенотипические особенности CAR T-клеток, по-

лученных от доноров и больных. Оценили влияние дли-
тельной антигенной рестимуляции на субпопуляци-
онный состав CAR-Т-клеточного продукта. В каждой 
точке исследования определяли содержание в про-
дукте следующих популяций: наивных клеток — 
TN (CD45RO-CCR7+), эффекторных клеток памя-

ти — TEM (CD45RO+CCR7-), клеток центральной 
памяти — TCM (CD45RO+CCR7+) и эффекторных 
клеток — TE (CD45RO-CCR7-). В день 0 субпопуля-
ционный состав CAR+ Т-клеток, полученных из МПК 
клеток больных и доноров, достоверно не отличался 
(рис. 4 А–Г). У больных на 7-й и 10-й день содержание 
клеток центральной памяти (TCM) в продукте было 
достоверно ниже, а содержание эффекторных клеток 
памяти (TEM) достоверно возрастало. Описанные 
изменения были характерны только для соотношения 
Э:T 1:3, для соотношения Э:T 1:1 достоверных разли-
чий выявлено не было (данные не показаны).
Статистически значимым было уменьшение содержа-
ния в CAR+ Т-клеточных продуктах доноров и больных 
популяций TN и TE клеток, что можно объяснить быст-
рой дифференцировкой наивных клеток и постоянной 
гибелью эффекторных клеток при повторной стимуля-
ции таргетной линией NALM6 (рис. 4 В, Г). Различия 
наблюдались только при соотношении Э:T 1:3.
Для оценки динамики истощения CAR T-клеток 
было проанализировано изменение доли истощенных 
PD-1+TIM-3+CD3+CAR+ T-лимфоцитов в ответ на дли-
тельную рестимуляцию таргетными клетками. У доно-
ров и больных в CAR-Т продукте до начала рестимуляции 
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Рисунок 4. Иммунофенотип и истощение CAR+ Т-лимфоцитов изменяются в процессе антигенной рестимуляции линией NALM6: А–Г — популяционный состав CAR+ 
Т-лимфоцитов в разные дни рестимуляции при соотношении Э:T 1:3, А — ТСМ, Б — ТЕМ, В — TN, Г —TE; Д, Е — динамика истощения (коэкспрессия маркеров PD-1 и TIM-3) 
CAR+ клеток, полученных от доноров и больных, во время антигенной рестимуляции клетками линии NALM6 в соотношении Э:T, равном 1:1 (Д) и 1:3 (Е) in vitro. * P < 0,05, 
** P < 0,01, *** P < 0,001
Figure 4. Immunophenotype and exhaustion of CAR+ T lymphocytes change during antigen restimulation with the NALM6 line: A–D — CAR+ T lymphocytes population composition 
on different days of restimulation at an E:T ratio of 1:3, A — TCM, B — TEM, C — TN, D — TE: E, F — dynamics of exhaustion (coexpression of PD-1 and TIM-3) of CAR+ cells obtained 
from donors and patients during in vitro restimulation with NALM6 cells at an E:T ratio of 1:1 (E) and 1:3 (F). * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001

антигеном доля популяции клеток, экспрессирующей 
маркеры истощения PD-1+TIM3+, была низкой (1–3 %). 
К 3-му дню наблюдалось увеличение исследуемой 
популяции клеток до 40 %, а к 10-му — до 60–79 %. 
Статистически достоверной разницы степени истоще-
ния CAR+ T-лимфоцитов между донорами и больными 
при соотношениях 1:1 и 1:3 обнаружено не было, дина-
мика истощения была характерна для всех продуктов, 
независимо от источника клеток (рис. 4 Д, Е).

Обсуждение
Применение аутологичных CAR T-клеточных про-
дуктов является прорывом в персонализированной 
терапии В-клеточных злокачественных новообразова-
ний крови. В то же время важной проблемой остается 
влияние исходного клеточного материала на качество 
CAR T продукта и его эффекторные функции [9].

В этой работе показана тенденция к снижению доли 
трансдукции вирусными частицами Т-лимфоцитов 
у больных В-ОЛЛ, что означает уменьшение содер-
жания CAR T-клеток в готовом продукте больных. 
В то же время влияния исходного субпопуляционно-
го состава МПК на качество CAR T продукта не об-
наружено. Тем не менее в работах на больших выбор-
ках было показано, что иммунофенотип МПК может 
быть использован в качестве предиктивного маркера 
эффективности терапии. J. A. Fraiettatta и соавт. [10] 
показали, что длительная ремиссия у больных хро-
ническим лимфолейкозом после проведения CAR T 
терапии была связана с наличием субпопуляции 
слабодифференцированных CD27+CD45RO–CD8+ 
Т-лимфоцитов среди МПК. В другой работе [11] 
была показана связь между низкой эффективностью 
CAR T терапии и дефицитом субпопуляции наивных 
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Т-лимфоцитов в периферической крови педиатриче-
ских больных.
В рамках настоящей работы также оценили функци-
ональные и иммунофенотипические различия CAR T 
клеточных продуктов, полученных от здоровых до-
норов и больных. Анализ цитотоксической активно-
сти CAR T-клеток по отношению к клеткам-мишеням 
NALM6 показал, что CAR T-клеточные продукты 
обладали выраженным эффекторным действием неза-
висимо от происхождения клеток, однако отличались 
по пролиферативному потенциалу. Максимальную экс-
пансию клеточного продукта доноров наблюдали в 3-й 
день, а у больных — в 7-й день эксперимента. Схожие 
данные были получены и другими исследователями. 
В работе D. K. Y. Zhang и соавт. [12] был проведен ана-
лиз экспансии CAR T-клеток в ответ на стимуляцию ак-
тивационными частицами CD3/CD28, клетки больных 
продемонстрировали более низкую скорость экспансии 
при более высоких концентрациях частиц CD3/CD28.
Оценили динамику изменения субпопуляционного 
состава CAR T-клеточных продуктов доноров и боль-
ных при длительной рестимуляции опухолевыми 
клетками. К 10-му дню у доноров и больных наблю-
дали уменьшение доли субпопуляции наивных (TN) 
Т-лимфоцитов, что соответствовало уменьшению ин-
декса пролиферации. Одновременно доля субпопуля-
ции Т-лимфоцитов эффекторного фенотипа (TE) уве-
личивалась во всех клеточных продуктах. Похожие 
данные были получены другими исследователями 
в экспериментах на мышиной модели, в которых пока-

зано, что доля субпопуляции стволовых клеток памяти 
(TSCM (CD45RA+CD62L+CD95+)) в конечном CAR 
T-клеточном продукте больных В-ОЛЛ положитель-
но коррелировала с экспансией CAR T-клеток in vivo. 
Напротив, высокая доля субпопуляции TEM в конеч-
ном продукте отрицательно влияла на экспансию CAR 
T-клеток in vivo [13].
Доля экспрессии маркеров истощения PD1 и TIM3 
на CAR T-клетках больных и доноров при увеличенной 
опухолевой нагрузке была выше при соотношении Э:Т 
1:3. Повышенные значения экспрессии маркеров исто-
щения, таких как PD1 и TIGIT, соответствуют более 
дифференцированному фенотипу T-клеток [14] и их 
функциональной несостоятельности [15]. Повышение 
экспрессии маркеров PD1 и TIM3 при повторяющейся 
антигенной рестимуляции подчеркивает риск функ-
ционального истощения CAR T-клеток, что требует 
дальнейшего изучения для оптимизации их терапев-
тического применения.
Несмотря на различия в кинетике пролиферации, 
цитотоксическая активность CAR T-клеток оставалась 
высокой во всех клеточных продуктах, полученных 
как из клеток доноров, так и из клеток больных. Это 
подтверждает перспективность использования CAR T 
терапии даже у больных с исходно измененным им-
мунным статусом. Дальнейшие исследования должны 
быть направлены на выявление молекулярных меха-
низмов, лежащих в основе этих различий, и разра-
ботку персонализированных подходов к производству 
CAR T-клеточных продуктов.
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Введение. Многопрофильный стационар скорой помощи является значимым потребителем концентратов тромбо-
цитов (КТ). Специфичность требований, особенности логистики и клинического использования КТ в многопрофиль-
ных стационарах могут влиять на стратегию заготовки данного компонента крови.
Цель: анализ практики применения КТ в многопрофильном стационаре, оказывающем скорую и неотложную по-
мощь населению.
Материалы и методы. В ретроспективном обсервационном исследовании изучили 7049 трансфузий КТ в много-
профильном стационаре скорой помощи, выполненных за 5-летний период. Анализировали показания для транс-
фузий КТ, эффективность КТ, трансфузионную нагрузку на реципиента, экстренность выполнения трансфузий КТ, 
групповую идентичность использованных КТ, тип КТ, сравнили скорректированный прирост тромбоцитов (СПТ) че-
рез 24 ч после трансфузии различных видов КТ.
Результаты. От 23 до 29 % всех КТ были перелиты больным, поступившим с политравмой и массивной кровопоте-
рей, 18–27 % КТ перелили больным с септическими осложнениями, 8–13 % — больным в период подготовки и после-
операционного ведения при трансплантации печени, 21 % — больным, которым проводили ЭКМО. По экстренным 
показаниям выполняли 31,8–40,7 % трансфузий КТ. В 61,5 % случаев показанием был геморрагический синдром 
в сочетании с тромбоцитопенией. АВ0-идентичные трансфузии были выполнены в 4723 (67,1 %) случаях. Не было 
достоверных различий в величине СПТ при применении аферезных, пулированных и криоконсервированных КТ.
Заключение. При планировании работы стационаров, оказывающих неотложную медицинскую помощь больным 
хирургического и травматологического профилей, следует учитывать потребность в трансфузии КТ 1,5–2 % боль-
ных, возможности экстренного обеспечения с применением инструментов «менеджмента тромбоцитов»: резерва КТ 
универсального донора — заготовленных на добавочном растворе или методом афереза от доноров группы AB или 
методом пулирования от доноров группы 0, криоконсервированных КТ.
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Введение
Концентрат тромбоцитов (КТ) — компонент кро-
ви, являющийся неотъемлемой частью профилактики 
и лечения геморрагического синдрома обусловлен-
ного тромбоцитопениями и тромбоцитопатиями [1]. 
В Российской Федерации за период с 2003 по 2011 гг. 
отмечено увеличение потребления КТ в 3,5 раза [2]. 
Основным потребителем КТ являются онкогематоло-

гические стационары, на долю которых приходится, 
по данным разных авторов [1, 3, 4], до 67–77 % всех 
производимых КТ. Кроме того, трансфузии КТ исполь-
зуют при кардиохирургических вмешательствах, мас-
сивных кровотечениях различной этиологии, у боль-
ных в критических состояниях [5]. В Великобритании 
10 % произведенных КТ используют при кардиохирур-
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гических операциях, 8 % — в отделениях интенсивной 
терапии [1]. Таким образом, многопрофильный неге-
матологический стационар является значимым по-
требителем донорских тромбоцитов. Специфичность 
требований, особенности логистики и клинического 
использования КТ в многопрофильных стационарах 
могут существенно влиять на стратегию заготовки 
данного компонента крови.
Цель работы — анализ практики применения КТ 
в многопрофильном стационаре, оказывающем ско-
рую и неотложную помощь населению.

Материалы и методы
Ретроспективное обсервационное исследова-
ние проведено на базе НИИ Скорой помощи 
им. Н. В. Склифосовского. Медицинская организация 
оказывает экстренную и неотложную помощь боль-
ным по направлениям: кардиология и кардиохирур-
гия, травматология, нейрохирургия, абдоминальная 
и торакальная хирургия, трансплантология, ожоговая 
травма. В состав стационара не входят отделения он-
кологического или онкогематологического профилей, 
однако данных больных госпитализируют при необхо-
димости экстренной помощи в связи с развитием дру-
гих заболеваний и состояний. Около 20 % коечного 
фонда стационара составляют реанимационные кой-
ки. С 2020 по 2022 г. часть коек была перепрофилиро-
вана для оказания помощи больным COVID-19.
Исследование выполнено на основе изучения меди-
цинской документации, в том числе данных Единой 
Медицинской Информационной Автоматизированной 
Системы (ЕМИАС) и Автоматической Информа-
ционной Системы Трансфузиолога (АИСТ). В иссле-
дование включены данные всех больных, получивших 
трансфузии КТ в период с 1 января 2019 по 31 декабря 
2023 г. За исследуемый период стационаром пролечено 
212 775 больных.
Оценивали профиль больных, получивших транс-
фузии КТ, показания для трансфузий, эффективность 
трансфузионной терапии, трансфузионную нагруз-
ку на одного реципиента, экстренность выполнения 
трансфузии, групповую идентичность использованно-
го КТ, тип применяемого КТ.
Использовали КТ, полученные методом афере-
за на аппаратах «Trima» (Terumo BCT), «Am icus» 
(Fresenius), «MCS+» (Haemonetics) и пулированные КТ, 
полученные на аппарате автоматического фракциони-
рования крови «Reveos» (Terumo BCT). Кроме того, 
использовали КТ, криоконсервированные с помощью 
оригинальной методики [6]. Для редукции патогенов 
использовали технологию амотосален/облучение уль-
трафиолетом спектра А (INTERCEPT Blood System, 
Cerus, США).
В рамках отдельной выборки больных (n = 60), по-
лучивших трансфузии аферезного, пулированного 
или криоконсервированного КТ в 2023 г. вне про-

должающегося кровотечения, проведено сравнение 
скорректированного прироста тромбоцитов (СПТ) 
через 24 ч после трансфузии.
Статистический анализ. Статистический анализ 
проводили с использованием статистического паке-
та «BioStat Pro 5.9.8», программ «MedCalc v. 11.3.3» 
(MedCalc Software), Statistica версии 8 (StatSoft, Inc.) 
и статистических возможностей Microsoft Offi ce Excel 
2007. Проверку нормальности распределения количе-
ственных признаков проводили с использованием кри-
терия Шапиро — Уилка. Выполнен тест Краскела — 
Уоллиса для межгруппового анализа количественных 
показателей в трех и более группах. Данные представ-
лены в виде среднее ± стандартное отклонение либо 
медиана и процентили. Уровень статистической зна-
чимости р принят равным 0,05.

Результаты
Всего выполнено 7049 трансфузий тромбоцитов 

3127 больным. Отмечен рост потребления донорских 
тромбоцитов на 11 % (табл. 1). Пиковый подъем потре-
бления был в 2022 г.
Основными и постоянными потребителями КТ ста-
ли больные, поступившие с политравмой и массивной 
кровопотерей, им было перелито от 23 до 29 % всех КТ, 
и больные с септическими осложнениями, которым 
было перелито от 18 до 27 % всех КТ (рис. 1). Несколько 
меньшая, но постоянная потребность была отмечена 
у больных в период подготовки и послеоперационного 
ведения при трансплантации печени (8–13 %). Как зна-
чимый потребитель сформировалась группа больных, 
которым проводили экстракорпоральную мембранную 
оксигенацию (ЭКМО). На пике пандемии COVID-19 
эта категория больных потребляла 21 % всех исполь-
зуемых КТ, в дальнейшем — 12–14 %. Потребность 
кардиохирургических больных составила от 3 до 5 % 
всех КТ.
От 31,8 до 40,7 % трансфузий выполняли по экс-
тренным показаниям в рамках протокола массивных 
трансфузий, при продолжающихся кровотечениях 
и для обеспечения экстренных оперативных вмеша-
тельств у больных с тромбоцитопенией.
Показанием к трансфузии в 4307 (61,5 %) случаев 
было наличие геморрагических проявлений в сочета-
нии с тромбоцитопенией. На втором месте — необхо-
димость обеспечения гемостаза при инвазивных вме-
шательствах у больных с тромбоцитопенией — 1420 
(20 %) трансфузий. В 1332 (18,9 %) случаях трансфу-
зии выполняли при выявлении выраженной тромбо-
цитопении по данным лабораторного обследования
Количество тромбоцитов в периферической крови 
на момент трансфузии КТ у большинства больных 
было менее 50×10 9/л (табл. 2). Из общего тренда вы-
делялись онкогематологические больные, у которых 
исходное количество тромбоцитов было ниже, чем 
у других категорий больных, и кардиохирургические 
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больные, у которых исходное количество тромбоцитов 
было, напротив, больше других категорий реципиен-
тов КТ. Трое кардиохирургических больных получи-
ли трансфузию КТ для реверсии эффекта антиагре-
гантов при нормальном количестве тромбоцитов.
Большинство больных получили одну трансфузию 
КТ (табл. 2). Значимой потребностью в повторных 
трансфузиях донорских КТ отличались больные, ко-
торым проводили ЭКМО. В данной категории у 674 
(74,6 %) больных потребовались повторные транс-
фузии КТ. Максимальная трансфузионная нагрузка 
у них составила 8 трансфузий КТ за период госпита-
лизации. Более 50 % больных сепсисом, онкогематоло-
гическими заболеваниями и больных, которым выпол-

няли операции на печени, также требовали повторных 
трансфузий КТ.
АВ0-индентичные трансфузии были выполнены в 4723 

(67,1 %) случаях. Иногруппные КТ, заготовленные в до-
бавочном растворе, использовались при 1621 (23 %) 
трансфузии. Аферезные КТ группы крови АВ (IV) пе-
релиты в 635 случаях (9 %), и при 70 (0,9 %) трансфузиях 
были выбраны пулированные КТ группы крови 0 (I).
СПТ при переливании аферезных КТ, пулирован-
ных КТ и криоконсервированных КТ составил 10,7 
(5,5; 16,8)×10 9/л, 10,5 (2,6; 17,7)×10 9/л и 8,7 (5; 16)×10 9/л 
соответственно. Статистически значимых различий 
между группами по показателю СПТ не выявлено (тест 
Краскела — Уоллиса: H (Df = 2, N = 60) =  0,17, p = 0,92).

Таблица 1. Динамика использования концентратов тромбоцитов
Table 1. Dynamics of the use of platelet concentrates

Виды КТ
Types of PC

Годы / Years
2019 2020 2021 2022 2023

Общее количество перелитых КТ
Total number of platelet concentrates transfused 1165 1140 1820 1330 1294

В том числе полученных методом афереза, абс. (%)
Including apheresis platelet concentrate 1165 (100) 1140 (100) 1820 

(100) 1227 (92,3) 1147 (88,9)

В том числе пулированных, абс. (%)
Including pooled platelet concentrate - - - 103 (7,7) 147 (11,1)

В том числе в добавочном растворе, абс. (%)
Including platelet concentrate in additive solution 110 (9,4) 619 (54,3) 490 

(26,9) 754 (56,7) 658 (51,0)

В том числе криоконсервированных, абс. (%)
Including cryopreserved platelet concentrate 283 (24,2) 220 (19,3) 267 

(14,7) 74 (5,6%) 109 (8,5)

В том числе патогенредуцированных, абс. (%)
Including pathogen-reduced platelet concentrate - - - 120 (9,1) 229 (17,7)

Примечание: * процент от общего количества КТ, использованных в данном году.
Note: The percentage of the total number of CTs used in a given year.

Рисунок 1. Динамика использования концентратов тромбоцитов
Figure 1. Dynamics of the use of platelet concentrates
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Обсуждение
Проведенное исследование показало, что КТ явля-
ется важным компонентом донорской крови в много-
профильном стационаре, оказывающем скорую и неот-
ложную помощь при травмах и острой хирургической 
патологии. Трансфузии КТ потребовались 1,46 % го-
спитализированных больных. Средняя потребность 
стационара составила 1 КТ на 30 больных, получав-
ших помощь по основным профилям лечебного учре-
ждения. Отмечено увеличение объема потребления 
КТ в исследуемом периоде. Пик потребления в 2022 г. 
объясним поступлением больных с тяжелым течением 
коронавирусной инфекции. Он не имел продолжения, 
но в целом за пятилетний период наблюдения отмеча-
ется стабильный прирост потребности в КТ. В литера-
туре приведены сходные данные [1, 2, 7]. Выявленная 
динамика может быть обусловлена, с одной стороны, 
повышением доступности КТ как компонента крови, 
с другой стороны, повышением интенсивности меди-
каментозного и хирургического лечения. Увеличением 
доступности и качества КТ объясняют увеличение ко-
личества трансфузий этого компонента крови и ряд 
других исследователей [7, 8].
Преимущественным методом заготовки использо-
ванных КТ (до 2021 г. — 100 %, позднее около 90 %) 
был аферез. Половина КТ с 2020 г. заготавливают в до-
бавочном растворе. Более широкое использование КТ 
в добавочном растворе в производственной и клиниче-
ской трансфузиологии объясняется бóльшим сроком 
хранения КТ, возможностью не учитывать групповую 
принадлежность донора и реципиента, меньшим ри-
ском развития трансфузионных осложнений, в первую 
очередь гипертермических реакций и обусловленных 
трансфузиями острых легочных повреждений [8, 9].
С 2022 г. в стационаре было внедрено использование 
пулированных КТ. Хотя доля их на момент окончания 
анализируемого периода составила немногим боль-
ше 10 % общего объема используемых донорских КТ, 
пулированные КТ следует признать перспективным 

компонентом крови. Данные литературы свидетель-
ствуют об их большей эффективности при кровотече-
ниях [10] и лучшей переносимости [11] по сравнению 
с аферезными КТ. Кроме того, пулирование тромбо-
цитов из цельной донорской крови способствует бо-
лее экономному использованию донорского ресур-
са. В настоящем исследовании не выявлено отличий 
между трансфузиями аферезных и пулированных КТ 
по СПТ через 24 ч.
Более трети трансфузий КТ были экстренными. 
Несмотря на большой общий объем трансфузий, по-
требность в КТ была неравномерной, и это — одна 
из особенностей трансфузионной логистики ско-
ропомощного стационара. Основные инструменты 
для обеспечения управления запасами компонентов 
крови в условиях неравномерной потребности клини-
ки применительно к донорским тромбоцитам — это 
использование КТ, полученных от универсального 
донора, в первую очередь — КТ в добавочном раство-
ре, и криоконсервированных КТ. Показана эффек-
тивность размороженных тромбоцитов в гематологи-
ческом стационаре [12] и в неотложной медицине [6]. 
В рамках анализируемого периода работы в среднем 
данный вид КТ использовали при каждой десятой 
трансфузии. При наблюдении прослеживается логич-
ная закономерность: чем меньше объем использования 
КТ в стационаре, тем более востребованными оказа-
лись криоконсервированные КТ.
Подавляющее большинство экстренных трансфузий 
КТ выполняли больным, поступившим в стационар 
с множественной и/или сочетанной травмой и массив-
ной кровопотерей. Эта категория больных была самым 
большим потребителем КТ в скоропомощном стациона-
ре. Различные варианты протокола массивной трансфу-
зии включают КТ как обязательный компонент [13, 14]. 
В большинстве случаев в этой группе больных показа-
ния к трансфузии КТ определяли исходя из клиниче-
ской ситуации, однако при ретроспективном контроле 
среднее количество тромбоцитов перед трансфузией 

Таблица 2. Особенности назначения КТ в различных группах больных
Table 2. Specifi cs of Platelet Concentrate Administration in Different Patient Groups

Патология
Количество трансфузий КТ 
на 1 больного, Ме (Q1; Q3)
Transfusion count per patient

Исходное количество тромбоцитов 
в крови, Ср ± σ

Initial platelet count in blood

Политравма, массивная кровопотеря
Polytrauma, massive blood loss 1 (1; 2) 45,2 ± 23,1

Сепсис / Sepsis 2 (1; 6) 35,9 ± 22,1
ЭКМО / ECMO 3 (1; 6) 45,8 ± 22,6
COVID-19 1 (1; 2) 31,7 ± 18,9
Хирургия печени / Liver surgery 2 (1; 3) 32,2 ± 17,8
Кардиохирургия / Cardiosurgery 1 (1; 2) 63,8 ± 31,1
Нейрохирургия / Neurosurgery 1 (1; 2) 44,9 ± 24,7
Онкогематология / Oncohematology 2 (1; 3) 25,1 ± 17,4
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было менее 50×10 9/л, что определено как рекомендуе-
мое триггерное значение у больных с геморрагическим 
шоком [15]. Количество тромбоцитов выше триггерного 
значения было у 30,8 % больных, поступивших с трав-
мой и кровопотерей. Большинству больных было до-
статочно трансфузии одного КТ, и в остром периоде по-
вторных переливаний не потребовалось.
Не менее значимыми потребителями КТ в много-
профильном неотложном стационаре были больные 
отделений реанимации, основной причиной тяжести 
состояния которых являлись септические осложнения. 
Следует оговориться, что в данном случае не анализи-
ровалась правомочность диагноза «сепсис» с точки зре-
ния принятых критериев и не ставилось задачи оценить 
вклад полиорганной недостаточности в генез тромбоци-
топении. По данным литературы [16, 18], тромбоцитопе-
ния развивается при сепсисе у 55 % больных и ассоции-
руется с ухудшением прогноза заболевания. При этом 
трансфузии донорских КТ выполняют у 15 % больных 
сепсисом [17]. Отношение к трансфузии КТ при сепсисе 
неоднозначное. По данным S. Wu и соавт. [19], транс-
фузия КТ больным сепсисом ассоциирована с увеличе-
нием внутригоспитальной смертности. В исследовани-
ях китайских авторов получены данные об увеличении 
28-дневной и 90-дневной смертности при трансфузиях 
КТ больным сепсисом до 50×10 9/л сопровождалась зна-
чимо лучшими исходами, чем трансфузия при глубокой 
тромбоцитопении [20, 21]. Возможно, не следует привя-
зывать исходы трансфузии КТ к нозологической форме, 
в частности сепсису, а следует рассматривать их в рам-
ках конкретных показаний у конкретного больного.
Тройку лидеров по использованию КТ замыкали 
больные, которым проводили ЭКМО. Потребность 
в повторных трансфузиях КТ у них была наибольшей. 
Тромбоцитопения характерна для этой категории 
больных и развивается в первую очередь за счет меха-
нического повреждения клеток при прохождении экс-
тракорпорального контура и потребления при тром-
бировании его элементов [22]. Существенный вклад 
в развитие тромбоцитопении вносили и критические 
осложнения, характерные для больных в отделениях 
реанимации [5]. Рекомендации по подходам к кор-
рекции тромбоцитопении при проведении ЭКМО 
отличаются широким диапазоном. В качестве целе-
вых значений обсуждаются показатели от 50×10 9/л 
до 100×10 9/л [22, 23], а при наличии активного крово-
течения — и до 150×10 9/л [23]. В рамках настоящей ра-
боты при оказании неотложной медицинской помощи 
в качестве трансфузионного триггера принимались 
минимальные значения указанного диапазона.
В 38,9 % случаев трансфузии КТ носили профилак-
тический характер для обеспечения оперативных вме-
шательств и инвазивных процедур. Имеется немало 
рекомендаций по профилактическим трансфузиям КТ 
при тромбоцитопении в различных клинических си-
туациях, основанных на оценке количества тромбоци-

тов в периферической крови [24, 25]. Однако уровни 
доказательств в этих рекомендациях низкие или очень 
низкие [24]. Это имеет патофизиологическое обосно-
вание. При различных патологических состояния 
функция тромбоцитов может значимо страдать за счет 
потери функциональных свойств тромбоцитов (рецеп-
торов на поверхности, гранул, клеточной мембраны), 
что не отражается на количестве клеток. Решением 
проблемы может быть использование тромбоэласто-
графии (ТЭГ) для оценки функции тромбоцитов. 
В рамках обсуждаемой практики в обсуждаемый пе-
риод наблюдения ТЭГ не использовали как рутинную 
технологию для оценки показаний при трансфузиях 
КТ. Стратегию определения показаний для профилак-
тических трансфузий тромбоцитов в анализируемой 
практике следует признать либеральной, так как 25,7 % 
профилактических трансфузий КТ были выполнены 
при количестве тромбоцитов более 50×10 9/л, а у нейро-
хирургических больных — более 100×10 9/л. С учетом 
экстренности, имевшихся рисков, основной патологии 
такую стратегию следует признать правомочной.
Дозы КТ, необходимые для трансфузии, соответство-
вали рекомендациям Федерации анестезиологов и реа-
ниматологов по периоперационному ведению больных 
с нарушениями системы гемостаза [25]. Выполнялась 
стартовая трансфузия аферезного или пулированного 
КТ с последующей оценкой эффективности по клини-
ческим и лабораторным данным. Одномоментное на-
значение двух КТ носило единичный характер (менее 
1 % больных).
Условия оказания медицинской помощи и, соответ-
ственно, трансфузионная логистика различных ре-
гионов, конкретных медицинских организаций раз-
личаются между собой. Описанный опыт не во всем 
возможно перенести на широкую медицинскую пра-
ктику. Однако анализ собственного опыта и литерату-
ры позволяет сделать несколько выводов.
КТ — важный элемент неотложной медицины. 
При планировании работы стационаров, оказываю-
щих неотложную медицинскую помощь по хирур-
гическим и травматологическим профилям, следует 
учитывать возможную потребность в трансфузии КТ 
у 1,5–2 % больных. Необходимо предусмотреть воз-
можности экстренного обеспечения с применением 
инструментов «менеджмента тромбоцитов»: резерва 
КТ универсального донора — заготовленных на доба-
вочном растворе или методом афереза от доноров груп-
пы AB или методом пулирования от доноров группы 0, 
криоконсервированных КТ.
Необходимо проведение исследований, позволя-
ющих оптимизировать критерии определения по-
казаний для трансфузии КТ, в частности в рамках 
септической коагулопатии, при проведении ЭКМО, 
как и других длительных экстракорпоральных про-
цедур, выбора компонентов, оценке эффективности 
трансфузий.
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ОСОБЕННОСТИ ГЕНЕРАЦИИ ТРОМБИНА У БОЛЬНЫХ 
С ТРОМБОТИЧЕСКОЙ МИКРОАНГИОПАТИЕЙ КРИТИЧЕСКИХ 
СОСТОЯНИЙ
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Введение. Развитие тромботической микроангиопатии критических состояний — синдрома, подобного тромботи-
ческой тромбоцитопенической пурпуре (ТТП-подобный синдром), — рассматривается с позиций дисбаланса в сис-
теме фактора Виллебранда — ADAMTS13, при этом мало изучены коагуляционные нарушения.
Цель: изучить динамику образования фибринового сгустка и генерации тромбина у больных с ТТП-подобным син-
дромом, а также сопоставить их с активацией/повреждением эндотелия, активностью естественных антикоагулян-
тов и комплемента.
Материалы и методы. В проспективное обсервационное когортное исследование включены 76 больных, пере-
несших хирургическое лечение порока сердца, у которых течение послеоперационного периода осложнилось ТТП-
подобным синдромом. Критерии включения больных в исследование: полиорганная недостаточность, тромбоцито-
пения <100×10 9/л через 3 суток после операции, шистоцитоз >1 %. Образование фибрина и генерацию тромбина 
оценивали тестом «Тромбодинамика», определяли концентрации естественных антикоагулянтов, маркеры эндотели-
ального повреждения, активность компонентов системы комплемента.
Результаты. Летальность составила 40,8 % (31 больной). В результате анализа трех моделей установлено: 1) генера-
ция тромбина определяется активностью системы комплемента; 2) увеличение концентрации естественных антикоагу-
лянтов, прежде всего тромбомодулина, угнетает генерацию тромбина на активаторе и распространение волны его ак-
тивации; 3) концентрация антикоагулянтов зависит от глубины повреждения эндотелия, начинающегося с десквамации 
его гликокаликса (отражается в повышении плазменной концентрации синдекана-1 и гепарансульфата) и заканчиваю-
щегося разрушением межклеточных контактов и некрозом эндотелиоцитов с высвобождением PECAM и VE-кадгерина; 
4) эндотелиопатия обуславливает активацию и потребление тромбоцитов, а также гипоксию тканей.
Заключение. ТТП-подобный синдром характеризуется угнетением генерации тромбина, степень которого зависит 
от глубины повреждения эндотелия. Это обусловлено активацией систем естественных антикоагулянтов. Устойчи-
вость эндотелия к мембран-атакующему комплексу снижается по мере увеличения десквамации его гликокаликса, 
что сопровождается углублением разрушения эндотелия. Параллельно происходит комплемент-опосредованная 
активация тромбоцитов. Повреждение эндотелия, развитие артериальных микротромбозов, несмотря на низкую ге-
нерацию тромбина, приводят к нарастанию гипоксического повреждения органов, ухудшению результатов лечения.

Ключевые слова: ТТП-подобный синдром, повреждение эндотелия, тромбоцитопения, тромботическая микроангиопатия, генерация тромбина, 
комплемент
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THROMBIN GENERATION IN PATIENTS WITH THROMBOTIC 
MICROANGIOPATHY IN CRITICAL ILLNESSES

Kupryashov A.A.*, Tokmakova K.А., Samuilova D.Sh., Zhemarina I.B., Khicheva G.A., Khaidarov G.A.

Bakoulev̀ s Center for Cardiovascular Surgery, 121552, Moscow, Russian Federation

Introduction. The development of thrombotic microangiopathy of critical illnesses (TTP-like syndrome) is traditionally con-
sidered from the standpoint of imbalance in the von Willebrand factor system — ADAMTS-13, while coagulation disorders 
remain poorly studied.
Aim: to study the dynamics of fi brin clot formation and thrombin generation in patients with TTP-like syndrome, as well as their 
relationship with the severity of endothelial activation/damage, the activity of natural anticoagulant systems and complement 
systems.
Materials and methods. A prospective observational cohort study included 76 patients who underwent surgical treatment 
for heart disease and developed TTP-like syndrome as a postoperative complication. Inclusion criteria: multiple organ failure, 
thrombocytopenia <100×109/l three days after surgery, schistocytosis >1%. The dynamics of fi brin formation and thrombin 
generation were assessed using the Thrombodynamics test; concentrations of natural anticoagulants, markers of endothelial 
damage, and the activity of complement system components were also evaluated.
Results. The mortality rate was 40.8% (31 patients). The analysis of three models revealed: 1) the complement system deter-
mines thrombin generation; 2) an increase in the concentration of natural anticoagulants, primarily thrombomodulin, inhibits 
the generation of thrombin on the activator and the propagation of its activation wave; 3) the degree of endothelial damage, 
starting with desquamation of the glycocalyx (refl ected in an increase in plasma concentrations of syndecan-1 and heparan 
sulfate) and ending with the destruction of intercellular contacts and necrosis of endothelial cells with the release of PECAM и 
VE-cadherin; 4) endotheliopathy leads to platelet activation and consumption, as well as tissue hypoxia.
Conclusion. TTP-like syndrome is characterized by inhibition of thrombin generation, the degree of which depends on the 
severity of endothelial damage. This is due to the activation of natural anticoagulant systems. Desquamation of the endothe-
lial glycocalyx reduces its resistance to the terminal complement complex which increases endothelial damage. In parallel, 
complement-mediated activation of platelets occurs. Deep endothelial damage, as well as the development of arterial micro-
thrombosis, despite low thrombin generation, lead to an increase in hypoxic organ damage and poorer treatment outcomes.

Keywords: TTP-like syndrome, endothelial damage, thrombocytopenia, thrombotic microangiopathy, thrombin generation, complement
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Введение
Развитие тромбоцитопении у больных в критиче-
ских состояниях нередко предопределяет возник-
новение лечебно-диагностического тупика: из всех 
возможных причин диагностируется либо гепа-
рин-индуцированная тромбоцитопения, либо ДВС-
синдром; терапия сводится к замене гепаринов 
на иные антитромботические препараты, к увеличе-
нию доз антикоагулянтов или к переливанию кон-
центрата тромбоцитов, поскольку тромбоцитопения 
рассматривается не как проявление тромбоза, а как 
ситуация высокого риска кровотечения, т. е. как вто-
ростепенный лабораторный симптом, а не как тре-
вожный признак ухудшения клинического состоя-
ния больного. При этом концепция тромботической 
микроангиопатии критических состояний — син-
дрома, подобного тромботической тромбоцитопени-
ческой пурпуре (ТТП-подобного синдрома), для ко-
торого характерна тромбоцитопения, а также риск 
повреждения органов, сформулированы и обсужда-
ются на протяжении ряда лет [1]. Патогенез ТТП-
подобного синдрома [1] обычно рассматривается 
через призму активации тромбоцитов и баланса фак-
тора фон Виллебранда (von Willebrand factor, vWF) 
с ADAMTS13 [2, 3]. Признается участие в ее разви-
тии комплемента, одной из мишеней для которого 
выступает эндотелий [4–6]. Однако изменение в си-
стеме свертывания крови, интенсивности генерации 
тромбина, баланс прокоагулянтов и антикоагулян-
тов обычно остаются вне поля внимания.
Развитие тромбоцитопении нередко трактуется 
как проявление синдрома диссеминированного вну-
трисосудистого свертывания (ДВС), ключевым зве-
ном которого является лавинообразное нарастание 
генерации тромбина [7]. Нередко, не проводя диф-
ференциальной диагностики ДВС-синдрома и ТТП-
подобного синдрома, в ответ на развитие тромбоци-
топении производится усиление антитромботической 
терапии [8]. Для ответа на вопрос о ее целесообраз-
ности, о выборе ее оптимальной тактики необходимо 
понимание изменений системы свертывания крови, 
которые характерны именно для ТТП-подобного син-
дрома, без экстраполяции феноменов, характерных 
для ДВС-синдрома. Мы предположили, что у боль-
ных с ТТП-подобным синдромом в ответ на актива-
цию тромбоцитов следует ожидать усиления генера-
ции тромбина и нарастания динамики образования 
фибринового сгустка.
Целью исследования явилось изучение особенно-
стей динамики образования фибринового сгустка 
и генерации тромбина у больных с ТТП-подобным 
синдромом, а также их сопоставление с выраженно-
стью активации/повреждения эндотелия, активно-
стью систем естественных антикоагулянтов и ком-
племента.

Материалы и методы
Дизайн исследования. В проспективное обсерваци-
онное когортное исследование были включены боль-
ные, которым было выполнено хирургическое лечение 
порока сердца, в том числе в условиях искусствен-
ного кровообращения (ИК), течение послеопераци-
онного периода у которых осложнилось развитием 
ТТП-подобного синдрома, характеризующегося по-
лиорганной недостаточностью в сочетании с тромбо-
цитопенией при наличии первичных повреждающих 
факторов (инфекция, шок, операция и т. д.). Анемия 
является низкоспецифичным признаком ТТП-
подобного синдрома, поскольку трудно установить ее 
исключительно гемолитическую природу. Синдром 
полиорганной недостаточности в отсутствие гемоли-
за может характеризоваться низкой концентрацией 
гаптоглобина (негативный белок острой фазы) и вы-
сокой активностью лактатдегидрогеназы. Кроме того, 
для ТТП-подобного синдрома характерен широкий 
разброс значений количества шистоцитов, в том чи-
сле их отсутствие [1]. Критериями включения боль-
ных в исследование являлось развитие полиорганной 
недостаточности в сочетании с тромбоцитопенией ме-
нее 100×10 9/л через 3 суток после вмешательства и доля 
шистоцитов более 1 %. В исследование не включали 
больных, у которых тромбоцитопения была следст-
вием ДВС-синдрома или гепарин-индуцированной 
тромбоцитопении, а также больных с тромбоцитопе-
нией, возникшей в первые трое суток после операции, 
которую рассматривали как дилюционную.
Клоттинговые, иммуноферментные лаборатор-
ные исследования, а также изучение пространствен-
но-временной динамики роста фибринового сгустка 
и выполнение теста генерации тромбина проводили 
в момент диагностики тромбоцитопении. Все исследо-
вания выполнены после получения информированно-
го согласия больных или их законных представителей 
в соответствии с этическими нормами Хельсинкской 
декларации.
Характеристика больных. В исследование включе-
ны 76 больных, возраст которых варьировал от 3 мес. 
до 83 лет (медиана — 4,5 года). Патология сердечно-
сосудистой системы включала врожденные пороки 
сердца — 41 (53,9 %) и приобретенную патологию — 
35 (46,1 %) больных. Врожденные пороки сердца были 
представлены коарктацией аорты 7 (9,2 %) больных, 
дефектом межжелудочковой перегородки — 2 (2,7 %), 
частичным открытым атрио-вентрикулярным кана-
лом — 2 (2,7 %), общим открытым атрио-вентрику-
лярным каналом — 4 (5,3 %), тотальным аномальным 
дренажом легочных вен — 3 (3,9 %), двойным отхо-
ждением магистральных сосудов от правого желудоч-
ка — 3 (3,9 %), атрезией легочной артерии — 1 (1,3 %), 
транспозицией магистральных сосудов — 3 (3,9 %), 
аномальным отхождением коронарной артерии от ле-
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гочной артерии — 1 (1,3 %), синдромом гипоплазии 
левых отделов сердца — 11 (14,5 %), единственным же-
лудочком сердца — 4 (5,3 %) больных. Приобретенные 
пороки аортального клапана были у 12 (15,8 %), ми-
трального клапана 17 (22,4 %), ишемическая болезнь 
сердца — у 6 (7,8 %) больных. Операции в условиях 
ИК выполнены у 63 (82,9 %) больных. Время ИК со-
ставило 170,0 [119,0; 232,0] мин., время ишемии мио-
карда — 74,5 [31,3; 125,2] мин.
Методы исследования. Гематологическое исследование 
проводили на анализаторе «CELL-DYN Ruby» (Abbott, 
США), биохимические — на анализаторе «Architect 
8000» (Abbott, США), концентрации лактата — на ана-
лизаторе «ABL800 FLEX» (Radiometer Medical Aps, 
Дания), исследования системы гемостаза — на анали-
заторе «ACL TOP 750» (Werfen, Испания).
Концентрации в плазме крови C1q (тест-система 

«Human C1q HK356», Hycult Biotech, Нидерланды), 
C3a (тест-система «Human C3a HK354», Hycult Biotech, 
Нидерланды), C5a (тест-система «Human C5a HK349», 
Hycult Biotech, Нидерланды), фактора Н (тест-сис-
тема «Complement Factor H HK 342», Hycult Biotech, 
Нидерланды), маннозосвязывающего лектина (тест-
система «MBL HK 323», Hycult Biotech, Нидерланды), 
мембраноатакующего комплекса (МАК) (тест-система 
«Terminal Complement Complex HK 328», Hycult Biotech, 
Нидерланды), Р-селектина (тест-система «Human sP-
selectin», Invitrogen, США), Е-селектина (тест-систе-
ма «Human sЕ-selectin», Invitrogen, США), PECAM-1 
(тест-система «Human sPECAM-1», Invitrogen, 
США), VE-кадгерина (тест-система «Human VE-
Cadherin Immunoassay», R&D Systems, США), синде-
кана-1 (тест-система «Human Syndecan 1», RayBiotech, 
США), гепарансульфата (тест-система «Human HSPG», 
Could-Clone, США), тромбомодулина (тест-система 
«Human sThrombomodulin», HycultBiotech, США), и ин-
гибитора пути тканевого фактора (TFPI) (тест-система 
«TFPI ELISA Kit», AssayMax, США) определяли с по-
мощью иммуноферментного анализа. Исследования 
проводились по мере накопления образцов, образцы 
хранили при температуре –80 °C не более 4 мес.
Оценку динамики образования фибрина и генерации 
тромбина проводили с использованием анализаторов 
«Регистратор тромбодинамики Т2» и «Регистратор тром-
бодинамики Т2-Т» («Гемакор», Россия) соответственно 
в вариантах «Тромбодинамика» и «Тром бодинамика 
4D» в лишенной тромбоцитов плазме (PLS).
Статистический анализ. Статистическую обработ-
ку проводили с помощью программы «IBM SPSS 
Statistics 26». Оценку на нормальность проводили 
при помощи критерия Колмогорова — Смирнова. 
Количественные величины представлены в виде ме-
дианы (Mе) и межквартильного интервала (Q25; Q75), 
качественные — абсолютного количества наблюде-
ний и доли. Сравнение количественных переменных 

между двумя несвязанными выборками проводи-
ли при помощи критерия Манна — Уитни, между k 
несвязанными выборками — при помощи критерия 
Краскела — Уоллиса. Для сравнения качественных пе-
ременных использовали критерий χ 2. Выявление связей 
между количественными переменными производили 
при помощи ранговой корреляции Спирмена, прогноз 
из значений — при помощи линейного регрессионного 
анализа. Задачи классификации решали путем кла-
стеризации методом k-средних. Статистические раз-
личия считали достоверными при р < 0,05.

Результаты
Среди включенных в обследование летальность со-
ставила 40,8 % (31 больной).
Результаты лабораторных исследований представле-
ны в таблице 1. Медианы стационарной скорости роста 
сгустка, размера сгустка через 30 мин., активаторного 
тромбинового потенциала, пика тромбина и времени 
до достижения пика тромбина были меньше нижней 
границы референсного интервала.
Корреляционный анализ. Размер сгустка через 30 мин. 
положительно коррелировал с концентрацией ком-
понента С3 а, МАК и фактора Н (табл. 2). Плотность 
фибринового сгустка характеризовалась умеренной 
положительной корреляционной связью с фактором Н 
и отрицательной — с концентрацией PECAM и тром-
бомодулина. Активаторный тромбиновый потенциал 
положительно коррелировал с концентрацией факто-
ра Н и активностью антитромбина, отрицательно — 
с концентрацией РЕСАМ. Пик тромбина находился 
в положительной связи с активностью антитромбина 
и в отрицательной — с концентрацией PECAM и тром-
бомодулина. Время до достижения пика тромбина 
положительно коррелировало с концентрацией син-
декана-1, а стационарная амплитуда пика тромбина — 
с концентрацией TFPI.
В рамках многовариантной линейной регрессионной 
модели прогностическими факторами активаторно-
го тромбинового потенциала являлись концентрации 
РЕСАМ и МАК:

ETP_ATG = 863,085–3,822 ×
× [PECAM] + 0,024 × [sМАК].  (1)

Аналогично

Cmax_ATG = 221,041–0,761 × [PECAM]. (2)

У больных со спонтанными сгустками отмечена 
тенденция к большей концентрации PECAM (114,4 ± 
50,5 vs 94,4 ± 39,1 нг/мл, р = 0,06).
Кластерный анализ. С целью выделения однородных 
групп и выявления взаимосвязи между эндогенным 
потенциалом тромбина и эндогенными антикоагулян-
тами (модель № 1) и компонентами гликокаликса эндо-
телия (модель № 2), а также стационарной амплитудой 
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Таблица 1. Результаты лабораторных исследований у больных с поздней послеоперационной тромбоцитопенией
Table 1. Laboratory test results in patients with late postoperative thrombocytopenia

Показатели/Parameters Me [Q25; Q75]

Тромбоциты, дебют тромбоцитопении, ×10 9/л
Platelet count, debut ×10 9/L 79 [61; 91]

Тромбоциты, минимальные, ×10 9/л
Platelet count, nadir, ×10 9/L 58 [35; 83]

Эритроциты, ×10 12/л/RBC, ×1012/L 3,5 [2,9; 4,2]

Моноциты/Monocytes, % 6,6 [4,0; 9,7]

Шистоциты/Schistocytes, % 1,8 [1,1; 2,7]

Мочевина, ммоль/л/Urea, mmol/l 10,0 [5,6; 14,0]

Лактат, ммоль/л/Lactate, mmol/L 2,8 [1,8; 6,8]

Креатинин, мкмоль/л/Creatinine, μmol/L 78 [58; 125]

Прокальцитонин, нг/мл/Procalcitonin, ng/mL 2,7 [0,7; 12,9]

АЧТВ, сек./aPTT, sec 44,0 [36,0; 62,7]

ПВ, сек./PT, sec. 16,3 [13,1; 18,9]

Фибриноген, г/л/Fibrinogen, g/L 3,2 [2,0; 4,5]

D-димер, мкг/л/D-dimer, μg/L 627 [237; 1643]

Компонент С1q, нг/мл/Component C1q, ng/mL 8800 [6435; 11 294]

Компонент С3а, нг/мл/Component C3a, ng/mL 3371 [986; 8748]

Компонент С5а, нг/мл/Component C5a, ng/mL 5,8 [1,5; 12,1]

Фактор Н, нг/мл/Factor H, ng/mL 0,6 [0,4; 0,8]

MBL, нг/мл/MBL, ng/mL 614 [193; 1619]

МАК, мАЕ/мл/TCC, mAE/mL 6590 [4869; 9781]

РЕСАМ, нг/мл/ng/mL 101 [73; 129]

Синдекан-1, нг/мл/Syndecan-1, ng/mL 7,7 [3,7; 18,9]

Е-селектин, нг/мл/E-selectin, ng/mL 54,6 [35,2; 87,9]

Р-селектин, нг/мл/P-selectin, ng/mL 105,3 [76,2; 155,0]

Гепарансульфат, пг/мл/Heparansulfate, ng/mL 6015 [3133; 12 169]

VE-кадгерин, нг/мл/VE-Cadherin, ng/mL 3003 [2493; 4293]

Антитромбин, %/Antithrombin, % 55 [41; 77]

TFPI, нг/мл/TFPI, ng/mL 167 [121; 295]

Тромбомодулин, нг/мл/Thrombomodulin, pg/mL 4,1 [2,4; 6,1]

Тромбодинамика/Thrombodynamics
Tlag, мин./min 1,4 [1,0; 1,9]
Vi, мкм/мин./μm/min 39,4 [20,4; 59,9]
Vst, мкм/мин./μm/min 12,1 [5,1; 29,7]
CS, мкм/CS, μm 663,5 [401,3; 1122,5]
D, усл. ед./D, units 24 446,0 [19 140,0; 29 045,0]
Тромбодинамика 4D/Thrombodynamics 4D
Lag_ATG, мин./min 0,2 [0,1; 0,5]
EPT_ATG, ед. акт./мин./л/U/min/L 633,9 [339,9; 1007,0]
Cmax_ATG, ед. акт./л/U/L 119,6 [70,9; 200,3]
Tmax_ATG, мин./min 1,6 [1,6; 2,1]
Ast, ед. акт./мин./U/min 38,8 [25,4; 80,0]
Vt, мкм/мин./μm/min 30,0 [20,0; 71,5]
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Таблица 3. Кластеризация методом k-средних: конечные центры кластеров
Table 3. K-means clustering: fi nal cluster centers

Переменные/Variables
Кластеры/Clusters

1 2 3
Модель № 1/Model no. 1
EPT_ATG, ед. акт./мин./л/U/min/L 970,00 317,89 1849,00
Антитромбин, %
Antithrombin, % 75,42 48,76 79,33

TFPI, нг/мл/ng/mL 257,27 226,83 123,47
Тромбомодулин, нг/мл
Thrombomodulin, ng/mL 2,88 5,61 2,88

Модель № 2/Model no. 2
EPT_ATG, ед. акт./мин./л/U/min/L 383,15 677,16 683,29
TFPI, нг/мл/ng/mL 360,8 195,59 244,63
Синдекан, нг/мл
Syndecan-1, ng/mL 22,04 8,61 16,74

Гепарансульфат, пг/мл
Heparansulfate, pg/mL 22527,24 3672,18 12047,77

Модель № 3/Model no. 3
Ast, ед. акт./мин./U/min 35,22 39,55 26,30
Кадгерин, нг/мл/VE-Cadherin, ng/mL 4561,96 2382,18 9122,57
Р-селектин, нг/мл/P-selectin, ng/mL 135,9 100,36 168,50
РЕСАМ, нг/мл/ng/mL 114,7 89,58 135,56

пика тромбина и молекулами клеточной адгезии (мо-
дель № 3) проведена кластеризация методом k-средних 
(табл. 3). Проведено сравнение результатов лаборатор-
ных исследований между полученными кластерами 
для каждой модели (табл. 4–6).
В модели № 1 кластер 1.3 характеризовался мак-
симальной величиной активаторного тромбинового 
потенциала и минимальной — концентрацией TFPI 
(табл. 3). Кластер 1.1 был близок к предыдущему, от-
личаясь меньшим EPT_ATG на фоне большей концен-
трации TFPI. Кластер 1.2 объединял больных с вы-
сокими концентрациями тромбомодулина и TFPI, 
низкой активностью антитромбина на фоне низкой 
EPT_ATG. По сравнению с кластером 1.1 он характе-
ризовался более выраженной тромбоцитопенией и ги-
поксией, отличался большей концентрацией PECAM 
и гепарансульфата, меньшими концентрациями фак-
тора Н и МАК (табл. 4). В нем отмечалось торможе-
ние образования фибрина и тромбина на активаторе. 
Для больных кластера 1.1 была характерна наиболь-
шая концентрация С1q.
В модели № 2 минимальная генерация тромбина (кла-
стер 2.1) была характерна для больных с максимальной 
концентрацией TFPI, тромбомодулина и компонентов 
эндотелиального гликокаликса (табл. 3). Эти же боль-
ные находились в состоянии более глубокой гипоксии. 
Кластер 2.2 объединял больных с высоким EPT_ATG 
в сочетании с минимальными концентрациями компо-
нентов гликокаликса (табл. 3) и наименьшей концен-
трацией VE-кадгерина, тромбомодулина е креатини-
на (табл. 5). Кластер 2.3 был близок к предыдущему 
кластеру по величине EPT_ATG, но характеризовался 

более высокими концентрациями синдекана, гепаран-
сульфата, VE-кадгерина и TFPI.
Кластер 3.2 модели № 3 характеризовался нормаль-
ной стационарной амплитудой пика тромбина на фоне 
минимальных концентраций VE-кадгерина, PECAM, 
Р-селектина (табл. 3), Е-селектина, тромбомодули-
на, гепарансульфата, С3 а компонента комплемента 
и МАК (табл. 6). В кластере 3.1 на фоне сопостави-
мых значений Ast отмечался тренд к увеличению кон-
центрации молекул клеточной адгезии. В кластере 
3.3 на фоне максимальных концентраций молекул кле-
точной адгезии, С3 а компонента комплемента и МАК, 
тромбомодулина и гепарансульфата отмечалось угне-
тение распространения волны тромбина.

Обсуждение
У больных с ТТП-подобным синдромом отмечалось 
угнетение генерации тромбина и уменьшение скорости 
образования фибрина. Величина эндогенного тромби-
нового потенциала плазмы оказалась прямо пропор-
циональна величине растворимого МАК и обратно 
пропорциональна концентрации PECAM, т. е. была 
тем ниже, чем более выраженным было повреждение 
эндотелия.
Критическое состояние больного представляет собой 
сложную, нелинейную модель для изучения состоя-
ния системы свертывания крови. Послеоперационная 
тромбоцитопения, нередко воспринимаемая как фак-
тор риска развития геморрагических осложнений [9] 
и рассматриваемая как следствие кровопотери и ди-
люции, в реальности может быть отражением тром-
ботических состояний, обуславливающих нарушение 
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Таблица 4. Сравнение больных в зависимости от принадлежности к кластерам в модели № 1
Table 4. Comparison of patients depending on cluster membership in model no. 1

Переменные
Variables

Кластеры/Clusters
p1–2**

1.1 (n = 12) 1.2 (n = 29) 1.3 (n = 3)*
РЕСАМ, нг/мл/ng/ml 77,8 [55,8; 104,0] 118,6 [98,6; 160,0] 84,3 [78,6;] 0,009

Синдекан, нг/мл
Syndecan-1, ng/mL 9,5 [5,8; 20,3] 8,8 [3,6; 25,2] 4,7 [4,0;] 0,989

Е-селектин, нг/мл
E-selectin, ng/mL 68,8 [40,0; 68,8] 54,8 [38,8; 87,8] 49,7 [22,2;] 0,436

Р-селектин, нг/мл
P-selectin ng/mL 103,7 [76,9; 219,1] 118,2 [81,1; 167,2] 135,0 [105,7;] 0,944

Гепарансульфат, пг/мл
Heparansulfate, pg/mL 3308 [2942; 8659] 10 722 [2955; 19 345] 3268 [3187;] 0,078

Кадгерин, нг/мл
VE-Cadherin, ng/mL 2791 [1997; 4678] 3275 [2612; 5080] 2565 [2544;] 0,357

Компонент С1q, нг/мл
Component C1q, ng/mL 10 806 [8045; 12 934] 6942 [4064; 10 494] 8818 [6182;] 0,008

Компонент С3 а, нг/мл
Component C3a, ng/mL 2501 [690; 8748] 2366 [930; 6328] 7814 [5909;] 0,810

Компонент С5 а, нг/мл
Component C5a, ng/mL 3,68 [1,47; 10,29] 5,48 [1,54; 10,36] 14,48 [13,12;] 0,562

Фактор Н, нг/мл
Factor H, ng/mL 0,69 [0,56; 1,00] 0,55 [0,33; 0,75] 0,91 [0,50;] 0,049

MBL, нг/мл/ng/mL 668 [181; 1528] 604 [189; 1284] 1988 [1959;] 0,832
МАК, мАЕ/мл
TCC, mAE/mL 7062 [5319; 14 004] 5440 [4411; 7330] 13 404 [6158;] 0,06

Tlag, мин./Tlag, min 0,9 [0,8; 1,3] 1,2 [1,0; 2,3] 1,0 [1,0; 1,0] 0,014
Vi, мкм/мин./μm/min 60,5 [50,1; 70,6] 30,3 [12,1; 64,1] 76,3 [75,4;] 0,052
Vst, мкм/мин./μm/min 32,4 [15,8; 46,0] 14,4 [8,1; 35,3] 56,8 [48,8;] 0,093
CS, мкм/μm 1117 [843; 1475] 633 [239; 1210] 1772 [1772;] 0,058
D, усл. ед./D, units 24 498 [15 287; 25 478] 21 504 [11 004; 26 488] 28 536 [23 891;] 0,428
Lag_ATG, мин./min 0,15 [0,10; 0,20] 0,40 [0,20; 0,70] 0,10 [0,10; 0,10] 0,006
Cmax_ATG, ед. акт./л/U/L 221 [164; 253] 80,3 [29,9; 119,6] 365,0 [307,7;] <0,0001
Tmax_ATG, мин./min 1,6 [1,6; 1,6] 1,6 [1,4; 2,1] 1,6 [1,6; 1,6] 0,703
Ast, ед.акт./мин./U/min 43,0 [23,7; 73,5] 30,0 [15,6; 54,0] 50,0 [28,0;] 0,142
Vt, мкм/мин./μm/min 64,5 [24,5; 89,0] 40,0 [17,0; 72,5] 50,0 [38,0;] 0,300
Мочевина, ммоль/л
Urea, mmol/L 10,3 [7,9; 17,8] 11,0 [5,6; 15,2] 14,3 [5,9;] 0,682

Лактат, ммоль/л
Lactate, mmol/L 1,95 [1,36; 6,30] 3,5 [2,1; 11,5] 2,2 [1,3;] 0,021

Креатинин, мкмоль/л
Creatinine, μmol/L 71 [49; 141] 94 [67; 146] 73 [51;] 0,262

Прокальцитонин, нг/мл
Procalcitonin, ng/mL 3,15 [0,96; 17,43] 4,58 [1,17; 18,49] 2,51 [0,08;] 0,631

Моноциты, %
Monocytes, % 8,2 [4,5; 11,0] 5,7 [4,0; 9,1] 3,9 [1,9;] 0,342

Тромбоциты, дебют ×10 9/л
Platelets, debut ×10 9/L 84,5 [73,0; 96,5] 70,0 [54,0; 88,0] 99,0 [41,0;] 0,064

Тромбоциты, надир ×10 9/л
Platelets, nadir ×10 9/L 63,5 [35,8; 88,3] 47,0 [25,0; 65,5] 99,0 [38,0;] 0,262

Эритроциты, ×10 12/л
RBC, ×10 12/L 3,7 [3,3; 4,2] 3,7 [2,9; 4,3] 3,9 [2,3;] 0,899

Фибриноген, г/л/Fibrinogen, g/L 3,75 [1,84; 4,93] 2,40 [1,50; 3,34] 4,95 [3,30;] 0,158
D-димер, мкг/л/D-dimer, μg/L 540 [223; 1859] 372 [194; 1305] 330 [230;] 0,715

Примечание: * расчет Q75 невозможен из-за n = 3, кроме переменных с одинаковыми значениями во всех наблюдениях; ** учитывая малое число 
наблюдений в кластере 1.3, сравнение производилось только между 1.1 и 1.2.
Note: * calculation of Q75 is not possible due to n = 3, excluding variables with the same values in all observations; ** given the small number of observations in cluster 1.3, com-
parison was made only between 1.1 and 1.2.
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Таблица 5. Сравнение больных в зависимости от принадлежности к кластерам в модели № 2
Table 5. Comparison of patients depending on cluster membership in model no. 2

Переменные
Variables

Кластеры/Clusters
р

2.1 (n = 11) 2.2 (n = 46) 2.3 (n = 19)
РЕСАМ, нг/мл/ng/mL 110,0 [92,9; 154,7] 94,3 [61,1; 121,8] 107,1 [78,6; 134,3] 0,198
Е-селектин, нг/мл
E-selectin, ng/mL 74,3 [44,6; 114,6] 49,8 [31,3; 81,1] 67,1 [41,6; 92,2] 0,122

Р-селектин, нг/мл
Р-selectin, ng/mL 133,4 [98,1; 156,2] 96,3 [69,5; 135,4] 112,6 [76,6; 192,0] 0,175

Кадгерин, нг/мл
VE-Cadherin, ng/mL 3696 [2627; 6571] 2762 [2455; 3619] 3664 [2700; 5505] 0,033

Компонент С1q, нг/мл
Component C1q, ng/mL 7714 [4296; 13 288] 9187 [6813; 11 102] 7824 [6462; 11 212] 0,727

Компонент С3 а, нг/мл
Component C3a, ng/mL 4929 [1109; 9571] 2340 [774; 7833] 4564 [2509; 9598] 0,240

Компонент С5 а, нг/мл
Component C5a, ng/mL 4,12 [1,56; 6,76] 7,84 [1,59; 13,23] 3,08 [1,32; 9,68] 0,254

Фактор Н, нг/мл
Factor H, ng/ml 0,54 [0,33; 0,76] 0,58 [0,45; 0,89] 0,56 [0,46; 0,72] 0,621

MBL, нг/мл/ng/mL 1352 [686; 1749] 660 [183; 1757] 479 [151; 1461] 0,186
МАК, мАЕ/мл
TCC, mAE/mL 5440 [4774; 7594] 6275 [4956; 9591] 7455 [4558; 8408] 0,745

Тромбомодулин, нг/мл
Thrombomodulin, ng/mL 7,6 [5,6; 10,2] 2,9 [2,0; 4,8] 5,6 [3,5; 8,0] <0,0001

Антитромбин, %
Antithrombin, % 51 [35; 77] 51 [40; 77] 56 [40; 79] 0,853

Tlag, мин./min 1,2 [0,9; 4,0] 1,0 [0,9; 1,9] 1,5 [1,0; 2,7] 0,407
Vi, мкм/мин./μm/min 26,9 [7,8; 47,0] 42,1 [20,7; 65,9] 43,2 [27,8; 59,7] 0,179
Vst, мкм/мин./μm/min 13,9 [7,5; 15,7] 17,7 [10,9; 36,0] 21,1 [13,8; 31,3] 0,220
CS, мкм/CS, μm 651 [454; 866] 782 [484; 1241] 901 [576; 1196] 0,537
D, усл. ед./units 22 416 [10 332; 27 828] 23 502 [17 983; 27 095] 21 909 [9257; 24 749] 0,497
Lag_ATG, мин./min 0,40 [0,10; 0,83] 0,20 [0,10; 0,60] 0,25 [0,10; 0,50] 0,709
Cmax_ATG, ед. акт./л/U/l 123 [26; 145] 123 [77; 210] 110 [78; 227] 0,346
Tmax_ATG, мин./min 2,1 [1,6; 3,1] 1,6 [1,6; 1,6] 1,6 [1,6; 2,1] 0,131
Ast, ед.акт./мин./U/min 30,0 [15,4; 63,0] 30,0 [18,5; 50,0] 25,0 [17,0; 40,0] 0,557
Vt, мкм/мин./μm/min 27,0 [10,0; 80,0] 44,0 [13,5; 76,3] 30,0 [15,0; 75,0] 0,956
Мочевина, ммоль/л
Urea, mmol/L 12,0 [9,5; 15,8] 7,6 [5,2; 11,1] 11,8 [8,5; 15,8] 0,013

Лактат, ммоль/л
Lactate, mmol/L 9,00 [3,36; 15,25] 2,05 [1,70; 5,00] 2,95 [2,0; 9,48] 0,002

Креатинин, мкмоль/л
Creatinine, μmol/l 127 [75; 266] 70 [52; 105] 123 [70; 193] 0,002

Прокальцитонин, нг/мл
Procalcitonin, ng/mL 5,80 [2,67; 15,17] 2,33 [0,32; 12,13] 2,87 [0,85; 9,64] 0,213

Моноциты/Monocytes, % 5,3 [2,8; 8,9] 6,5 [4,3; 9,0] 8,9 [4,0; 13,0] 0,280
Тромбоциты, дебют ×10 9/л
Platelets, debut ×10 9/L 69,0 [62,0; 75,8] 80,0 [61,0; 85,5] 86,0 [51,0; 94,0] 0,503

Тромбоциты, надир, ×10 9/л
Platelets, nadir, ×10 9/L 42,5 [31,3; 51,5] 61,5 [41,8; 85,5] 49,0 [27,0; 84,0] 0,157

Эритроциты, ×10 12/л
RBC, ×10 12/L 3,3 [2,7; 4,3] 3,4 [2,7; 4,0] 3,7 [3,1; 4,0] 0,523

Фибриноген, г/л
Fibrinogen, g/L 2,45 [1,676; 3,81] 3,27 [2,14; 4,69] 3,19 [1,90; 3,79] 0,439

D-димер, мкг/л
D-dimer, μg/L 361 [211; 2018] 477 [253; 1397] 746 [206; 1545] 0,976
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Таблица 6. Сравнение больных в зависимости от принадлежности к кластерам в модели № 3
Table 6. Comparison of patients depending on cluster membership in model no. 3

Переменные
Variables

Кластеры/Clusters
p

3.1 (n = 25) 3.2 (n = 44) 3.3 (n = 7)
TFPI, нг/мл/ng/mL 159 [134; 295] 198 [126; 309] 155 [86; 253] 0,510
Тромбомодулин, нг/мл
Thrombomodulin, ng/mL 5,1 [3,1; 7,4] 3,0 [2,0; 5,0] 7,5 [6,0; 9,0] 0,001

Антитромбин, %
Antithrombin, % 49 [33; 81] 50 [41; 72] 60 [47; 76] 0,953

Синдекан, нг/мл
Syndecan-1, ng/mL 10,3 [8,2; 14,8] 8,3 [4,2; 15,1] 5,4 [3,5; 15,0] 0,786

Гепарансульфат, пг/мл
Heparansulfate, pg/mL 10 174 [3278; 15 274] 5126 [2507; 7500] 12 445 [4581; 17 878] 0,028

Е-селектин, нг/мл
E-selectin, ng/mL 74,3 [40,1; 103,9] 49,8 [30,2; 69,1] 87,7 [57,3; 114,6] 0,023

Компонент С1q, нг/мл
Component C1q, ng/mL 8634 [5647; 15 361] 9371 [6435; 11 249] 7272 [4728; 8304] 0,308

Компонент С3 а, нг/мл
Component C3a, ng/mL 4976 [1963; 9740] 1961 [538; 6000] 7280 [4970; 10 138] 0,002

Компонент С5 а, нг/мл
Component C5a, ng/mL 6,20 [1,64; 11,20] 3,56 [1,26; 12,39] 8,76 [8,00; 12,32] 0,154

Фактор Н, нг/мл
Factor H, ng/mL 0,56 [0,34; 0,76] 0,54 [0,44; 0,79] 0,76 [0,53; 0,92] 0,229

MBL, нг/мл/ng/mL 623 [228; 1748] 743 [210; 1722] 346 [169; 1630] 0,615
МАК, мАЕ/мл
ТСC, mAE/mL 7222 [4350; 9686] 6162 [4781; 7527] 11 885 [5440; 22 351] 0,048

Tlag, мин./min 1,3 [1,0; 3,6] 1,1 [0,9; 1,8] 1,6 [0,9; 2,0] 0,467
Vi, мкм/мин./μm/min 40,8 [16,2; 57,2] 44,1 [21,0; 65,8] 39,4 [23,4; 61,1] 0,716
Vst, мкм/мин./μm/min 15,2 [8,3; 30,4] 17,7 [10,9; 36,7] 19,7 [13,4; 27,8] 0,686
CS, мкм/μm 712 [216; 1094] 803 [516; 1200] 850 [585; 1847] 0,360
D, усл. ед./units 18 693 [10 909; 26 920] 23 970 [18 302; 27 343] 21 504 [20 660; 24 215] 0,241
Lag_ATG, мин./min. 0,20 [0,10; 0,50] 0,25 [0,10; 0,60] 0,30 [0,20; 0,50] 0,428
Cmax_ATG, ед. акт./л
Cmax_ATG, U/l 577 [240; 905] 539 [324; 931] 376 [252,798] 0,673

Tmax_ATG, мин./min 126 [32; 202] 123 [83; 208] 78 [65; 162] 0,592
Ast, ед.акт./мин./U/min 1,6 [1,6; 2,1] 1,6 [1,6; 2,1] 1,6 [1,6; 2,1] 0,798
Vt, мкм/мин./μm/min 50,0 [14,0; 75,0] 35,0 [15,8; 73,8] 24,0 [15,0; 100,0] 0,992
Мочевина, ммоль/л
Urea, mmol/L 10,4 [6,7; 14,9] 10,1 [5,9; 14,0] 4,6 [4,1; 8,0] 0,046

Лактат, ммоль/л
Lactate, mmol/L 3,85 [1,93; 13,45] 2,50 [1,80; 6,00] 2,90 [2,10; 5,00] 0,439

Креатинин, мкмоль/л
Creatinine, μmol/L 104 [59; 137] 74 [59; 147] 67 [59; 70] 0,181

Прокальцитонин, нг/мл
Procalcitonin, ng/mL 3,05 [0,89; 16,75] 2,60 [0,68; 8,56] 0,87 [0,24; 14,0] 0,602

Моноциты, %
Monocytes, % 7,5 [5,0; 11,0] 5,9 [4,0; 8,5] 14,0 [7,6; 15,0] 0,033

Тромбоциты, дебют ×10 9/л
Platelets, debut ×10 9/L 84,5 [64,8; 89,8] 73,0 [57,3; 88,8] 87,0 [66,0; 95,0] 0,508

Тромбоциты, надир, ×10 9/л
Platelets, nadir, ×10 9/L 60,0 [31,5; 87,8] 52,0 [34,0; 72,5] 61,0 [33,0; 150,0] 0,328

Эритроциты, ×10 12/л
RBC, ×10 12/L 3,7 [3,1; 4,3] 3,1 [2,7; 4,0] 4,3 [3,6; 5,3] 0,015

Фибриноген, г/л
Fibrinogen, g/L 2,54 [1,79; 3,58] 3,28 [2,09; 5,05] 3,44 [2,28; 5,67] 0,199

D-димер, мкг/л
D-dimer, μg/L 611 [68; 1829] 560 [277; 1565] 211 [72; 670] 0,268
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перфузии тканей, возникновение и прогрессирование 
полиорганной недостаточности. ТТП-подобный син-
дром, характеризующийся активацией и поврежде-
нием эндотелия, предполагает угнетение образования 
тромбина вблизи активатора и уменьшение скорости 
образования фибринового сгустка ввиду большей кон-
центрации растворимых компонентов гликокаликса 
в плазме с увеличением ее антикоагулянтного потен-
циала [10,11]. Таким образом, механизмы развития 
тромбоцитопении в рамках ТТП-подобного синдрома 
принципиально отличаются от потребления тромбо-
цитов при ДВС.
Генерация тромбина — автоволновой процесс. 
Вблизи активатора его интенсивность зависит от кон-
центрации активатора. По мере удаления от акти-
ватора эта зависимость исчезает, амплитуда волны 
активности тромбина снижается и становится посто-
янной [12]. Можно полагать, что стационарная ам-
плитуда пика тромбина и скорость распространения 
пика тромбина определяются соотношением про- и ан-
тикоагулянтов на разном удалении от активатора. 
При этом если факторы свертывания — преимущест-
венно составные элементы плазмы крови, то антикоа-
гулянты — элементы эндотелия [13].
Как следует из представленного исследования, тром-
бинообразование представляет собой функцию от ак-
тивности естественных антикоагулянтов, которая со-
пряжена с глубиной повреждения эндотелия (рис. 1). 
Модель № 1 демонстрирует угнетение генерации тром-
бина на активаторе и образование фибрина на фоне 

максимальных значений тромбомодулина в кластере 
1.2, характеризующемся более выраженным поврежде-
нием эндотелия. Если в модели № 1 роль TFPI не столь 
очевидна, то в модели № 2 минимальный эндогенный 
потенциал тромбина отмечен у больных с наиболь-
шими концентрациями TFPI, синдекана-1 и гепаран-
сульфата (кластер 2.1). Роль антитромбина в контроле 
генерации тромбина не до конца ясна [14]. Отмечены 
отчетливые положительные корреляции между обра-
зованием тромбина на активаторе и активностью анти-
тромбина в плазме. Можно полагать, что высвобожде-
ние антитромбина из связи с гликозаминогликанами 
эндотелия при его повреждении увеличивает его плаз-
менный пул и повышает антикоагулянтный потенциал 
плазмы. С другой стороны, снижение его активности 
в плазме может быть связано с высокой концентрацией 
свободных гликозаминогликанов, образующих ком-
плекс с антитромбином [15], а также с образованием 
комплексов «тромбин — антитромбин», т. е. с фактом 
реализации данного потенциала. Таким образом, если 
высокие концентрации тромбомодулина и TFPI отра-
жают нарастание потенциала антикоагулянтов, то из-
менение активности антитромбина не может интер-
претироваться однозначно [16].
На основании модели № 1 и уравнения регрессии (1) 
можно утверждать, что ведущим повреждающим фак-
тором при ТТП-подобном синдроме выступает ком-
племент (рис. 1). Несмотря на то что кластер 1.1 отли-
чают более высокие концентрации C1q и МАК, более 
выраженное повреждение отмечается в кластере 1.2. 

Рисунок 1. Патогенез тромбозов при ТТП-подобном синдроме. Активация комплемента и образование МАК приводят к активации тромбоцитов и эндотелиоцитов. На 
этом фоне увеличивается секреция vWF и потребление ADAMTS13, а также высвобождение естественных антикоагулянтов. Последние тормозят генерацию тромбина 
и образование фибринового сгустка. Адгезия и активация тромбоцитов, обусловленная вышеуказанными факторами, приводит к развитию микротромбозов с развитием 
гипоксии органов
Figure 1. Pathogenesis of thrombosis in TTP-like syndrome. Activation of complement and formation of Terminal Complement Complex (ТСС) leads to activation of platelets and 
endothelial cells. Against this background, secretion of vWF and consumption of ADAMTS-13 increases, as well as the release of natural anticoagulants. The latter inhibit the generation 
of thrombin and the formation of a fi brin clot. Adhesion and activation of platelets, caused by the above factors, leads to the development of microthrombosis with the development of 
organ hypoxia
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Десквамация гликокаликса эндотелия обеспечивает 
облегченные условия для осаждения МАК на эндоте-
лиоцитах (рис. 2) [17] со снижением концентрации его 
растворенных форм, вызывая некроз эндотелиоцитов 
и разрушение межклеточных контактов, приводя к уве-
личению концентрации PECAM и тромбомодулина. 
Последний же является фактором, ограничивающим ге-
нерацию тромбина и образование фибрина [18]. Кроме 
эндотелия, мишенью для МАК являются и тромбоциты 
(рис. 1) [19]. Ситуация усугубляется дефицитом эндо-
телий-зависимого ингибитора комплемента — фактора 
Н [20], а также влиянием тромбина на альтернативный 
путь активации комплемента. Подтверждением глубо-
ких нарушений у больных кластера 1.2 является более 
выраженные у них гипоксия и тромбоцитопения.
Модель № 2, а также приведенные уравнения регрес-
сии (1) и (2) демонстрируют динамику повреждения 
гликокаликса эндотелия (рис. 2) и связанное с ним 
угнетение генерации тромбина на активаторе (рис. 1). 
Наименьшую степень повреждения эндотелия имели 
больные кластера 2.2, для которых отмечены наимень-
шие концентрации синдекана-1, гепарансульфата, VE-
кадгерина, а также тромбомодулина и TFPI. В этом же 
кластере отмечались в наибольшей степени сохранен-
ный потенциал генерации тромбина, наименьшие про-
явления гипоксии и почечного повреждения, а также 
наименьшая летальность (30,4 %). По мере нараста-
ния глубины повреждения от кластера 2.3 к кластеру 
2.1 отмечалось увеличение концентраций синдекана-1, 
гепарансульфата, тромбомодулина с одновременным 
истощением потенциала для генерации тромбина 
и ухудшением прогноза для больного (летальность 
в кластере 2.3 достигала 60 %). На преимуществен-
ное повреждение гликокаликса указывают отсутствие 
различий в концентрации PECAM, селектинов и VE-
кадгерина. Разрушение гликокаликса вызывает нару-
шение не только в системе свертывания крови, но так-
же и иных функций эндотелия [21].
Также, как эндогенный тромбиновый потенциал, 
стационарная амплитуда пика тромбина находилась 

в сильной связи с тяжестью повреждения эндотелия. 
Минимальная активность тромбина на удалении от ак-
тиватора (кластер 3.3) отмечена при максимальной 
степени повреждения эндотелия, выходящей за рамки 
гликокаликса и сопровождающейся как минимум раз-
рушением межклеточных контактов, как максимум — 
некрозом эндотелиоцитов. При такой степени разру-
шения МАК все больше утрачивает свой субстрат.
Десквамация гликокаликса, с одной стороны, угнетает 
рекрутинг тромбоцитов, с другой же, в том числе на фоне 
увеличения экспрессии P-селектина, вызывает адгезию 
тромбоцитов [22]. Наряду с селектинами и PECAM су-
щественное значение в адгезии тромбоцитов может иметь 
баланс между vWF и AMAMTS-13 (рис. 1). Секреция 
первого возрастает на фоне активации эндотелия и де-
грануляции тромбоцитов. Фиксации vWF к эндотелию 
способствует увеличенная экспрессия Р-селектина [23]. 
Активность ADAMTS13 возрастает по мере активации 
vWF [24], но в условиях шока может быстро истощаться, 
обуславливая рост активности vWF. Активация тромбо-
цитов и повреждение эндотелиоцитов, в том числе за счет 
образования микровезикул [25], сопровождается увели-
чением площади поверхности фосфолипидных мембран, 
что может на определенном этапе снижать концентра-
цию факторов свертывания на них и скорость реакций 
коагуляционного каскада [26].
В данных условиях стандартные клоттинговые те-
сты утрачивают должную репрезентативность, так 
как оценивают отдельные реакции коагуляционного 
каскада, не учитывают пространственную неодно-
родность процесса свертывания крови и степени ак-
тивации клеточных элементов, что может приводить 
к ошибкам их интерпретации.
Исходя из полученных результатов можно предпо-
лагать, что рутинная тромбопрофилактика (препа-
раты гепарина) у больных в критическом состоянии 
с ТТП-подобным синдромом не обеспечивает преду-
преждения прогрессии тромбозов. У больных с син-
дромом полиорганной недостаточности и тромбоци-
топенией целесообразно определение баланса vWF 

Рисунок 2. Этапы комплементарно-тромбоцитарно-эндотелиоцитарных взаимодействий при ТТП-подобном синдроме: 1  — десквамация гликокаликса эндотелия, 
аутогепаринизация; 2  — адсорбция мембран-атакующего комплекса, возрастающая по  мере утраты гликокаликса; 3  — разрушение плотных контактов, некроз 
эндотелиоцитов (МАК-мембраноатакующий комплекс, TFPI — ингибитор пути тканевого фактора, ТМ — тромбомодулин, АТ — антитромбин; ГАГ — гликозаминогликаны)
Figure 2. Stages of complement-platelet-endothelial cell interactions in TTP-like syndrome: 1 — desquamation of the endothelial glycocalyx, autoheparinization, 2 — adsorption of the 
membrane attack complex, 3 — destruction of tight junctions, necrosis of endothelial cells (ТСС — Terminal complement complex, TFPI- Tissue factor pathway inhibitor, TM — Thrombo-
modulin, AT — Antithrombin; GAG — Glycosaminoglycans)
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и ADAMTS13. Увеличение их отношения указывает 
на наличие ТТП-подобного синдрома.
Разработка терапии ТТП-подобного синдрома мо-
жет вестись по следующим направлениям: применение 
антител к GPIb, применение антикомплементарных 
препаратов (в дебюте заболевания), ингибирование 
vWF или применение рекомбинантного ADAMTS13. 
Все вышепредставленные предположения обоснованы 
только теоретически и требуют дополнительных кли-
нических исследований.
Таким образом, ТТП-подобный синдром характери-
зуется угнетением генерации тромбина, степень кото-

рого зависит от глубины повреждения эндотелия. Это 
обусловлено активацией систем естественных анти-
коагулянтов. Устойчивость эндотелия к мембран-ата-
кующему комплексу снижается по мере увеличения 
десквамации его гликокаликса, что сопровождается 
углублением разрушения эндотелия. Параллельно 
происходит комплемент-опосредованная активация 
тромбоцитов. Глубокое повреждение эндотелия, а так-
же развитие артериальных микротромбозов, несмотря 
на низкую генерацию тромбина, приводят к нараста-
нию гипоксического повреждения органов и ухудше-
нию результатов лечения.
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Введение. Эндопротезирование является единственным методом лечения терминальной стадии артропатии у боль-
ных гемофилией. Вместе с увеличением количества эндопротезирований растет и количество перипротезных инфек-
ций (ППИ).
Цель: определить наиболее частых возбудителей и  их чувствительность к  антимикробным препаратам, а  также 
факторы риска развития ППИ у больных гемофилией после эндопротезирования крупных суставов.
Материалы и методы. В ретроспективном исследовании проанализированы случаи ППИ у больных гемофилией, 
которым в период с 2015 по 2022 гг. было выполнено эндопротезирование крупных суставов, и возбудители данного 
осложнения
Результаты. Выявлены 80 случаев ППИ: у 61 (76,0 %) больного гемофилией А и у 19 (24 %) больных гемофилией 
В. Было 38 (47,5 %) случаев первичной инфекции, рецидив инфекции выявлен в 42 (52,5 %) эпизодах. Промывную 
систему с диоксидином или полигексадином использовали в 9 (11,2 %) случаях первичной инфекции, во всех осталь-
ных случаях применяли тактику двухэтапной ревизии. Выявлено 20 различных возбудителей: 58 (65,0 %) грампо-
ложительных патогенов, 13 (14,0 %) грамотрицательных патогенов, 3 (3,0 %) эпизода грибкового поражения. Уста-
новить возбудитель в 16 (18,0 %) случаях не удалось. Наиболее частыми возбудителями явились S. aureus (21,1 %) 
и S. epidermidis (21,1 %), E. faecalis (7,3 %). Среди изолятов S. aureus было обнаружено 18,8 % метициллин-резистент-
ных штаммов. Среди грамотрицательных бактерий вывлены P. aeruginosa в 6 (7,3 %) случаях, все они имели множе-
ственную антибиотикорезистентность. Количество случаев ППИ, возникших в первый месяц или первый год, незна-
чительно отличалось от эпизодов, когда инфекционные осложнения возникли в период от года и более. ППИ после 
ревизионного эндопротезирования чаще всего дебютировали в период от оперативного вмешательства до 12 мес.
Заключение. Наибольший риск возникновения ППИ у больных гемофилией после ревизионного эндопротезирова-
ния в течение года после операции. ППИ у больных гемофилией возникает чаще, чем в общей популяции, что обуслов-
лено большим количеством факторов риска у больных гемофилией в сравнении с общей популяцией больных.
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инфекция
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P ATHOGENS OF PERIPROSTHETIC INFECTION IN PATIENTS 
WITH HEMOPHILIA

Kim A.Yu.*, Zorenko V.Yu., Klyasova G.A.

National Medical Research Center for Hematology, Moscow, Russian Federation

Introduction. Endoprosthetics remains the only method of treating end-stage arthropathy in patients with hemophilia. Along 
with the increase in the number of endoprosthetics, the number of periprosthetic infections is also on the rise.
Objective. to determine the most common pathogens and their sensitivity to antimicrobial drugs, as well as risk factors for the 
development of periprosthetic infections in patients with hemophilia after endoprosthetics of large joints.
Materials and methods. A retrospective study analyzed cases of PJI of large joints in patients with hemophilia between 
2015 and 2022, along with the causative agents of this complication.
Results. A total of 80 cases of PJI were identifi ed. In patients with hemophilia A, PJI occurred in 76.0% of cases (61 patients), 
in patients with hemophilia B in 24.0% of cases (19 patients). Primary infection was detected in 47.5% of cases (38 PJI). Re-
lapse of infection was detected in 42 episodes (52.5%). A washing system with dioxidine or polyhexadine was used in 9 cas-
es (11.2%) of primary infection, in all other cases a two-stage revision tactic was used. 20 different pathogens were identifi ed: 
58 (65.0%) episodes of gram-positive fl ora, 13 (14.0%) cases of gram-negative fl ora, 3 (3.0%) episodes of fungal infection. 
It was not possible to identify the pathogen in 16 (18.0%) cases. The most common pathogens were S. aureus (21.1%) and 
S. epidermidis (21.1%), E. faecalis (7.3%). Among Staphylococcus aureus isolates, 18.8% were methicillin-resistant strains. 
Among gram-negative bacteria, P. aeruginosa was detected in 6 cases (7.3%), all of which exhibited multiple antibiotic re-
sistance. The number of cases of PJI that arose in the fi rst month or fi rst year did not differ signifi cantly from episodes when 
infectious complications arose in the period of a year or more. PJI after revision endoprosthetics most often debuted within 
12 months after surgery.
Conclusion. The highest risk of PJI in patients with hemophilia occurs within the fi rst year after revision endoprosthetics. PJI 
develops more frequently in patients with hemophilia than the general population, which is attributed to a greater number of 
risk factors in patients with hemophilia compared to the general patient population.
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ABSTRACT

Введение
Гемофилия — это редкое врожденное нарушение сис-
темы свертывания крови, характеризующееся недоста-
точностью фактора свертывания VIII (FVIII) при гемо-
филии А или фактора IX (FIX) при гемофилии В. Это 
генетическое заболевание обусловлено мутациями 
в гене FVIII (Xq28) или гене FIX (Xq27) [1, 2]. Гемофилия 
наследуется с Х-хромосомой по рецессивному прин-

ципу, но до 50,0 % больных, у которых впервые диаг-
ностирована тяжелая форма гемофилии, не имели се-
мейного анамнеза [1]. Распространенность гемофилии 
среди населения оценивается как 17,1 на 100 000 муж-
чин. Распространенность гемофилии А значительно 
больше, чем гемофилии В, составляя 80–85,0 % от всех 
случаев гемофилии. Гемофилия в подавляющем боль-
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шинстве развивается у мужчин, так как для развития 
проявления данной патологии у женщин необходимо, 
чтобы обе Х-хромосомы имели мутацию, что встре-
чается крайне редко. Женщина с одной поражен-
ной X-хромосомой является носителем гемофилии [2].
Основное проявление гемофилии — спонтанные 
или развившиеся вследствие травмы кровотече-
ния/кровоизлияния в мягкие ткани (гематомы и ге-
мартрозы, кровотечения иной локализации встречают-
ся реже). Рецидивирующие кровоизлияния в органы 
опоры и движения без должной терапии приводят 
к выраженным грубым деформациям и развитию ге-
мофилической артропатии. Профилактика развития 
гемофилической артропатии основана на постоянной 
адекватной профилактической терапии препаратами 
дефицитных факторов свертывания [1].
При терминальной гемофилической артропатии 
самым эффективным способом лечения является эн-
допротезирование суставов, которое широко приме-
няется для лечения деформирующего артроза у боль-
ных без коагулопатий [2]. В настоящее время в США 
выполняется в среднем 527 операций артропластики 
на 100 000 человек. Согласно прогнозам, к 2030 г. коли-
чество таких операций увеличится: для тазобедренного 
сустава с 572 000 до 633 000, а для коленного сустава — 
с 1,16 миллиона до 3,48 миллиона [3]. Аналогичные 
тенденции ожидаются и в Европе, в частности 
в Англии, Уэльсе и Германии [4, 5], где также пред-
сказывают рост количества подобных вмешательств. 
С увеличением количества эндопротезирований воз-
растает и количество ревизионных операций. По оцен-
кам некоторых авторов [6], их частота составит около 
10,0 % от общего количества первичных вмешательств, 
что соответствует примерно 400 000 случаев в год. 
Одной из ключевых причин проведения ревизионных 
операций является перипротезная инфекция (ППИ). 
По данным A. M. Schwartz и соавт. [6], к 2030 г. ППИ 
станет ведущей причиной ревизионных вмешательств. 
В настоящее время частота ППИ после эндопроте-
зирования тазобедренного сустава в мире варьирует 
от 0,2 до 2, 2 % [7], а в онкоортопедии этот показатель 
достигает 8,5–10,0 % [8].
Наиболее частым возбудителем ППИ являются ста-
филококки: S. aureus и S. epidermidis. Высокая частота 
встречаемости данных инфекций объясняется рас-
пространением метициллин-резистентных S. aureus 
и S. epidermidis, а также тем, что они являются условно-
патогенной флорой. Прочие возбудители встречаются 
значительно реже [9]. В 2019 г. в РФ было выполнено 
83 311 операций первичного эндопротезирования тазо-
бедренного сустава, 63 750 операций первичного эндо-
протезирования коленного сустава, 5197 ревизионных 
эндопротезирований тазобедренного сустава и 2573 — 
коленного сустава [10].
Развитие ППИ является грозным осложнением, ко-
торое приводит к глубокой инвалидизации больных. 

За последние десятилетия частота ППИ у больных 
гемофилией уменьшилась, но все равно ППИ встре-
чается чаще, чем в общей популяции [1]. Поскольку 
популяция больных гемофилией небольшая, изуче-
ние причин развития ППИ и структуры возбудителей 
вызывает сложности. Исследования глубоких ППИ 
у больных гемофилией провели D. L. Powell и соавт. 
в США [11], но целью исследования был анализ ВИЧ-
позитивных больных гемофилией, что еще сильнее 
ограничило когорту исследуемых больных. Прочие 
исследования проводятся как анализ опыта эндопро-
тезирования больных гемофилией и долгосрочных ре-
зультатов лечения, поэтому ППИ в этих исследовани-
ях фигурирует как осложнение [12, 13].
По данным отделения травматологии и реконструк-
тивно-восстановительной ортопедии для больных ге-
мофилией в ФГБУ «НМИЦ гематологии» Минздрава 
России [14], в период с 1992 по 2014 гг. из 675 эндопро-
тезирований 59 (8,8 %) больным потребовалось реви-
зионное эндопротезирование, у 18 (3,0 %) больных 
развились инфекционные осложнения, у 9 (50,0 %) 
из этих больных после ревизионного эндопротезиро-
вания (второго этапа лечения ППИ) возник рецидив 
инфекции. Среди больных с ингибитором FVIII ча-
стота инфекционных осложнений была выше и соста-
вила 11,0 %.
Таким образом, частота инфекционных осложнений 
у больных гемофилией после тотального эндопроте-
зирования, требующих ревизионного эндопротезиро-
вания, больше, чем в общей популяции. ППИ у боль-
ных гемофилией чаще развиваются и рецидивируют. 
Причины развития такого осложнения требуют даль-
нейшего исследования с целью профилактики и улуч-
шения результатов лечения.
Цель настоящей работы — определить наиболее 
частых возбудителей и их чувствительность к анти-
микробным препаратам, а также факторы риска раз-
вития ППИ у больных гемофилией после эндопроте-
зирования крупных суставов.

Материалы и методы
Проведен ретроспективный анализ 80 случаев ППИ 
у 41 больного, получавшего лечение в ФГБУ «НМИЦ 
гематологии» Минздрава России с 2015 по 2022 г. 
Критериями включения в исследование были: диагноз 
гемофилии А или гемофилии В; диагностированная 
в условиях стационара ППИ. Для анализа использо-
вали протоколы операций, результаты микробиологи-
ческих исследований и данные историй болезней.
ППИ диагностировали у больных возрастом 
от 29 до 66 лет, медиана возраста — 48 лет. Гемофилия 
А была у 61 (76,0 %) больного, гемофилия В — у 19 боль-
ных (24,0 %). Коленные суставы были поражены в 64 
(80,0 %) случаях, тазобедренные — в 8 (10,0 %) случа-
ях. У 10,0 % больных отмечалось инфицирование двух 
суставов. Среди 80 случаев первичная ППИ выявлена 
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в 38 (47,5 %) эпизодах. В 42 (52,5 %) случаях были ре-
цидивы ППИ, которые подразделили по предшеству-
ющему анамнезу:

• рецидивы после ревизионного эндопротезирова-
ния на том же суставе — 16 (20,0 %) эпизодов, причины 
ревизий разнились: от асептической нестабильности 
до второго этапа лечения ППИ;

• рецидивы ППИ после установки артикулирующе-
го/цементного спейсера — 13 (16,2 %) случаев;

• неудовлетворительная заживляемость (расхожде-
ние краев раны или появление свищевых ходов), по по-
воду которой произведена некрэктомия, — 13 (16,2 %) 
случаев.
Промывную систему с диоксидином или полигек-
садином установили в 14 (17,5 %) случаях, из которых 
при неудовлетворительной заживляемости установка 
произведена совместно с цементным спейсером 5 раз. 
У 3 больных (7,5 %) рецидивирующее течение ППИ 
привело к ампутации. В 31 (38,8 %) случае была сви-
щевая форма инфекции, а также в 31 (38,8 %) случае 
во время операции выявили гнойное отделяемое.
Для классификации полученных данных использо-
вали классификацию ППИ D. T. Tsukayama и соавт. 
[15], согласно которой ППИ подразделяли на 4 типа, 
основываясь на времени возникновения после опера-
ции и возможного пути инфицирования:

• первый тип — ранняя послеоперационная ППИ, 
возникшая в течение 30 дней от момента оперативного 
вмешательства;

• второй тип — поздняя ППИ, возникшая от 1 мес. 
до года после операции;

• третий тип — острая гематогенная инфекция, воз-
никшая более чем через 1 год с момента операции;

• четвертый тип — случаи, при которых положи-
тельные интраоперационные культуры были выявле-
ны при реэндопротезировании по поводу предполага-
емой асептической нестабильности.
Первые два типа относили к экзогенной инфекции, 
полученной в условиях стационара. Этап лечения, 
на котором производили взятие материалов, и вид ма-
териалов представлены в таблице 1.
Количество случаев ППИ, включенных в исследова-
ние, значительно превышало число больных, посколь-
ку при некоторых эпизодах инфекционный процесс 
носил рецидивирующий характер, в том числе ППИ 
первого типа по классификации D. T. Tsukayama и со-
авт. [15].
Посев полученного материала производили на пи-
тательные среды (кровяной/шоколадный агар и пр.) 
с последующей инкубацией. При росте колоний 
проводились макроскопическая, микроскопиче-
ская и биохимическая идентификации возбудите-
лей с дальнейшим определением категории антиби-
отикорезистентности возбудителей в соответствии 
с актуальными на момент исследования критериями 
Института клинических и лабораторных стандартов 
США и Европейского комитета по определению чув-
ствительности к антибиотикам методом минимальной 
подавляющей концентрации (мг/л). В исследовании 
анализировали только полную резистентность (кате-
гория R) к антибиотикам, так как промежуточная чув-
ствительность (I) не позволяла сделать однозначный 

Таблица 1. Методика взятия биоматериала на разных этапах лечения
Table 1. Methodology of Biomaterial Collection at Different Stages of Treatment

Этап лечения
Treatment stage

Материал для 
исследования

Research material

Методика
Methodology 

До операции
Before surgery

Раневое отделяемое
Wound Exudate

Для исследования брали отделяемое из свища при его наличии или суставную 
жидкость после пункции*
Exudate from the fi stula if present, or joint fl uid after puncture* were used for the study

Во время 
операции
Intraoperative

Биоптат или раневое 
отделяемое
Wound exudate or biopsy 
specimen

Проводили взятие наиболее измененных тканей области прилегания цемента 
к костной ткани в местах нестабильности компонентов эндопротеза, на фоне 
антибактериальной терапии
The most altered tissue samples were taken from the area where the cement adjoins the bone tissue in 
areas of instability of the endoprosthesis components, against the background of antibacterial therapy

После операции
Postoperative

Раневое отделяемое
Wound Exudate

При наличии отделяемого из области послеоперационной раны производили 
взятие материала на исследование во время проведения антимикробной терапии
In cases where there was discharge from the area of the postoperative wound, material was col-
lected for examination during antimicrobial therapy

Рецидив
Relapse

Раневое отделяемое
Wound Exudate

При несостоятельности послеоперационной раны или появления свищевых 
ходов производили взятие материалов во время проведения прежней или 
эскалированной антимикробной терапии
In cases of postoperative wound failure or the appearance of fi stulas, material was collected during 
previous or escalated antimicrobial therapy

Примечание: * при наличии локальной гиперемии и увеличения сустава, лихорадки, болевого синдрома в основном антибактериальная терапия 
не проводилась, но при переводе из другого стационара терапия могла проводиться.
Note: * in the presence of local hyperemia and enlargement of the joint, fever, pain syndrome, antibacterial therapy was generally not administered, but when transferred from another 
hospital, therapy could be administered.
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вывод об эффективности терапии и требовал инди-
видуальной клинической оценки, что затруднительно 
выполнить в рамках ретроспективного исследования. 
В 9 (11,2 %) случаях первичной ППИ, симптомы ко-
торой возникли в течение 30 дней после операции, 
использовали промывную систему с диоксидином 
или полигексадином. В остальных случаях выполняли 
двухэтапную ревизию с использованием артикулиру-
ющего или цементного спейсера с костным цементом 
с добавлением гентамицина.
Статистический анализ. Использовали методы опи-
сательной статистики. Данные представлены в виде 
абсолютных значений, процентов.

Результаты
Взятие материалов на микробиологические исследо-
вания при ППИ у больных гемофилией было выполне-
но в 273 случаях. Из 224 посевов раневого отделяемого 
в 129 (58,1 %) случаев патогены не выявлены. Из взя-
тых 39 биоптатов мягких тканей области сустава от-
рицательные результаты посевов были получены в 24 
(61,5 %) случаях. Распределение выявленных возбу-
дителей представлено на рисунках 1–3 и таблице 2. 
Преобладали грамположительные патогены, нередко 
выявляли грамотрицательные патогены, редко выяв-
ляли грибы Candida parapsilosis. ППИ с невыявленным 
возбудителем составили 20,0 % от всех случаев.
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Рисунок 1. Распределение выявленных возбудителей по частоте встречаемости (с учетом микробных ассоциаций как независимых наблюдений)
Figure 1. Distribution of Identifi ed Pathogens by Frequency of Occurrence (Considering Microbial Associations as independent observations)
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Рисунок 2. Распределение выявленных грамположительных возбудителей. CoNS — коагулазонегативные стафилококки
Figure 2. Distribution of Identifi ed Gram-Positive Pathogens. CoNS — Coagulase-Negative Staphylococci
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Одним возбудителем был вызван 31 (38,8 %) эпизод 
ППИ, остальные случаи (41,2 %) представлены ми-
кробными ассоциациями. Выявленные виды возбуди-
телей представлены в таблице 2.
Среди грамотрицательных возбудителей с наи-
большей частотой выявляли Pseudomonas aeruginosa 
(рис. 3).

Среди грамположительных бактерий чаще все-
го встречались Staphylococcus aureus и Staphylococcus 
epidermidis. Из 17 случаев ППИ, вызванных S. epidermidis, 
только 4 были получены в 2 и более образцах. Только 
S. aureus относится к коагулазопозитивным возбудите-
лям, все остальные представители рода — коагулазо-
негативные возбудители (рис. 2).
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Рисунок 3. Распределение выявленных грамотрицательных возбудителей и C. parapsilosis
Figure 3. Distribution of Identifi ed Gram-Negative Pathogens and C. parapsilosis

Таблица 2. Возбудители ППИ у больных гемофилией
Table 2. Pathogens of PJI in Hemophilia Patients

Группы Возбудитель / Pathogen Количество ППИ* / Number of PJI*

Грамположительные 
бактерии
Gram-positive bacteria

Staphylococcus aureus 17 (21,5 %)
Staphylococcus epidermidis 17 (21,5 %)
Staphylococcus heaemolyticus 3 (3,75 %)
Staphylococcus hominis 3 (3,75 %)
Staphylococcus capitis 1 (1,25 %)
Enterococcus faecalis 6 (7,25 %)
Enterococcus raffi nosus 1 (1,25 %)
Streptococcus dysagalactiae 3 (3,75 %)
Streptococcus oralis 2 (2,5 %)
Streptococcus agalactia 1 (1,25 %)
Streptococcus mitis 1 (1,25 %)
Corynebacterium amycolatum 2 (2,5 %)
Corynebacterium striatum 1 (1,25 %)

Грамотрицательные 
бактерии
Gram-negative bacteria

Pseudomonas aeruginosa 6 (7,25 %)
Stenotrophomonas maltophilia 2 (2,5 %)
Proteus mirabilis 2 (2,5 %)
Pantnoea calida 1 (1,25 %)
Klebsiella pneumoniae 1 (1,25 %)
Enterobacter cloacae 1 (1,25 %)

Грибы / Fungi Сandida parapsilosis 3 (3,75 %)

Примечание: процентные значения в таблице рассчитаны относительно общего числа эпизодов ППИ, в отличие от представленных в диаграмме 
данных, где микробные ассоциации учитывались как независимые наблюдения.
Note: the percentages in the table are calculated relative to the total number of PJI episodes, unlike the data presented in the diagram, where microbial associations were considered 
as independent observations.
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Антибиотикорезистентность полученных возбуди-
телей представлена в таблице 3. Полученные данные 
скорректированы в соответствии с актуальной ожи-
даемой резистентностью возбудителя в соответствии 
с российскими рекомендациями определения чувст-
вительности микроорганизмов к антимикробным пре-
паратам [16].
Используя приведенную выше классификацию 
ППИ [15], в настоящем исследовании, были получены 
следующие результаты (рис. 4).
К первому типу отнесены 8,8 % эпизодов ППИ, все 
случаи возникли после ревизионного эндопротези-

рования по поводу асептической нестабильности, 
и у каждого из этих больных имелись маркеры вирус-
ных гепатитов. Ко второму типу ППИ отнесено 42,9 % 
эпизода. У одного больного из сопутствующих заболе-
ваний имелся сахарный диабет, у всех остальных вы-
явлены маркеры вирусных гепатитов. Инфекционные 
осложнения после артропластики у 48,8 % больных 
относились к третьему типу. Без сопутствующих забо-
леваний ППИ возникла у 2 больных, у одного боль-
ного диагностирован сахарный диабет 2 типа, все 
остальные больные имели маркеры вирусных гепати-
тов. ППИ четвертого типа выявлено не было.

Таблица 4. Количество выявленных возбудителей, резистентных к антибиотикам
Table 4. Number of detected antibiotic-resistant pathogens 

Антибиотик
Antibiotic Pneumoniae P. mirabilis S. agalactia E. faecalis P. aeruginosa S. aureus 

Амикацин
Amikacin R — 1/1 (100 %)*

Меропенем
Meropenem R — 1/1 (100 %)

Цефтазидим
Ceftazidime R — 1/6 (16,7 %)

Оксациллин
Oxacillin R — 3/17 (17,6 %)

Колистин
Colistin R — 2/2 (100 %)

Цефепим
Cefepime R — 1/6 (16,7 %)

Цефтаролин
Ceftaroline R — 2/17 (11,8 %)

Триметоприм-
сульфаметоксазол 
Trimethoprim-
sulfamethoxazole

R — 2/2 (100 %) R — 1/6 (16,7 %)

Пиперацилин-
тазобактам
Piperacillin-tazobactam

R — 1/6 (16,7 %)

Ципрофлоксацин
Ciprofl oxacin R — 1/1 (100 %) R — 2/2 (100 %) R — 1/6 (16,7 %) R — 6/6 (100 %) R — 2/17 (11,8 %)

Левофлоксацин
Levofl oxacin R — 2/2 (100 %) R — 1/1 (100 %) R — 2/6 (33,3 %) R — 1/6 (16,7 %) R — 4/17 (23,54 %)

Норфлоксацин
Norfl oxacin R — 2/2 (100 %)

Моксифлоксацин
Moxifl oxacin R — 2/17 (11,8 %)

Гентамицин
Gentamicin R — 2/2 (100 %) R — 1/17 (5,9 %)

Тетрациклин
Tetracycline R — 1/17 (5,9 %)

Нитрофурантоин
Nitrofurantoin R — 2/2 (100 %)

Тигециклин
Tigecycline R — 2/2 (100 %)

Примечание: процентные значения в таблице рассчитаны относительно общего числа эпизодов ППИ, вызванных исследуемым возбудителем. 
R — устойчивые изоляты при минимальной подавляющей концентрации антибиотика.
Note: the percentage values in the table are calculated relative to the total number of PJI episodes caused by the pathogen under study. R — resistant isolates at minimum inhibitory 
concentration of antibiotic.
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Обсуждение
Медиана возраста больных гемофилией, у которых 
возникла ППИ, была ниже возраста больных ППИ 
в российских исследованиях [17]. Коленные суставы 
поражались в большинстве случаев, что обусловлено 
специфическим повреждением именно этих суставов, 
характерным для гемофилической артропатии: частота 
поражения коленных суставов — до 45 %, тазобедрен-
ных — 3–5 % [1]. Схожее соотношение изолированно-
го поражения коленных (80 случаев) и тазобедренных 
(10 случаев) суставов отмечено и в настоящем исследо-
вании.
Наиболее частым возбудителем ППИ у больных 
гемофилией являлись S. epidermidis и S. aureus, что со-
ответствует результатам отечественных исследова-
ний [17]. Увеличение доли S. epidermidis в качестве 
возбудителя ППИ у больных гемофилией может 
быть объяснено дополнительным риском, характер-
ным для больных гемофилией: большинство боль-
ных получают заместительную гемостатическую 
терапию препаратами факторов свертывания в до-

машних условиях, где соблюдение правил асепти-
ки и антисептики может быть осложнено, из-за чего 
происходит транслокация кожной микрофлоры 
в кровеносное русло с последующим оседанием их 
на металлических компонентах эндопротеза. Важна 
роль коагулазонегативных стафилококков, самой 
многочисленной группы патогенов в настоящем ис-
следовании, которые характерны для имплант-ассо-
циированной инфекции [18].
При оценке результатов резистентности обращает 
внимание появление значительной доли (17,7 %) мети-
циллин-резистентного штамма среди изолятов S. aureus 
и штамм K. pneumoniae, продуцирующий карбапенема-
зы, что осложняло диагностику и терапию данного 
осложнения. Однако все штаммы S. epidermidis были 
чувствительны к ванкомицину, все изоляты E. faecalis 
сохраняли чувствительность к ампициллину и ванко-
мицину, а штаммы P. aeruginosa — к меропенему и ими-
пенему, что соответствует российским рекомендаци-
ям определения чувствительности микроорганизмов 
к антимикробным препаратам [16].
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Рисунок. 4. Распределение случаев ППИ по времени возникновения (типу) после эндопротезирования
Figure 4. Distribution of PJI cases by time of occurrence (type) after endoprosthetic surgery
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Важно время, через которое возникала инфекция 
после протезирования, и кратность протезирования. 
Наибольший риск возникновения ППИ у больных 
гемофилией был в случаях ревизионного эндопро-
тезирования в течение года после операции. При ге-
матогенной инфекции, возникшей на более позднем 
сроке, частота возникновения после ревизионного эн-
допротезирования заметно снижалась (85,29 % против 
62,16 % соответственно). Данные, полученные в насто-
ящем исследовании, отличаются от результатов, полу-
ченных в исследовании А. В. Цискарашвили и соавт. 
[17], согласно которому превалировала ранняя инфек-
ция после первичного протезирования. Однако дан-
ные настоящего исследования соответствуют резуль-
татам N. Benito и соавт. [19], в которых превалировала 
третья группа, но все еще доля острой гематогенной 
инфекции через год и более после протезирования 
была мала. Такие расхождения можно объяснить 
малой группой больных, наличием у подавляющего 
большинства маркеров перенесенного вирусного ге-
патита, перенесенными трансфузиями компонентов 
донорской крови, а также предыдущими многократ-
ными вмешательствами на нескольких суставах, так 

как именно органы опоры и движения наиболее часто 
страдают при гемофилии.
Ревизионное эндопротезирование, вирусные гепати-
ты В и С, сахарный диабет, гемотрансфузии, коагуло-
патия, мужской пол — все это признанные факторы 
риска ППИ [20], которые выявлены и у больных гемо-
филией.
Таким образом, больные гемофилией, которым вы-
полнялась артропластика суставов, имели дополни-
тельные факторы риска, которые повышали вероят-
ность возникновения ППИ. Количество случаев ППИ, 
возникших в первый месяц или первый год после эндо-
протезирования, незначительно отличалось от эпизо-
дов, при которых инфекционные осложнения возникли 
в период от года и более. Количество ППИ, возник-
ших после ревизионного вмешательства в I и II типах 
инфекции, по классификации D. T. Tsukayama и соавт. 
[15], — подавляющее большинство. Результаты клас-
сификации эпизодов развития ППИ не соответствуют 
данным литературы, что можно объяснить бóльшим 
количеством факторов риска у больных гемофилией 
по сравнению с общей популяцией больных, которым 
выполняли эндопротезирование.
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КЛИНИЧЕСКИЕ ПРОЯВЛЕНИЯ И СПЕКТР ГЕНЕТИЧЕСКИХ 
МУТАЦИЙ ХРОНИЧЕСКОЙ НАСЛЕДСТВЕННОЙ НЕСФЕРОЦИТАРНОЙ 
ГЕМОЛИТИЧЕСКОЙ АНЕМИИ ВСЛЕДСТВИЕ ДЕФИЦИТА 
ГЛЮКОЗО-6-ФОСФАТИЗОМЕРАЗЫ

Кузьминова Ж.А.*, Рахимова Г.У., Манн С.Г., Сметанина Н.С.

ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр детской гематологии, онкологии и иммунологии им. Дмитрия Рогачева» 
Министерства здравоохранения Российской Федерации, 117997, г. Москва, Российская Федерация
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Введение. Дефицит глюкозо-6-фосфатизомеразы (ГФИ) относится к наследственным несфероцитарным гемолити-
ческим анемиям, имеющим аутосомно-рецессивный тип наследования.
Цель: изучить клинические и генетические данные больных с дефицитом ГФИ.
Больные и методы. В одноцентровом ретроспективном исследовании проанализированы данные медицинской 
документации больных до 18 лет, которые обращались в ФГБУ «НМИЦ ДГОИ им. Д. Рогачева» Минздрава России 
в период с 2018 по 2024 г. В анализ включены 13 больных из 12 семей, среди них 2 девочки и 11 мальчиков, медиана 
возраста постановки диагноза — 3,5 года.
Результаты. Все больные имели различной степени тяжести гемолитическую анемию и двое больных из одной се-
мьи имели неврологические симптомы (эпилепсия, тетрапарез, задержка психомоторного развития). Троим больным 
была выполнена спленэктомия в связи с высокой трансфузионной зависимостью, после чего у них наблюдалось 
улучшение, однако полного прекращения гемолиза не произошло. Среди больных были идентифицированы 14 раз-
личных мутаций в гене GPI, 8 из которых ранее не были описаны. Их патогенность была определена различными 
алгоритмами.
Заключение. Дефицит ГФИ характеризуется высокой вариабельностью клинических проявлений, требующей ин-
дивидуализированного подхода к диагностике и терапии. Полученные результаты подтверждают значимость ком-
плексного обследования, включающего лабораторные и молекулярно-генетические методы.

Ключевые слова: несфероцитарная гемолитическая анемия, гликолиз, гемолиз, анемия, ферментопатия, дефицит глюкозофосфатизомеразы
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ской наследственной несфероцитарной гемолитической анемии вследствие дефицита глюкозо-6-фосфатизомеразы.  Гематология и трансфузиоло-
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CLINICAL MANIFESTATIONS AND GENETIC SPECTRUM OF CHRONIC 
HEREDITARY NONSPHEROCYTIC HEMOLYTIC ANEMIA DUE 
TO GLUCOSE-6-PHOSPHATE ISOMERASE DEFICIENCY

Kuzminova Z.A.*, Rakhimova G.U., Mann S.G., Smetanina N.S.

Dmitry Rogachev National Medical Research Center of Pediatric Hematology, Oncology and Immunology, 117997, Moscow, Russian Federation

Introduction: Glucose-6-phosphate isomerase (GPI) defi ciency is a hereditary nonspherocytic hemolytic anemia with an 
autosomal recessive inheritance pattern.
Aim: to study the clinical and genetic data of patients with GPI defi ciency.
Patients and methods: A single-center retrospective study analyzed medical records of patients under 18 years of age who 
were admitted to the Dmitry Rogachev National Medical Research Center of Pediatric Hematology, Oncology and Immu-
nology in the period between 2018 to 2024. The analysis included 13 patients from 12 families, 2 girls and 11 boys, with a 
median age at diagnosis of 3.5 years.
Results: All patients had hemolytic anemia of different verity and 2 patients from the same family had neurological symptoms 
(epilepsy, tetraparesis, psychomotor retardation). Three patients underwent splenectomy due to high transfusion dependence, 
after which they showed improvement, but hemolysis was not completely stopped. A total of 14 different mutations in the 
GPI gene were identifi ed, 8 of which had not been previously described. Their pathogenicity was determined using various 
algorithms.
Conclusion: GPI defi ciency is characterized by high clinical variability, requiring an individualized approach to diagnosis 
and therapy. The obtained results confi rm the importance of a comprehensive examination, including laboratory and genetic 
testing.

Keywords: nonspherocytic hemolytic anemia, glycolysis, hemolysis, anemia, enzymopathy, glucose phosphate isomerase defi ciency
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ABSTRACT

Введение
Дефицит глюкозо-6-фосфатизомеразы (ГФИ), впер-
вые описанный М. А. Baughan в 1968 г. [1], проявляет-
ся наследственной несфероцитарной гемолитической 
анемией. Заболевание имеет аутосомно-рецессивный 
тип наследования. Ген GPI расположен на 19-й хромо-
соме в локусе 13.1 и состоит из 18 экзонов [2, 3]. Точная 
распространенность и заболеваемость неизвестны. 
Описано более 90 случаев дефицита ГФИ и 57 мута-
ций, которые представлены, в основном, миссенс-, нон-
сенс-, сплайсинг-мутациями и мутациями со сдвигом 
рамки считывания [3]. Большинство мутаций выяв-

ляются в единичных случаях. Тип или локализация 
мутаций не коррелируют с тяжестью заболевания [3].
Дефицит ГФИ является третьей по распространен-
ности среди наследственных ферментопатий эритроци-
тов после дефицита глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы 
(Г-6-ФД) и дефицита пируваткиназы. Фермент ГФИ — 
это димерный фермент, катализирующий обратимую 
реакцию изомеризации на втором этапе гликолиза, 
в результате которой глюкозо-6-фосфат превращается 
во фруктозо-6-фосфат [4]. Снижение активности ГФИ 
приводит к энергетической недостаточности клеток, 
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повышенной хрупкости эритроцитов и их преждев-
ременному разрушению, что объясняет хронический 
характер анемии [5, 6]. ГФИ экспрессируется во всех 
тканях организма. Помимо каталитической функции, 
мономерная форма ГФИ является также цитокином, 
который действует как аутокринный фактор под-
вижности опухолевых клеток, ингибитор сериновых 
протеаз, связанных с миофибриллами, фактор созре-
вания, а также нейролейкин (нейротрофический фак-
тор роста), отвечающий за дифференцировку и вы-
живание эмбриональных спинномозговых нейронов, 
двигательных нейронов скелета и сенсорных нейро-
нов [2, 7].
Дефицит ГФИ проявляется хронической несфе-
роцитарной гемолитической анемией, протекающей 
от легкой формы до тяжелой степени. В редких слу-
чаях могут быть проявления умственной отсталости 
или нервно-мышечной гипотонии [8]. В литературе 
описано несколько случаев внутриутробной смерти 
плода и смерти детей после рождения [9–11].
Цель настоящей работы — изучить клинические 
и генетические данные больных с дефицитом ГФИ.

Больные и методы
В одноцентровом ретроспективном исследовании 
проанализированы данные медицинской документа-
ции больных до 18 лет, которые обратились в ФГБУ 
«НМИЦ ДГОИ им. Д. Рогачева» Минздрава России 
в период с 2018 по 2024 г. Исследование не требовало 
одобрения этическим комитетом, так как были ис-
пользованы обобщенные ретроспективные деперсони-
фицированные данные, полученные в рутинной кли-
нической практике.
Дефицит ГФИ был диагностирован у 13 больных 
из 12 семей, близкородственные браки в семьях отсут-
ствовали.
Проводили стандартные лабораторные исследова-
ния, которые включали клинический анализ крови 
с определением гемоглобина, эритроцитов, эритроци-
тарных индексов, количества ретикулоцитов, биохи-
мический анализ крови с определением в сыворотке 
крови активности печеночных трансаминаз, лактат-
дегидрогеназы (ЛДГ), концентраций билирубина, 
ферритина. С целью диагностики других возможных 
причин гемолитических анемий, при возможности, 
оценивали прямую и непрямую пробы Кумбса, про-
водили морфологическое исследование эритроцитов, 
тест с эозин-5-малеимидом (ЭМА-тест), оценивали ос-
мотическую резистентность эритроцитов, определяли 
активность ферментов пируваткиназы и Г-6-ФД.
Генетическое исследование проводили методом вы-
сокопроизводительного секвенирования ДНК при ис-
пользовании таргетных панелей и/или полногеном-
ного секвенирования. Определение активности ГФИ 
в крови было выполнено только одному больному.

Результаты
В период с 2018 по 2024 гг. в Центре дефицит ГФИ 
был диагностирован у 13 больных из 12 семей. В таб-
лице 1 представлены основные клинико-лабораторные 
данные больных.
Отмечено преобладание мальчиков над девочками 
среди больных, соотношение составило 5,5:1 (11 маль-
чиков и 2 девочки). Несмотря на то что заболевание 
манифестировало с рождения или на первом году 
жизни, медиана возраста установки диагноза состави-
ла 3,5 года (рис. 1).
Анемия носила в основном макроцитарный характер 
с медианой MCV 102,5 фл (диапазон 85,1–122,5 фл.) 
и варьировала от легкой до тяжелой степени, медиана 
концентрации гемоглобина в период криза составила 
69 г/л (43–94 г/л). У всех больных наблюдались лабора-
торные признаки гемолиза в виде ретикулоцитоза (ме-
диана 12,44 %, диапазон 3,5–26,8 %), повышение актив-
ности ЛДГ (медиана 572 ед/л, диапазон 209–2320 ед/л) 
и гипербилирубинемия за счет непрямой фракции 
(медиана общего билирубина 89 мкмоль/л, диапазон 
33,6–192 мкмоль/л). У 10 из 13 больных исследовали 
обмен железа, отмечено повышение концентрации 
ферритина сыворотки с медианой значения 881 мкг/л 
(диапазон 190–1620 мкг/л). Двоим больным потребо-
валось проведение хелаторной терапии.
Только у 2 (15,4 %) из 13 больных, которые являлись 
сиблингами, наблюдалась неврологическая симптома-
тика в виде криптогенной фокальной эпилепсии, спа-
стического тетрапареза, выраженной задержки психо-
моторного развития.
Троим больным была проведена спленэктомия. 
До оперативного лечения двое детей имели неуточ-
ненный диагноз и были высоко трансфузионно зави-
симыми. После спленэктомии отмечено снижение ла-
бораторных признаков активности гемолиза за счет 
уменьшения концентрации общего билирубина, нор-
мализации концентрации ЛДГ, уменьшение потреб-
ности в заместительных трансфузиях, однако полного 
прекращения гемолиза не произошло. У одного боль-
ного спустя неделю после операции развился неок-
клюзивный тромбоз ствола воротной вены и левой 
ветви воротной вены. В результате проведения анти-
коагулянтной терапии произошло полное разрешение 
тромбоза через 1 месяц. Четырем больным в связи 
с осложнением хронического гемолиза в виде желчно-
каменной болезни выполнена холецистэктомия.
В таблице 2 представлены данные молекулярно-гене-
тического обследования больных с дефицитом ГФИ.
В настоящем исследовании обнаружено 14 различ-
ных мутаций, которые были представлены в основном 
миссенс-мутациями. В 35 % случаев встречалась му-
тация с.1039С<T p.(Arg347Cys). У 2 больных выявле-
на мутация со сдвигом рамки считывания, у одного 
больного — акцепторный сайт сплайсинга, у больно-
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го № 13 — делеция и инсерция в интроне 2 в области 
полипиримидинового тракта. Гомозиготную мута-
цию имели 2 из 13 (16,6 %) больных, из разных семей, 
все остальные являлись компаунд-гетерозиготами. 
Выявлено 8 новых мутаций, ранее не описанных 
в литературе (p.Gln551Ter, c.1108C>G p.(Arg370Gly), 
c.283-1G>A, c.268A>T p.I90F, c.1139G>C p.Trp380Ser, 
c.1516G>T p.Asp506Tyr, 2), с.1612 C>A p.(His538Asn), 
c.214-8_214-3delinsG). Для данных мутаций применя-
лись программы предсказания патогенности (SIFT, 
PolyPhen-2, MutationTaster, UMD Predictor, Human 
Splicing Finder , NNSplice).
У одного больного с наличием двух ранее не описан-
ных мутаций было проведено исследование активно-
сти фермента ГФИ в крови, которая составила 14,6 % 
от нормы. Таким образом, патогенность мутаций была 
подтверждена функционально. Также у данного боль-
ного были обследованы родители, выявлено, что оба 
родителя являются гетерозиготными носителями.

Таблица 1. Клинико-лабораторная характеристика больных с дефицитом ГФИ
Table 1. Clinical and laboratory characteristics of patients with GPI defi ciency 

№ Пол
Sex

Возраст 
установки 
диагноза

Age of 
diagnosis,

Неонатальная 
желтуха
Neonatal 
jaundice

Спленомегалия
Splenomegaly

СЭ/ХЭ
SE/ChE

Hb
г/л
g/L

Rt
%

MCV
фл
fl 

TBil
мкмоль/л

μmol/l

ЛДГ
ед/л
LDG, 
U/L

1 М 4 мес.
4 months + ++ - 75 24,7 102,5 33,6 474

2 Ж
F

16,5 г.
16.5 years - - +/+ 75 8,0 120,0 173,3 338

3 М 2 г.
2 years + - - 61 7,1 122,5 85,1 569

4 М 2,5 г.
2.5 years + ++ - 43 14,7 90,0 40,9 1810

5 М 9 мес.
9 months + - 70 3,5 85,1 45,4 614

6 М 6,5 г.
6.5 years + + -/+ 45 10,2 110,0 192,0 -

7 Ж
F

11 г.
11 years + +++ +/+ 60 20,0 101,3 89,0 1265

8 М 3,5 г.
3.5 years - + - 51 26,8 100,4 114,2 -

9 М 3,5 г.
3.5 years - + - 69 - - 90,0 -

10 М 7,5 г.
7.5 years + +++ - 72 10,0 102,9 134,9 513

11 М 8,5 г.
8.5 years + + +/+ 94 18,38 111,1 87,6 209

12 М 3 г.
3 years + + - 71 - - 137 575

13 М 1 г 3 мес.
1 year 3 months - ++ - 64 - 102 75,5 2320

Примечание. М — мужской пол, Ж — женский пол, СЭ/ХЭ — спленэктомия/холецистэктомия, Нb — гемоглобин, Rt — ретикулоциты, MCV (Mean 
Corpuscular Volume) — средний объем эритроцитов, TBil (Total Bilirubin) — общий билирубин, ЛДГ — лактатдегидрогеназа.
Note. M — male, F — female, SE/ChE — splenectomy/cholecystectomy, Hb — hemoglobin, Rt — reticulocytes, MCV — Mean Corpuscular Volume, TBil — Total Bilirubin, LDH — 
Lactate dehydrogenase.
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Рисунок 1. Распределение возраста установления диагноза по больным
Figure 1. The age of diagnosis distribution
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Обсуждение
Дефицит ГФИ проявляется редкой формой хро-
нической наследственной несфероцитарной гемоли-
тической анемии, которая имеет значительное кли-
ническое и генетическое разнообразие. Полученные 
в настоящей работе данные подтверждают, что дефи-
цит ГФИ может иметь широкий спектр клинических 
проявлений: от легкой анемии до тяжелых трансфу-
зионно зависимых состояний, различные невроло-
гические симптомы. Часто больным устанавливают 
диагноз поздно из-за сложности диагностики и недо-
статочной доступности проведения генетического 
анализа [3, 12].
У всех больных клинически имела место хрониче-
ская гемолитическая несфероцитарная анемия, и толь-
ко 2 больных (15,4 %), сиблинги из одной семьи, имели 
неврологические проявления, что может быть связано 
с функцией ГФИ как нейролейкина [13]. Подобные 
наблюдения ранее были описаны в литературе, в них 
дефицит ГФИ ассоциировался с нейродегенеративны-
ми изменениями [4, 6, 8].
У больных выявлено 14 различных мутаций, из кото-
рых 8 ранее не описаны, что подтверждает молекуляр-
ную гетерогенность заболевания и необходимость рас-
ширенной генетической диагностики. Среди наиболее 
частых выявленных мутаций:

1. c.1028A>G (p.Q343R) — обнаружена у 5 больных, 
включая двух гомозиготных носителей. Данная мута-
ция приводит к замене глутамина на аргинин в пози-
ции 343, что может нарушать стабильность белка и его 
каталитическую активность. Эта мутация ранее была 
описана как патогенная [14, 15].

2. c.1039C>T (p.Arg347Cys) — обнаружена у несколь-
ких больных, преимущественно в составе компаунд-
гетерозиготных комбинаций. Замена аргинина на ци-
стеин в позиции 347, вероятно, изменяет структурную 
целостность фермента, снижая его функциональную 
активность. Данная мутация широко представлена 
в различных популяциях и ассоциирована с умерен-
ной или тяжелой гемолитической анемией. Выявление 
высокой частоты мутации p.Arg347Cys в нашей выбор-
ке согласуется с литературными данными, согласно 
которым эта замена является одной из наиболее рас-
пространенных причин дефицита ГФИ [4].
Специфического лечения дефицита ГФИ не су-
ществует. Применяется симптоматическая терапия 
в виде заместительных трансфузий эритроцитсо-
держащими компонентами крови, профилактика 
инфекций, мониторинг желчнокаменной болезни, 
ограничение окислительного воздействия, дотация 
фолиевой кислоты [16]. Трансфузионно-зависимым 
больным может быть выполнена спленэктомия [12]. 
Удаление селезенки позволяет снизить скорость раз-

Таблица 2. Генетическая характеристика больных с дефицитом ГФИ
Table 2. Genetic characteristics of patients with GPI defi ciency

№ Ген / Gene Зиготность / Zygosity Мутации / Mutations

1 GPI Компаунд-гетерозигота
Compound heterozygote

1) c.1039С>T (p.Arg347Cys)
2) Gln551Ter 

2 GPI Компаунд-гетерозигота
Compound heterozygote

1) c.1039С>T p.(Arg347Cys)
2) c.1066G>A p.(Asp356Asn) 

3 GPI Компаунд-гетерозигота
Compound heterozygote

1) c.1108C>G p.(Arg370Gly)
2) c.283-1G>A 

4 GPI Компаунд-гетерозигота
Compound heterozygote

1) c.268A>T (p.I90F)
2) c.1660delG (p.E554Rfs*82)

5 GPI Компаунд-гетерозигота
Compound heterozygote

1) с.268А>Т (p.I90F)
2) c.1660delG (p.E554Rfs*82)

6 GPI Гомозигота
Homozygote c.1028A>G (p.Q343R) 

7 GPI Компаунд-гетерозигота
Compound heterozygote

1) c.1039С>T (p.Arg347Cys)
2) c.1139G>C (p.Trp380Ser)

8 GPI Компаунд-гетерозигота
Compound heterozygote

1) c.572A>G p.(His191Arg)
2) c.1028A>G p.(Gln343Arg) 

9 GPI Компаунд-гетерозигота
Compound heterozygote

1) c.1028A>G (p.Q343R) 
2) c.1039C>T (p.Arg347Cys) 

10 GPI Гомозигота
Homozygote c.1028A>G (p.Q343R) 

11 GPI Компаунд-гетерозигота
Compound heterozygote

1) c.259G>T (p.Gly87Cys)
2) c.1516G>T (p.Asp506Tyr) 

12 GPI Компаунд-гетерозигота
Compound heterozygote

1) с.1039С<T p.(Arg347Cys)
2) с.1612 C>A p.(His538Asn) 

13 GPI Компаунд-гетерозигота
Compound heterozygote

1) c.1028A>G p.(Q343R)
2) c.214-8_214-3delinsG
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рушения эритроцитов, что приводит к уменьшению 
потребности в переливаниях эритроцитсодержащих 
компонентов крови, однако данный метод лечения 
не является универсальным. Как отметили W. Kugler 
и M. Lakomek [2], спленэктомия эффективна только 
у больных с выраженной спленомегалией, у осталь-
ных ее эффективность ограничена. В настоящем ис-
следовании у 3 больных была проведена спленэкто-
мия, что привело к снижению частоты трансфузий, 
однако не обеспечило полной независимости от пере-
ливаний крови. Е. Fermo и соавт. [4] сообщили о схо-
жих результатах: потребность в переливании крови 
значительно снизилась после спленэктомии. Это под-
тверждает необходимость тщательной оценки целесо-
образности данной процедуры.
У 1 из 13 больных после спленэктомии развился 
неокклюзивный тромбоз воротной вены в раннем по-
слеоперационном периоде. Это согласуется с данными 
о том, что больные после спленэктомии подвержены 
гиперкоагуляционным состояниям и требуют дли-
тельного наблюдения [16]. Более того, после спленэк-
томии повышается риск инфекций, вызванных инкап-

сулированными бактериями (Streptococcus pneumoniae, 
Haemophilus infl uenzae, Neisseria meningitidis), что требует 
обязательной вакцинации перед операцией и антибио-
тикопрофилактики [17].
Перегрузка железом часто развивается у больных 
из-за частых заместительных трансфузий эритроцит-
содержащих компонентов крови, в связи с чем необхо-
димо мониторировать у них обмен железа для своевре-
менного назначения хелаторной терапии [16].
Таким образом, настоящее исследование подтверди-
ло, что дефицит ГФИ является редким, но клинически 
значимым заболеванием с высокой молекулярной гете-
рогенностью. Генетическое тестирование играет клю-
чевую роль в диагностике, однако терапия дефицита 
ГФИ остается симптоматической. Выявление невро-
логических симптомов у части больных подчеркивает 
важность изучения роли нейролейкина в патогенезе 
заболевания. Спленэктомия может быть эффективной 
в отдельных случаях и требует индивидуального под-
хода. Необходимы дальнейшие исследования для раз-
работки новых методов лечения и улучшения качества 
жизни больных.
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ВЛИЯНИЕ РАЗЛИЧНЫХ ХАРАКТЕРИСТИК КЛЕТОЧНОГО ПРОДУКТА 
НА ЭФФЕКТИВНОСТЬ АНТИ-CD19 ТЕРАПИИ Т-ЛИМФОЦИТАМИ, 
МОДИФИЦИРОВАННЫМИ ХИМЕРНЫМ АНТИГЕННЫМ 
РЕЦЕПТОРОМ

Сердюк A.И., Иванова Н.О., Алешина О.А., Дианов Д.В., Кузнецова В.С., Мохаммад А., Боголюбова А.В.*
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Введение. Цикл производства Т-лимфоцитов с  химерным антигенным рецептором (chimeric antigen receptor, 
СAR) включает в  себя несколько последовательных стадий, параметры которых могут влиять на  эффективность 
трансгенных клеток: получение клеточного материала больного, выделение целевой популяции Т-лимфоцитов, 
активация, трансдукция клеток вирусным вектором, несущим CAR конструкт, и экспансия полученных CAR T-клеток 
с дальнейшим введением больному.
Цель: рассмотреть влияние каждого из этапов производства CAR T-клеток на показатели эффективности клеточного 
продукта в in vitro и in vivo экспериментах, а также при клиническом применении.
Основные сведения. Проведен анализ особенностей производства различных CAR T-клеточных препаратов. 
Обсуждено, как характеристики производства препарата и структуры химерного антигенного рецептора влияют 
на противоопухолевую эффективность и профиль безопасности клеточного продукта. Получение CAR T-клеточного 
продукта — многофакторный процесс, который требует оптимизации параметров и обязан учитывать особенности 
исходного сырья.

Ключевые слова: CAR T, CAR T-клетки, CAR T-клеточная терапия, клеточная терапия, химерный антигенный рецептор
Конфликт интересов: авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.
Финансирование: работа выполнена в соответствии с государственным заданием «Разработка анти-BCMA CAR T-клеточного лекарственного 
препарата для нужд онкогематологии» РК № 125030703310-3.
Для цитирования: Сердюк A.И., Иванова Н.О., Алешина О.А., Дианов Д.В., Кузнецова В.С., Мохаммад А., Боголюбова А.В. Влияние различных 
характеристик клеточного продукта на эффективность анти-CD19 терапии Т-лимфоцитами, модифицированными химерным антигенным рецептором. 
Гематология и трансфузиология. 2025; 70(2):208–228. https://doi.org/10.35754/0234-5730-2025-70-2-208-228
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THE IMPACT OF VARIOUS CELLULAR PRODUCT CHARACTERISTICS 
ON THE EFFICACY OF ANTI-CD19 THERAPY WITH T-LYMPHOCYTES 
MODIFIED WITH CHIMERIC ANTIGEN RECEPTOR

Serdyuk A.I, Ivanova N.O., Aleshina O.A., Dianov D.V., Kuznetsova V.S., Mohammad A., Bogolyubova A.V.*

National Medical Research Center for Hematology, 125167, Moscow, Russian Federation

Introduction. The production cycle of CAR T-cell product includes several sequential stages, each of which may infl uence the 
effi ciency of transgenic cells: obtaining the patient’s cellular material, isolating the target T-lymphocyte population, activation, 
transduction of the cells with a viral vector carrying the CAR construct, and expansion of the obtained CAR T-cells with further 
administration to the patient.
Aim: to review the impact of each of the production steps on the cell product performance in both in vitro and in vivo experi-
ments, as well as clinical applications.
Main fi ndings. The manufacturing characteristics of various CAR T-cell products were analyzed in this review, followed by 
a discussion on how different manufacturing characteristics and chimeric antigen receptor structures affect the antitumor ef-
fi cacy and safety profi le of the cell product. The production of a CAR T-cell product is a multifactorial process that requires 
optimization of parameters and must take into account the characteristics of the initial raw material (T-lymphocytes).

Keywords: CAR T, CAR T cells, CAR T-cell therapy, cell therapy, chimeric antigen receptor
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Введение
Злокачественные новообразования системы кро-
ви представляют собой совокупность патологиче-
ских гетерогенных состояний, возникающих из кле-
ток костного мозга и лимфатической системы [1]. 
Несмотря на то что в развитых странах летальность 
от этих заболеваний уменьшается, разработка новых 
терапевтических подходов к их лечению остается 
значимой задачей. Заболеваемость гематологически-
ми злокачественными новообразованиями варьирует 
от года к году: в России в 2021 г. зарегистрировано 
26,5 тыс. новых случаев, в 2022 г. — уже 27,8 тыс., 
а к 2023 г. достигла отметки 30 тыс. новых случаев 
[2, 3]. Помимо таких методов лечения, как химиоте-
рапия и трансплантация гемопоэтических стволовых 
клеток, в последнее десятилетие показана эффек-
тивность терапии Т-лимфоцитами, модифицирован-

ными химерным антигенным рецептором (Chimeric 
antigen receptor, CAR), разработанная в начале 1990-х 
годов [4, 5].

CAR — это рекомбинантный рецептор, обеспечива-
ющий как антигенсвязывающие, так и Т-клеточные 
активационные функции. Т-клетки, генетически 
модифицированные с целью экспрессии CAR, на-
правляют свою эффекторную активность на антиген-
ную мишень на поверхности опухолевых клеток [6]. 
Первые CAR T-клеточные терапии, направленные 
на В-клеточный антиген CD19, были одобрены к при-
менению Управлением по санитарному надзору за ка-
чеством пищевых продуктов и медикаментов (США) 
в 2017 г. [7]. Спектр одобренных препаратов стреми-
тельно расширяется: на сегодняшний день одобрено 
уже 7 препаратов, 5 из которых нацелены на антиген 
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Таблица 1. Одобренные Управлением по санитарному надзору за качеством пищевых продуктов и медикаментов CAR T-клеточные 
препараты
Table 1. Food and Drug Administration approved CAR T-cell treatments

Препарат: МНН, 
коммерческое 

название [ссылка]
Drug: INN, Commercial 

name [Reference]

Тар-
гетный 
антиген
Target 

antigen

Антигенрас-
познающий 

домен
Antigen-

binding domain

Костиму-
ляторный 

домен
Costimulatory 

domain

Показания 
к терапии
Indications

Больные
Patients

Год 
одобрения

Initial 
approval

Аксикабтаген 
цилолеусел
Axicaptagene ciloleucel
YESCARTA [9]

CD19 FMC63 CD28 ДВККЛ, ФЛ
DLBCL, FL

Взрослые
Adults 2017

Тисагенлейклейцел
Tisagenlecleucel
KYMRIAH [10]

CD19 FMC63 4–1BB
В-ОЛЛ, ДВККЛ, 
ФЛ
B-ALL, DLBCL, FL

Дети и взрослые 
до 25 лет
Children and adults 
under 25 years

2017

Брексукабтаген 
аутолеусел
Brexucabtagene 
autoleucel
TECARTUS [11]

CD19 FMC63 CD28 МКЛ, В-ОЛЛ
MCL, B-ALL

Взрослые
Adults 2020

Лизокабтаген 
маралеусел
Lisocabtagene maraleucel
BREYANZI [12]

CD19 FMC63 4–1BB

В-клеточная 
лимфома, 
включая ДВККЛ
В-cell lymphoma, 
including DLBCL

Взрослые
Adults 2021

Идекабтаген 
виклеусел
Idecabtagene vicleucel
ABECMA [13]

BCMA bb2121 4–1BB MM Взрослые
Adults 2021

Цилтакабтаген 
аутолеусел
Ciltacabtagene autoleucel
CARVYKTI [14]

BCMA

Собственный 
клон анти-
BCMA
Private clone of 
anti-BCMA

4–1BB ММ Взрослые
Adults 2022

Обекабтаген 
аутолеусел
Obecabtagene autoleucel
AUCATZYL [15]

CD19 CAT19 4–1BB В-ОЛЛ
B-ALL

Взрослые
Adults 2024

Примечания: ДВККЛ — диффузная В-крупноклеточная лимфома, ФЛ — фолликулярная лимфома, В-ОЛЛ — острый В-лимфобластный лейкоз, 
МКЛ — мантийноклеточная лимфома, ММ — множественная миелома.
Notes: DLBCL — Diffuse Large B-Cell lymphoma, FL — follicular lymphoma, B-ALL — B-cell acute lymphoblastic leukemia, MCL Mantle cell lymphoma, ММ — Multiple myeloma.

CD19, 2 — на B-клеточный антиген созревания (B-cell 
maturation antigen, BCMA) [8] (табл. 1).
Одобренные анти-CD19 CAR T-клеточные препа-
раты состоят из нескольких белковых доменов: ан-
тиген-распознающий домен, представляющий со-
бой одноцепочечный фрагмент (single-chain variable 
fragment, scFv) моноклонального антитела, состоя-
щий из тяжелой и легкой вариабельных цепей, со-
единенных линкером, трансмембранный, костиму-
ляторный и сигнальный домены. Экспрессия CAR 
на поверхности Т-лимфоцитов приводит к перео-
риентации эффекторной активности Т-лимфоцитов 
на необходимую мишень без необходимости пре-
зентации антигена в контексте главного комплек-
са гистосовместимости [16]. Все одобренные CAR 

T-клеточные препараты являются аутологич-
ными, то есть изготавливаются из собственных 
Т-лимфоцитов больного. На стадии клинических 
исследований находятся и аллогенные клеточные 
продукты, произведенные путем генетической мо-
дификации Т-лимфоцитов здоровых доноров.
Типичный цикл производства CAR T-клеточного 
продукта включает в себя несколько последовательных 
стадий, каждая из которых может влиять на эффек-
тивность трансгенных клеток: получение клеточного 
материала больного, выделение целевой популяции 
Т-лимфоцитов, активация, трансдукция клеток вирус-
ным вектором, несущим CAR конструкт, и экспансия 
полученных CAR T-клеток с дальнейшим введением 
больному [17] (см. рис. 1).
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Цель настоящего обзора: рассмотреть влияние каж-
дого из этапов производства CAR T-клеток на показате-
ли эффективности клеточного продукта в in vitro и in vivo 
экспериментах, а также при клиническом применении.
Влияние характеристик стартового клеточного ма-
териала на эффекторные функции CAR T-клеточного 
препарата
Для производства CAR T-клеток необходимо получить 
первичные Т-лимфоциты больного или здорового доно-
ра. При получении клеточного препарата стартовым 
материалом его производства могут стать как аутоло-
гичные (собственные) лимфоциты больного, так и клет-
ки здорового донора, которые могут по сути быть «ау-
тологичными» для больного при условии, что ранее ему 
была проведена трансплантация аллогенных гемопоэти-
ческих стволовых клеток (алло-ТГСК) и у него наблю-
дается полный донорский химеризм CD3+ клеток [18]. 
Как правило, для получения достаточного количества 
лейкоцитов периферической крови проводят лейкафе-
рез, но возможно выделение целевых клеток и из цель-
ной крови, например, при работе с педиатрическими 
больными в связи с их малой массой тела [19, 20].
Процесс лейкафереза является первым этапом про-
изводства CAR T-клеточного продукта. Чаще все-

го больные подвергаются этой процедуре уже после 
нескольких линий химиотерапии, которая негативно 
влияет на качество получаемых клеток: происходит 
увеличение экспрессии маркеров истощения на по-
верхности клеток, уменьшается их пролиферативный 
потенциал, а также общее количество в организме 
больного. В таком случае для получения достаточ-
ного для производства количества клеток допустимо 
проведение нескольких циклов лейкафереза у боль-
ных, у которых не удается собрать необходимое ко-
личество лимфоцитов, в том числе из-за особенностей 
или количества предшествующих циклов химиоте-
рапии [21]. Кроме того, существует ряд осложнений 
в процессе лейкафереза, таких как гипокальциемия, 
кровотечение, малый объем циркулирующей крови 
больного, в частности, недостаток эритроцитов и тром-
боцитов, причем риск этих проявлений возрастает по-
сле проведения нескольких линий терапии, особенно 
высокодозных режимов химиотерапии [22]. В связи 
с вышеперечисленным привлекательным подходом яв-
ляется проведение лейкафереза практически сразу по-
сле установления диагноза, до проведения химиотера-
пии, для инициации производства CAR T-клеточного 
продукта из ранее заготовленных клеток [23].

Рисунок 1. Общая схема производства CAR T-клеточного препарата (рисунок создан с помощью сервиса BioRender.com)
Figure 1. General scheme of CAR T-cells manufacturing (the fi gure created using BioRender.com service)
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Стартовое количество и состав полученных лейко-
цитов важны для успешного производства клеточно-
го продукта. Перед началом процедуры лейкафереза 
должна быть проведена оценка состояния больных: 
анализируются возрастные показатели, статус общего 
состояния больного по шкале Восточной кооператив-
ной онкологической группы (ECOG PS < 2) для взро-
слых или по шкале Карновского-Ланского (>60 %) 
для детей и подростков [24]. Также должен быть изу-
чен анамнез, например сопутствующие заболевания, 
в том числе наличие вторых и более онкологических 
заболеваний, проведение на предшествующих этапах 
алло-ТГСК или другой клеточной терапии и риски 
развития реакции «трансплантат против хозяина» [25].
Изоляция Т-клеток из периферической крови в кли-
нических условиях осуществима с помощью автомати-
ческих закрытых систем. При необходимости прово-
дится обогащение CD3+, CD4+ и CD8+ Т-клеток путем 
их сепарации с помощью магнитных частиц [26], также 
возможно обогащение по определенным Т-клеточным 
фенотипам, таким как наивные Т-клетки или Т-клетки 
с фенотипом центральной памяти [27].

Содержание Т-лимфоцитов в крови
Подсчет CD3+ клеток в периферической крови с це-
лью оценки успешности лейкафереза проводится 
не ранее чем за 10 дней до процедуры, поскольку этот 
показатель коррелирует с количеством CD3+ клеток 
в продукте афереза [24]. Согласно рекомендациям 
Европейского общества трансплантации костного моз-
га [24], минимальный рекомендуемый порог количе-
ства CD3+ клеток должен составлять 0,2×10 9/л клеток 
(или 200 клеток в микролитре крови), а меньшее ко-
личество клеток обычно указывает на недостаточное 
восстановление крови после предшествующей тера-
пии и создает сложности в процессе производства 
CAR T-клеток. Однако чаще ориентируются на бо-
лее высокое значение, составляющее (0,5–0,6)×10 9/л 
периферической крови [28]. Для производства CAR 
T-клеточного продукта стремятся выделить тоталь-
но не менее 0,6×10 9 CD3+ клеток. Когда изготовление 
препарата предполагает цикл заморозки/размороз-
ки лейкоцитов, требуется большее количество клеток 
для достижения требуемых параметров клеточности 
итогового продукта [29].

Аутологичные и аллогенные 
Т-лимфоциты
В клинической практике для производства зареги-
стрированных CAR T-клеточных препаратов исполь-
зуют аутологичные и (псевдо)аллогенные Т-клетки. 
Последние применяют в случае предшествующей ал-
ло-ТГСК больному и наличия полного химеризма, тог-
да забор клеточного материала может быть произведен 
у того же донора [18]. В связи с разным происхожде-

нием клеточного материала аутологичные и аллоген-
ные CAR Т-клетки обладают отличными свойствами, 
что приводит к формированию разнообразных клини-
ческих проявлений у больных.
Согласно результатам систематического анализа 
клинических исследований [30] применения анти-
CD19 CAR T-клеточных лекарственных препаратов 
при В-клеточном остром В-лимфобластном лейкозе, 
проведенных в период с 2012 по 2020 г., доля больных, 
достигших полной ремиссии после CAR T-терапии ау-
тологичными CAR T-клетками, преобладала над до-
лей больных, получавших лечение аллогенными CAR 
T-клетками, полученными от доноров, от которых 
была выполнена алло-ТГСК, предшествовавшая CAR 
T-терапии (83 % против 55 %).
В других публикациях сообщалось, что при сравне-
нии больных, получавших аутологичные и аллоген-
ные CAR T-клетки, не наблюдали значимых различий 
по достижению полной ремиссии между группами [31, 
32]. В то же время описана тенденция к достижению 
большей пиковой экспансии препарата в организме 
больного, получившего аутологичные CAR T-клетки, 
по сравнению с больными, получившими аллоген-
ные CAR T-клетки. Этот эффект может быть связан 
с одновременным сигналингом через Т-клеточный 
рецептор (ТКР) и CAR у аллогенных CAR T-клеток 
и, как следствие, с перегрузкой сигнального каскада 
этих рецепторов [33, 34]. Таким образом, TКР-CAR 
взаимодействие способствует снижению противоопу-
холевой эффективности CAR T-клеточного продук-
та [35]. Эта гипотеза подтверждается результатами 
ретроспективного анализа, проведенного в 2018 г., 
в котором медиана пиковой экспансии аутологич-
ного клеточного препарата составила 0,107×10 9/л, 
тогда как для аллогенного клеточного препарата — 
0,057×10 9/л [31]. Повышенная пиковая экспансия ауто-
логичных клеточных препаратов может не только яв-
ляться фактором, повышающим противоопухолевую 
эффективность препарата, но и нести риск развития 
осложнений, например синдрома выброса цитокинов 
(СВЦ) 3–4-й степени тяжести [32].

Криоконсервация продукта 
лейкафереза
Производство CAR T-клеток осуществляют 
как из свежих, так и из замороженных ранее про-
дуктов лейкафереза [36]. Заморозка исходного кле-
точного материала усложняет процесс производства 
за счет внесения дополнительных стадий. Во время 
циклов заморозки и разморозки клетки подвергают-
ся большому количеству факторов стресса: изменение 
pH, осмотический стресс и образование кристалли-
ческих структур [36, 37]. Одновременно с этим кри-
оконсервация имеет свои преимущества для произ-
водства CAR T-клеток, так как позволяет провести 
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сбор клеточного материала до проведения курса хи-
миотерапии, что повышает шанс получения достаточ-
ного количества функциональных Т-клеток и упро-
щает процесс лейкафереза и in vitro экспансии клеток 
[37]. Показано, что после криоконсервации продукта 
лейкафереза соотношение Т-хелперов (Th-клетки), 
цитотоксических Т-клеток (CTL), NK-клеток, моно-
цитов, B-клеток и PD1+ клеток не менялось, а цито-
токсические функции Т-лимфоцитов сохранялись. 
Сообщалось также об увеличении количества эф-
фекторных CD45RA+CCR7 Т-клеток и значитель-
ном уменьшении TIM-3+ Т-клеток после разморозки, 
что является благоприятным фактором для производ-
ства CAR T-клеток [37].
Согласно исследованиям, посвященным изуче-
нию влияния заморозки на конечный продукт, CAR 
T-клетки, произведенные из замороженного продукта 
лейкафереза, не имели значимых функциональных 
отличий от произведенных из свежего продукта лей-
кафереза. Заморозка не повлияла на фенотип CAR 
T-клеток in vitro, то есть на соотношение CD4+ и CD8+ 
Т-клеток, а также на соотношение стволовых клеток 
памяти (Tscm), клеток центральной памяти (Tcm), кле-
ток эффекторной памяти (Tem) и терминально диффе-
ренцированных эффекторных клеток (Te) [38].
По данным клинического исследования [39], CAR 

T-продукты, полученные как из свежих, так и из за-
мороженных клеток, успешно активировались 
и пролиферировали в ответ на антигенный стимул 
в организме больного, при этом пиковая экспансия 
CAR-положительных (CAR+) клеток в обоих случаях 
наблюдалась в среднем между 7 и 21 днем после ин-
фузии. При этом эффективность трансдукции кле-
ток вирусным вектором при изготовлении препаратов 
из замороженных клеток была снижена и составля-
ла в среднем 20 % по сравнению с 50 % трансдукции 
в препаратах из свежих клеток.
Кроме того, сообщалось о значительных различиях 
в скорости роста клеток в процессе экспансии in vitro: 
у CAR T-клеток, произведенных из ранее заморо-
женного материала, скорость удвоения клеток была 
значительно меньше [38]. Замедленный рост клеток 
при производстве коррелировал с низкой экспансией 
и эффективностью препарата in vivo [40]. В дополнение 
значительные различия между CAR T препаратами, 
изготовленными из свежих и криоконсервированных 
клеток, наблюдались в экспрессии генов. В CAR T 
препаратах, произведенных из криоконсервирован-
ных клеток, наблюдалась сверхэкспрессия белков 
апоптотических сигнальных путей и белков, связан-
ных с нарушением клеточного цикла [41], в то время 
как CAR T препараты из свежих клеток демонстриро-
вали повышенную экспрессию белков сигнальных пу-
тей толл-подобного рецептора (TLR), факторов акти-
вации В-клеток и пр. [41].

Криоконсервация клеток сопряжена с необходи-
мостью хранения полученных образцов, что требует 
создания специальных условий и объема криохрани-
лищ. Все процессы и оборудование, связанные с кри-
оконсервацией, должны быть стандартизированы 
во избежание оказания неопределенного воздействия 
на клетки [42]. В то же время криоконсервация про-
дуктов лейкафереза привносит гибкость в процесс 
производства CAR Т-клеток, позволяя собирать кле-
точный материал в наиболее подходящее для больного 
время.

Влияние способа доставки 
CAR конструкта на эффективность 
терапии
Одним из важнейших этапов производства CAR 

T-клеток является генетическая модификация вы-
деленных из периферической крови больного 
Т-лимфоцитов, которая осуществляется с помощью 
вектора, несущего CAR-конструкт. Именно эффек-
тивность генетической модификации Т-клеток больно-
го определяет количество полученных CAR T-клеток 
и, соответственно, возможность их дальнейшего ис-
пользования в клинической практике [43].
Существуют различные способы доставки CAR-
конструкта, характеризующиеся профилем эффек-
тивности и потенциальной безопасности получаемого 
CAR T-клеточного продукта. На сегодняшний день 
распространены два основных подхода к генетической 
модификации: интегрирующий и неинтегрирующий 
(транзиентный). Для производства подавляющего 
большинства CAR T препаратов используют интегри-
рующие векторы, так как они приводят к экспансии 
модифицированных клеток как ex vivo, так и in vivo по-
сле введения больному, что критически важно для до-
стижения оптимальной пиковой экспансии и длитель-
ности персистенции генетически модифицированных 
клеток в организме [44].
Все одобренные на сегодняшний день коммерческие 
продукты основаны на вирусных системах доставки 
(лентивирусных и гаммаретровирусных векторах) 
по причине развития данных технологий и успешной 
истории медицинского применения [45].
Ретровирусный вектор PG13-CD19-H3 препарата ак-
сикабтаген цилолеусел (Yescarta) представляет собой 
вектор на основе мышиного вируса стволовых клеток 
(MSCV) [40] (белки Gag и Pol) с оболочкой вируса 
лейкоза гиббонов (GaLV). Вектор содержит самоинак-
тивирующиеся длинные терминальные повторы (LTR) 
[44, 45]. Преимуществом гаммаретровирусных векто-
ров является высокая трансдукция генетической кон-
струкции, количество трансдуцированных Т-клеток 
составляет около 60 % от общей популяции, а также 
простота и эффективность их наработки для дальней-
шего клинического применения [46, 47]. Для ретрови-
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русов характерно ярко выраженное явление инсерци-
онного мутагенеза, проявляющееся во взаимодействии 
провируса с геномными элементами, окружающими 
место интеграции, например с сайтами начала транс-
крипции и CpG-островками, являющимися частью 
последовательностей энхансеров и промоторов [47]. 
Такие взаимодействия потенциально ведут к измене-
нию уровня экспрессии генов в клетке и, соответствен-
но, создают вероятность онкогенного события [48].
Лентивирусные системы обладают менее выражен-
ным инсерционным мутагенезом и, следовательно, 
меньшим онкогенным потенциалом, а также способ-
ностью трансдуцировать неделящиеся клетки [26]. 
Однако показано, что использование лентивирус-
ных векторов для трансдукции опосредует более ча-
стое развитие цитопений [49]. Лентивирусный вектор 
способен кодировать последовательности генов дли-
ной до 10 тысяч пар нуклеотидов и стабильно трансду-
цировать эукариотические клетки [50]. Такой вектор 
включает гены структурных и регуляторных вирус-
ных белков, обеспечивающих эффективное внедрение 
генетической информации в геном целевой клетки. 
К структурным генам относится Gag, кодирующий 
ключевые для сборки вириона последовательности 
белков матрикса, капсида и нуклеокапсида, и Env, ко-
дирующий белок вирусной оболочки. Эти белки явля-
ются частью каркасов, выполняющих роль защитного 
слоя для вирусного генома. К регуляторным генам 
относится Pol, кодирующий протеазу (PR), обратную 
транскриптазу (RT) и интегразу (IN), которые, в свою 
очередь, обеспечивают ферментативные функции ви-
русных частиц, участвуя в процессах интеграции 
и репликации [50]. Лентивирусная система доставки 
препарата тисагенлейклейцел (Кимрая) содержит три 
упаковочные плазмиды, включающие гены Gag, Pol, 
VSV-G (псевдотипированный рецептор вируса везику-
лярного стоматита) и Rev (регуляторный белок вируса 
иммунодефицита человека), а также целевую плазми-
ду с конструктом CAR, содержащую сайт полиадени-
лирования и самоинактивирующиеся LTR [51].
Ретровирусные векторы преимущественно встраива-
ются в участки с активной транскрипцией, что повыша-
ет риск инсерционного мутагенеза, а именно: появле-
ние нарушений работы генов опухолевых супрессоров, 
а также активации онкогенов с последующей злока-
чественной трансформацией [52]. Однако последние 
данные по наблюдению за исходами терапии показа-
ли, что вторичные Т-клеточные CAR-позитивные опу-
холи встречаются редко, с частотой 1 на 3000 боль-
ных, которым ввели CAR T-клеточные препараты 
[53]. В большинстве случаев не удалось установить 
связь между интеграцией трансгена и малигнизацией 
(клональной экспансией) CAR-положительных кле-
ток [54]. В таких случаях предполагается, что причи-
на малигнизации лежит в трансдукции клеток с уже 

существующими мутациями протоонкогенов, таких 
как TET2 [55]. Описан единственный случай интегра-
ции CAR в интрон гена опухолевого супрессора TP53, 
когда, вероятно, именно трансдукция стала причиной 
появления вторичной опухоли [56].
Сообщается о высокой иммуногенности CAR T пре-
паратов, созданных на основе вирусных векторов. 
Такая иммуногенность была спровоцирована клеточ-
ным и гуморальным ответом на вирусные антигены, 
экспрессировавшиеся на CAR T-клетках [57]. Для ре-
шения проблем, связанных с вирусной трансдукцией, 
активно разрабатываются методы невирусной достав-
ки генетического материала в клетки.
Невирусная интегрирующая доставка может 
быть осуществлена с помощью систем транспози-
ционных элементов или системы CRISPR-Cas9. 
Транспозиционные элементы (транспозоны) — это 
генетические элементы, обладающие способностью 
менять свое положение в геноме [58]. В сравнении 
с вирусными системами транспозоны обладают более 
низкой эффективностью доставки трансгена в первич-
ные клетки человека, но также и рядом преимуществ, 
например прицельным встраиванием генетического 
конструкта в заданное место генома клетки. Одной 
из транспозонных систем, используемых для создания 
CAR T препаратов, является система Sleeping beauty 
(SB). SB система является синтетической, поскольку 
транспозаза SB — рекомбинантный белок из после-
довательностей транспозаз, обнаруженных в геномах 
лососевых рыб [59]. Для трансфекции клеток в данном 
случае производится электропорация смесью плазмид, 
благодаря чему упрощается доставка нескольких гене-
тических конструкций одновременно [60]. Система SB 
позволяет внедрять генетический материал в клетку 
так, чтобы он не оказывал влияние на работу других 
генов, что, в свою очередь, ведет к снижению токсич-
ности полученного клеточного препарата [61]. По ре-
зультатам клинических исследований CAR T-клетки, 
созданные с помощью этой системы, успешно активи-
руются и экспандируются в организме больного [62].
Транспозонной также является система достав-
ки генетического материала платформой PiggyBac 
(PB), которая состоит из 2 компонентов: транспозон 
и транспозаза. PB — это естественный транспозон, 
выделенный из капустного лупера (Trichoplusia ni) [42]. 
Транспозаза PiggyBac облегчает интеграцию транс-
позона в сайты TTAA, случайно распределенные 
в геноме. Приблизительная частота ТТАА в геноме 
составляет 1 на каждые 256 пар оснований. Во время 
транспозиции транспозаза PB распознает транспозон-
специфичные инвертированные концевые повторяю-
щиеся последовательности, расположенные на обоих 
концах вектора транспозона, и эффективно переме-
щает и интегрирует их содержимое из исходных сай-
тов в сайты TTAA [63]. Сообщается, что созданные 
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с помощью PiggyBac CAR T-клетки выявляли в крови 
больных на протяжении 28 дней, они проявляли удов-
летворительный профиль безопасности [64].

CRISPR-Cas9 — система, основанная на исполь-
зовании машинерии бактериальных механизмов за-
щиты от патогенов, позволяющая доставлять транс-
ген одновременно с нокаутом другого гена благодаря 
сайт-специфической интеграции, присущей данной 
технологии. Например, возможно осуществить нокаут 
TКР в трансгенных клетках для получения аллоген-
ных CAR T-клеток или нокаут PD-1 для предотвра-
щения истощения [61, 62]. У больных, получивших 
CRISPR-Cas9-CAR T терапию, не наблюдали побоч-
ных эффектов, связанных с редактированием генома, 
а терапия оказалась не только безопасной, но и эффек-
тивной [65], в том числе в клинических исследованиях 
по лечению острого миелоидного лейкоза препаратом 
CB-012. В этих исследованиях была проведена вставка 
CAR-конструкции в ген TRAC с использованием техно-
логии CRISPR-геномного редактирования для удале-
ния экспрессии T-клеточного рецептора во избежание 
реакции «трансплантат против хозяина» при переносе 
аллогенных CAR. А также в ген B2M был внесен B2M-
HLA-E трансген для устранения экспрессии HLA-I 
и, как следствие, избежания отторжения аллогенных 
CAR Т- и NK-клетками больного [66].
Неинтегрирующие методы доставки могут приме-
няться в случае, когда продолжительная экспрессия 
CAR нежелательна или опасна. Показано получение 
транзиентно трансфецированных CAR T-клеток, на-
правленных на активированные фибробласты, и под-
тверждена их эффективность в экспериментальных 
моделях фиброза миокарда, воспроизведенных на мы-
шах [67].

Влияние клеточного состава 
и дозирования препарата 
на эффективность терапии
Иммунофенотип Т-клеток определяет способность 
клеток пролиферировать и персистировать в орга-
низме на протяжении времени. Пролиферация CAR 
T-клеток и их способность к длительной персистенции 
являются важными параметрами, опосредующими 
противоопухолевую эффективность. Показана боль-
шая эффективность CAR T-клеток в модельных экс-
периментах на мышах in vivo, произведенных из суб-
популяций наивных Т-клеток, T-клеток центральной 
памяти (Тcm) и Т-клеток памяти со стволовым фено-
типом (Tscm) в связи с их способностью к интенсив-
ной экспансии и длительной персистенции. CAR T 
препараты из Т-клеток эффекторной памяти (Tem), 
напротив, демонстрируют низкий уровень пролифе-
рации in vivo, способность к распознаванию опухоле-
вых клеток, низкую выживаемость в сравнении с CAR 
T-клетками с фенотипом центральной памяти [26]. 

Клеточные препараты, в составе которых преоблада-
ют Tcm-клетки, обладают лучшей противоопухолевой 
эффективностью [68].
Соотношение популяций цитотоксических CD8+ 
и хелперных CD4+ Т-лимфоцитов также имеет зна-
чение для исхода терапии. Показано взаимодействие 
между CD8+ и CD4+ CAR T-клетками, обеспечиваю-
щее взаимное поддержание их функций. Наибольший 
«вспомогательный» эффект обеспечивается наивны-
ми CD4+ Т-клетками по сравнению с CD4+ Tcm и Tem 
за счет наивысшей степени продукции интерлейки-
нов (ИЛ) [69]. Благодаря активной продукции CD4+ 
клетками ИЛ-2 и интерферона-γ (ИФН-γ) увеличи-
ваются пролиферация и цитотоксические свойства 
CD8+ CAR T-клеток. Наилучший противоопухоле-
вый эффект был показан при комбинировании CD8+ 
CAR T-клеток центральной памяти с CD4+ наивны-
ми Т-клетками или клетками центральной памяти 
в экспериментах на мышах [69]. Некоторые иссле-
дования создали предпосылки к пониманию того, 
что наибольшую эффективность для использования 
в клинической практике демонстрирует соотноше-
ние фенотипических популяций CD4+:CD8+ клеток 
1:1 [70]. По результатам этих исследований был раз-
работан CAR T-клеточный препарат лисокабтаген 
маралеусел (BREYANZI), который вводят больно-
му в соотношении клеток CD4:CD8 как 1:1. Однако 
при проведении клинических исследований не уда-
лось подтвердить повышенную эффективность дан-
ного подхода.

Параметры культивации CAR T
Реагенты, использующиеся для работы с CAR 

T-клетками ex vivo, могут значительно влиять на функ-
ции и экспансию CAR T-клеточного продукта in vivo. 
Как правило, в качестве питательной среды для рабо-
ты с Т-клетками в лабораторных условиях используют 
RPMI-1640, кроме того, в среду дополнительно вно-
сят человеческую или фетальную телячью сыворотку. 
Ведутся исследования влияния компонентов культу-
ральной среды и сыворотки на экспансию клеток, их 
функции и фенотип, но однозначного мнения об опти-
мальном подходе пока не существует [71–73].
В настоящее время для производства CAR T-клеток 
наравне со средами, обогащенными сывороткой, ис-
пользуются бессывороточные среды. Однако счита-
ется, что сыворотка является ключевым компонентом 
среды, стимулирующим экспансию клеток [73].
В производстве CAR T препаратов могут быть ис-
пользованы протоколы культивирования, предполага-
ющие использование бессывороточных сред, а также 
сред с добавлением пулированой человеческой сыво-
ротки или различных добавок, произведенных из че-
ловеческой крови. Могут быть использованы экстрак-
ты из фракций цельной крови человека, содержащие 
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большее количество карнозина в сравнении с челове-
ческой сывороткой. Карнозин сдвигает метаболиче-
ский профиль Т-клеток к окислительному состоянию, 
что напрямую связано с повышенной противоопухоле-
вой активностью [74].
Вопреки тому, что бóльшая часть исследований де-
монстрирует преимущества добавления человеческой 
сыворотки в среду при производстве CAR T препара-
тов, существуют данные и о преимуществах культи-
вации в бессывороточных средах. Например, в таких 
условиях была детектирована пониженная секреция 
фактора некроза опухоли (ФНО) и ИЛ-2 при культива-
ции в присутствии человеческой сыворотки. Несмотря 
на низкую секрецию цитокинов, у таких CAR Т препа-
ратов был зафиксирован выраженный противоопухо-
левый ответ in vivo [75]. Широкое использование бессы-
вороточных сред во многом объясняется колебаниями 
качества человеческой сыворотки, ее нестандартизи-
рованностью, чувствительностью к условиям хране-
ния, а также рисками контаминации [76, 77].
Помимо сыворотки, при работе ex vivo на CAR 

T-клетки оказывают влияние цитокины, входящие в со-
став культуральной среды. Внесение цитокинов in vitro 
важно для обеспечения жизнеспособности, а следова-
тельно, и эффекторной функции Т-клеток. Для произ-
водства CAR T препаратов, как правило, используют 
ИЛ-2, который способствует увеличению экспансии 
и дифференциации клеток. Также проводятся иссле-
дования о влиянии других цитокинов, а именно ИЛ-7, 
ИЛ-15, ИЛ-21, на качество клеточного продукта. Эта 
группа цитокинов играет значимую роль в стимуля-
ции Т-лимфоцитов к борьбе с опухолевыми клетками 
[78]. Показано участие данных ИЛ в активации груп-
пы транскрипционных факторов STAT [79], что опо-
средует их обширное влияние на клетки: удерживает 
клетки в наивном состоянии (CD45RA- CCR7+), а так-
же происходит преимущественная дифференцировка 

цитотоксических Т-лимфоцитов в клетки с фенотипом 
центральной памяти (CD45RO+ CCR7+) [80], их про-
лиферация и пониженная экспрессия маркеров исто-
щения [81], а также усиление эффекторных функций 
[78, 82].
В экспериментах in vitro добавление ИЛ-21 само 
по себе не вызывало повышенной пролиферации 
Т-клеток, однако в совокупности с другими цитокина-
ми (ИЛ-2, ИЛ-7, ИЛ-15) ИЛ-21 мог усиливать проти-
воопухолевую функцию, пролиферацию, рост популя-
ции наивных T-клеток и Т-клеток памяти. В некоторых 
исследованиях представлены данные об улучшении 
экспрессии CAR на поверхности клеток при добавле-
нии ИЛ-21 после лентивирусной трансдукции за счет 
подавления экспрессии ИФН-γ [78].

Дозирование CAR T-клеток
По завершении всех этапов производства прово-
дят инфузию CAR T-клеточного препарата больному. 
Количество клеток в рамках одной дозы варьиру-
ет и зависит от многих параметров. Во-первых, дозу 
рассчитывают исходя из количества жизнеспособных 
CAR+ клеток. Во-вторых, доза может быть рассчита-
на на 1 кг массы тела больного с предельно допусти-
мым общем количеством клеток в препарате (табл. 2). 
Как правило, для подбора первичной дозы исполь-
зуется предыдущий клинический опыт [8]. Однако 
прямой корреляции между введенной дозой и эффек-
тивностью препарата не наблюдается, поэтому в сов-
ременной практике является возможным применение 
препарата, количество CAR+ клеток в котором мень-
ше порогового значения, если такой вариант терапии 
обоснован соотношением риск-польза для больного 
(использование так называемых препаратов «вне спе-
цификации») [83, 84].
Из соображений безопасности может быть рассмо-
трен вариант разделения дозы на несколько после-

Таблица 2. Система дозирования одобренных Управлением по санитарному надзору за качеством пищевых продуктов и медикаментов 
анти-CD19 CAR T-клеточных препаратов
Table 2. Dosage system of FDA-approved anti-CD19 CAR T-cells

Препарат [ссылка]
Drug [Reference]

Доза
Dosage

Больные
Patients

Аксикабтаген цилолеусел
Axicaptagene ciloleucel [9]

2×10 6 клеток/кг массы тела
2×10 6 cells/kg of body weight

Взрослые
Adults

Брексукабтаген аутолеусел
Brexucaptagene autoleucel [11]

 (1–2)×10 6 клеток/кг массы тела
(1–2)×10 6 cells/kg of body weight

Взрослые
Adults

Тисагенлейклейцел [10]
Tisagenlecleucel [10]

 (60–600)×10 6 клеток
(60–600)×10 6 cells totally

Взрослые
Adults

Тисагенлейклейцел [10]
Tisagenlecleucel [10]

(0,2–5)×10 6 клеток/кг массы тела (при массе тела до 50 кг)
(0,2–5)×10 6 cells/kg of body weight (up to 50kg body weight)
(10–250)×10 6 клеток (при массе тела от 50 кг)
(10–250)×10 6 cells totally (at a body weight of 50 kg or more) 

Дети и молодые взрослые
Children and adults under 25 years

Лизокабтаген маралеусел [12]
Lisocaptagene maraleucel [12]

(50–110)×10 6 клеток тотально
(50–110)×10 6 cells totally

Взрослые
Adults

Обекабтаген аутолеусел [15]
Obecabtagene autoleucel [15]

410×10 6 клеток тотально
410×10 6 cells totally

Взрослые
Adults
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довательных инфузий. Безопасность в таком слу-
чае опосредована малой первой дозой, в результате 
чего снижается риск развития побочных действий. 
Существует несколько разных схем дозирования. 
Часто используется вариант введения препарата трех-
кратно с увеличением дозировки [85]. Увеличение 
дозы часто происходит с полулогарифмическим трех-
кратным шагом, но в таком случае необходимо учи-
тывать степень тяжести СВЦ, а также опухолевую 
нагрузку. Безопасная доза для больного с низкой опу-
холевой нагрузкой может быть в значительной степени 
токсичной для больного с более высокой опухолевой 
нагрузкой. Последующее дозирование с введением доз 
препарата с интервалом более 14 дней требует повтор-
ного проведения лимфодеплеции, в связи с чем может 
увеличиваться риск развития цитопении, инфекцион-
ных осложнений, а также вторичных опухолей, вклю-
чая миелодиспластический синдром и другие. Вне 
зависимости от дозирования пиковая экспансия CAR 
T-клеток наступает между 1-й и 2-й неделями после 
введения препарата [86].

Влияние структуры CAR 
на эффекторные функции 
одобренных анти-CD19 
CAR T препаратов
Развитие CAR T-клеточной терапии началось с соз-
дания химерного антигенного рецептора первого по-
коления. Такие химерные антигенные рецепторы 
включают в себя антиген-распознающую часть, пред-
ставляющую собой одноцепочечный вариабельный 
фрагмент (scFv) моноклонального антитела, трансмем-
бранный участок и внутриклеточный сигнальный 
домен CD3ζ. Ранее были показаны низкие экспансия 
и персистенция в организме больного после введения 
таких CAR T-клеточных препаратов [84]. Однако ис-
следования показали длительную персистенцию ан-
ти-GD2-CAR T-клеток в течение 18 лет в организме 
больного, получившего CAR T-клетки для лечения 
глиобластомы [87].
Дальнейшие исследования механизмов Т-клеточной 
активации, реализующейся через Т-клеточный ре-
цептор, показали вклад костимуляторных моле-
кул, таких как CD28 и 4–1BB, в процесс активации 
Т-клеток. Это послужило основанием для исполь-
зования костимуляторных доменов в конструктах 
CAR, что привело к созданию CAR T препаратов 
второго поколения, обладающих выраженной проти-
воопухолевой эффективностью и длительной перси-
стенцией в организме [6]. Именно CAR T-клеточные 
препараты второго поколения получили одобрение 
Управления по санитарному надзору за качеством 
пищевых продуктов и медикаментов США и мест-
ных регуляторных органов в разных странах и стали 
основой для развития CAR T-клеточной терапии [86]. 
Следующим этапом развития CAR T стало создание 

третьего и последующих поколений химерных анти-
генных рецепторов. CAR третьего поколения обычно 
несут комбинацию из двух костимуляторных доме-
нов (например, CD28, 4–1BB и OX40) для увеличения 
цитотоксической функции. Однако такие CAR ока-
зались малоэффективны, поэтому от идеи совмеще-
ния в одной молекуле нескольких костимуляторных 
доменов отказались [88].

CAR четвертого поколения помимо антиген-распоз-
нающего, трансмембранного и одного костимулятор-
ного доменов могут нести последовательности цито-
кинов (например, ИЛ-12), привлекающих иммунные 
клетки для борьбы с опухолью [89], или транскрип-
ционных факторов, экспрессия которых может от-
срочить истощение CAR T-клеток и, соответственно, 
усилить их способность контролировать рост опухоли 
[90]. Одобренные Управлением по санитарному надзо-
ру за качеством пищевых продуктов и медикаментов 
препараты используются в терапии лимфопролифе-
ративных заболеваний и имеют специфические раз-
личия в строении химерного антигенного рецептора 
(табл. 3).
Антиген-распознающие и сигнальные домены у одоб-
ренных анти-CD19 CAR схожи, поэтому наиболее ин-
формативным является сравнение эффектов от кости-
муляторных и трансмембранных доменов.
Костимуляторные домены CD28 и 4–1BB представ-
ляют собой последовательности, регулирующие реак-
цию активации Т-лимфоцитов в ответ на антигенный 
стимул. Сигналинг через эти домены опосредует вы-
работку цитокинов клетками, например ИЛ-2, ФНО, 
ИФН-γ и др., а также продукцию антиапоптотических 
белков [101, 102]. Являясь частью химерного антиген-
ного рецептора, 4–1BB и CD28 опосредуют костиму-
ляторный сигнал для CAR T-клеток, что приводит 
к активации транскрипционных факторов. 4–1BB ак-
тивирует транскрипционные факторы NF-kB и AP-1, 
а CD28 — NF-κB, NFAT и AP-1.

CAR T-клетки, несущие костимуляторный домен 
4–1BB, характеризуются формированием популяции 
c преобладанием клеток с фенотипом центральной 
памяти, однако важно отметить, что данное явление 
часто является специфичным для каждого отдельного 
больного [68, 88]. Такой фенотип создает потенциал 
к длительной персистенции в организме больного [68]. 
Показано, что клеточные препараты, в составе кото-
рых преобладали клетки центральной памяти, облада-
ли лучшей противоопухолевой эффективностью [27]. 
Для CAR T-клеток, несущих костимуляторный домен 
CD28, характерна сильная активация, и, как следст-
вие, они быстрее достигают пика экспансии по сравне-
нию с CAR T-клетками, несущими 4–1BB-CAR, также 
им присуща быстрая элиминация опухолевых клеток 
[103]. Такие преимущества CD28-CAR T опосредуют 
и их побочные эффекты. CAR на основе CD28 склон-
ны к преобладанию фенотипа эффекторной памяти; 
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такие клетки быстрее истощаются и погибают, а их 
персистенция в организме менее продолжительна 
в сравнении с CAR T на основе 4–1 ВВ [68]. Такой эф-
фект может быть опосредован явлением тонического 
сигналинга, которое характеризуется активацией кле-
ток в отсутствие антигенной стимуляции, провоциру-
ющей истощение [104].
Не менее значим и тип трансмембранного домена 

CAR, соединяющего внеклеточную и цитоплазма-
тическую части рецептора. Дополнительное влия-
ние CD8-α на эффекторные функции CAR T-клеток 
не установлено, в то же время для трансмембранного 
домена CD28 существуют данные о том, что его на-
личие может обусловливать гетеродимеризацию с эн-
догенным CD28, опосредуя тонический сигналинг 
и приводя как к ускоренному истощению клеток, так 
и усилению их цитотоксических свойств [105].

Побочные действия
Поскольку терапия заболеваний системы крови с ис-
пользованием CAR T-клеток становится широко рас-
пространенным вариантом лечения, осведомленность 
о возможной токсичности и факторах, влияющих 
на нее, становится все более необходимой. В связи 
с тем что разные CAR T-клеточные препараты несут 
химерные рецепторы, состоящие из разных доменов, 
профиль токсичности уникален для каждого пре-
парата. Состояния, вызванные токсичностью CAR 
T-клеток, можно объединить в несколько групп, основ-
ными из которых являются СВЦ, с иммунными клет-
ками ассоциированный нейротоксический синдром 
(ИКАНС), цитопения. Среди последствий CAR T ча-
сто встречаются вторичный гуморальный иммуноде-
фицит и инфекционные осложнения.
СВЦ является наиболее частым побочным эффектом 
при анти-CD19 CAR T терапии. Основной причиной 
его возникновения считается экспансия и активация 
CAR T-клеток in vivo и, как следствие, выброс ими 
эффекторных цитокинов, таких как ИФН-γ, ФНО 
и ИЛ-2. Это ведет к массовому выбросу цитокинов 
макрофагами (в первую очередь ИЛ-6) и системному 
воспалению. Симптомы СВЦ проявляются с первой 
недели после введения клеточного препарата и разви-
ваются до двух недель [106].
ИКАНС наравне с СВЦ является значимым и ча-
стым побочным действием после проведения CAR 
T-клеточной терапии. Это состояние развивается 
вследствие прохождения CAR T-клеток через гемато-
энцефалический барьер и выработки перицитами ци-
токинов ИЛ-6 и ФНО. Кроме того, проникая через ге-
матоэнцефалический барьер, CAR T-клетки начинают 
атаковать муральные клетки или перициты микроцир-
куляторного русла мозга, поскольку те экспрессируют 
CD19 [107]. Временной профиль развития ИКАНС 
совпадает с СВЦ [108].

Поскольку разные CAR T-клеточные препараты 
имеют различную структуру CAR, уровень токсич-
ности и частота связанных с ней состояний варьи-
руют. Согласно данным клинического исследования 
«DESCAR T» (NCT04328298) [109], у 86 % больных, по-
лучавших лечение аксикабтагеном цилолеуселом (ко-
стимуляторный домен CD28), развился СВЦ, в сравне-
нии с 75,6 % больных, получавших тисагенлейклейцел 
(костимуляторный домен 4–1 ВВ). Случаев нейро-
токсичности также гораздо больше после получения 
аксикабтагена цилолеусела (у 35 % больных возник 
ИКАНС 1–2-й степени, у 13,9 % — ИКАНС третьей 
степени или более) по сравнению с тисагенлейклейце-
лом (у 19,1 % больных возник ИКАНС 1–2-й степени, 
у 2,9 % — ИКАНС третьей степени или более). Кроме 
того, значительно более выраженная цитопения на-
блюдалась после введения аксикабтагена цилолеусела 
как через 1 мес. после инфузии препарата, так и через 
3 мес. и выражалась в нейтропении, анемии и тромбо-
цитопении [110].
Цитопенические синдромы нередко возникают 
в качестве побочного действия как после введения 
анти-CD19 CAR T-клеток, так и после введения ан-
ти-BCMA CAR T-клеток. Механизмы и причины воз-
никновения цитопении изучают, но в основном отме-
чают ее развитие в результате лимфодеплетирующей 
химиотерапии, применяющейся в рамках подготовки 
к введению клеточного препарата, или тяжелого те-
чения СВЦ (3–4 степени). CAR T препараты опосре-
дуют разную частоту встречаемости цитопенических 
синдромов [111–114], однако существует тенденция 
к более частому развитию нейтропении, реже — тром-
боцитопении и реже всего — анемии [115]. Тяжелая 
нейтропения развивается у 90 % больных после лим-
фодеплеции, предшествующей CAR T-терапии [116, 
117]. Разработана шкала, предсказывающая разви-
тие длительной цитопении, которая основана на де-
текции содержания маркеров гематотоксичности 
в крови. Показателями, использующимися для пред-
сказания степени тяжести цитопении, являются аб-
солютное количество тромбоцитов и нейтрофилов, 
концентрации гемоглобина, С-реактивного белка 
и ферритина. В зависимости от содержания этих 
маркеров предсказываемой степени тяжести присва-
иваются баллы, где низкая степень тяжести описы-
вается от 0 до 1 баллов, а высокая — от двух баллов 
и выше [118].
Выраженность нейтропении и ее продолжительность 
являются определяющими факторами риска разви-
тия бактериальной, грибковой и вирусной инфекций 
[119]. Развитие инфекций в течение первого месяца 
после инфузии CAR T-клеток наблюдается у 12–46 % 
больных, эта частота уменьшается в течение последу-
ющих месяцев [119–121]. Бактериальная инфекция яв-
ляется наиболее частым инфекционным осложнением 
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и наблюдается в 32–68 % случаев в течение первого ме-
сяца после введения CAR T-клеток [122, 123]. Вирусные 
инфекции выявляют в 19–47 % случаев, чаще встреча-
ются респираторные вирусы, герпес вирус и цитомега-
ловирус [124]. Наиболее редко развиваются грибковые 
инфекции, их диагностируют в 3–14 % случаев [125]. 
С 0 до 90 дня после введения CAR T-клеток инфекции 
легкой и средней тяжести течения обнаружили в 50 % 
случаев всех инфекционных эпизодов, тяжелое тече-
ние инфекции наблюдали в 41 % инфекционных эпи-
зодов, а угрожающие жизни инфекции встретились 
в 6 % случаев, в 3 % умерли от инфекционных ослож-
нений [119].

B-клеточная деплеция является еще одним побочным 
эффектом после терапии CAR T-клетками. У боль-
шинства больных B-клеточная деплеция наблюдается 
в течение 6–12 мес. после введения препарата, а у 25–
38 % больных сохраняется в течение нескольких лет 
[126, 127]. Кратковременное течение В-клеточной де-
плеции, менее 3 мес., является фактором риска разви-
тия рецидива заболевания.
Прямое сравнение клинических исследований меж-
ду собой является некорректным, поскольку в них ва-
рьирует выборка больных. Для более точного анализа 
связи выраженности токсичности следует проводить 
клинические исследования, в которых могли быть 
сравнимы сопоставимые группы больных по таким 
характеристикам, как основной диагноз и масса опу-
холевой нагрузки перед терапией, клинико-лаборатор-
ные характеристики больных, а также дозы вводимых 
препаратов и прочее.

Таким образом, в настоящее время наблюдает-
ся развитие технологий CAR T-клеточной терапии, 
всплеск которого связан с появлением все большего 
количества клеточных продуктов, различия между 
которыми характеризуются как структурой CAR, так 
и особенностями производственного процесса. Это 
создало предпосылки к появлению исследований, 
в которых показана корреляция между определен-
ными характеристиками CAR T-клеточного продук-
та и профилем его эффективности и безопасности. 
Несмотря на множество работ по сравнению влияния 
параметров производства и свойств химерного анти-
генного рецептора на качество итогового клеточно-
го продукта, количества исследований по прямому 
сравнению описанных выше параметров с исходом 
терапии у больных недостаточно для формирования 
заключений. При этом существующие сравнитель-
ные исследования показали, что функциональный 
профиль клеточного продукта в организме является 
пациент-специфичным. При введении фиксирован-
ного соотношения CD4:CD8 CAR T-клеток данные 
о побочных действиях препарата и его эффектив-
ности разнятся в зависимости от предшествующей 
терапии и других особенностей истории болезни 
больного [70]. Принимая во внимание нарастающий 
объем данных, нередко диссонирующих между со-
бой, необходимо продолжать исследования взаимно-
го влияния факторов, опосредующих эффективность 
CAR T-клеточных препаратов, для стремительного 
развития возможностей применения данной терапии 
у больных.
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СИНДРОМ ВЫСВОБОЖДЕНИЯ ЦИТОКИНОВ ПОСЛЕ ТЕРАПИИ 
Т-КЛЕТКАМИ С ХИМЕРНЫМ АНТИГЕННЫМ РЕЦЕПТОРОМ: 
ПАТОФИЗИОЛОГИЯ, КЛИНИЧЕСКИЕ ПРОЯВЛЕНИЯ И НОВЫЕ 
ПОДХОДЫ К ЛЕЧЕНИЮ  
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Введение. Внедрение терапии Т-клетками с химерным антигенным рецептором (Chimeric antigen receptor, CAR T) 
в клиническую практику изменило международные стандарты лечения B-клеточных лейкозов, лимфом и множест-
венной миеломы. Наряду с высокой противоопухолевой активностью CAR T-терапия сопровождается нежелатель-
ными явлениями: синдром высвобождения цитокинов (СВЦ), с иммунными клетками ассоциированный нейротокси-
ческий синдром (ИКАНС), синдром активации макрофагов (САМ).
Цель  — представить данные о  механизмах иммунной токсичности CAR T-терапии, ее клинических проявлениях, 
а также стратегиях профилактики и лечения.
Основные сведения. СВЦ — гипервоспалительное состояние, в основе клинических проявлений которого лежат 
активация и нарушение проницаемости эндотелия. Генетическая предрасположенность к СВЦ связана с полимор-
физмом генов адгезии и активации иммунных клеток. В патогенезе играют роль гиперпродукция цитокинов интер-
лейкинов 1β, 6, 8, 10, интерферона-γ, снижение экспрессии молекул адгезии эндотелием, гиперпродукция факто-
ров проницаемости, интерстициальный отек органов и их дисфункция. Другие осложнения: ИКАНС и САМ. Терапия 
СВЦ основывается на применении глюкокортикоидов и антицитокиновой терапии. Значительная доля негативных 
исходов связана с ИКАНС и САМ. Перспективным направлением лечения является применение антагонистов ин-
терлейкина-1.

Ключевые слова: CAR T, синдром высвобождения цитокинов, синдром активации макрофагов, вторичный гемофагоцитарный лимфогистиоцитоз, 
синдром нейротоксичности, ассоциированный с иммунными эффекторными клетками, антицитокиновая терапия, гофликицепт
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Введение
Внедрение терапии Т-клетками с химерным анти-
генным рецептором (Chimeric antigen receptor, CAR) 
в клиническую практику изменило международные 
стандарты лечения B-клеточных лейкозов, лимфом 
и множественной миеломы. В настоящее время в мире 
одобрено для клинического применения 8 продуктов 
анти-CD19 CAR T и 4 продукта анти-BCMA (B-cell 

maturation antigen, BCMA) CAR T [1–12]. Более чем 
в тысяче клинических исследований испытывают но-
вые CAR T продукты, нацеленные на широкий спектр 
антигенов, среди которых можно выделить CD20, 
CD22 для неходжкинских лимфом, GPRC5D для мно-
жественной миеломы, CD30, CD2, CD5 и CD7 для 
Т-клеточных лейкозов и лимфом, GD2 и CLDN18.2 для 
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Introduction. The introduction of chimeric antigen receptor (CAR) T-cell therapy into clinical practice has transformed inter-
national treatment standards for B-cell leukemias, lymphomas, and multiple myeloma. Alongside its high antitumor activity, 
CAR T-cell therapy is associated with a unique profi le of adverse events, including cytokine release syndrome (CRS), immune 
cell-associated neurotoxic syndrome (ICANS), and macrophage activation syndrome (MAS).
Aim: To present data on the mechanisms of immune toxicity of CAR T-cell therapy, its clinical manifestations, as well as pre-
vention and treatment strategies.
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солидных опухолей [6, 13, 14]. CAR T-терапия демон-
стрирует потенциал и за пределами онкологии, в част-
ности в лечении тяжелых форм аутоиммунных заболе-
ваний [15, 16].
Вместе с противоопухолевым эффектом CAR 

T-терапия сопровождается серьезными нежелатель-
ными явлениями, ключевыми среди которых явля-
ются инфекции, синдром высвобождения цитокинов 
(СВЦ), c иммунными клетками ассоциированный 
нейротоксический синдром (ИКАНС), продолжи-
тельная цитопения и вторичные новообразования [17, 
18]. Иммуноопосредованная токсичность является ха-
рактерной особенностью CAR T-терапии и диктует на-
правление активных исследований ведущих научных 
и клинических центров.
Цель данного обзора — представить данные о ме-
ханизмах иммунной токсичности CAR T-терапии, ее 
клинических проявлениях, а также стратегиях про-
филактики и лечения.

СВЦ
СВЦ — гипервоспалительное самоподдерживающе-
еся состояние с определенным спектром клинических 
проявлений, в основе которых лежат активация и на-
рушение проницаемости эндотелия. СВЦ является 
одним из наиболее частых нежелательных явлений, 
ассоциированных с CAR T-клеточной терапией, и ха-
рактеризуется симптомами, варьирующими от легких 
до жизнеугрожающих [19]. СВЦ может прогрессиро-
вать от лихорадки в качестве единственного симптома 
до системных проявлений, включая гипотензию, ка-
пиллярную утечку и полиорганную недостаточность. 
В клинических исследованиях применялись несколько 
систем оценки токсичности, что затрудняло сравнение 
данных между различными работами; однако послед-
ние рекомендации Американского общества транс-
плантации и клеточной терапии помогли установить 
единые критерии градации тяжести СВЦ и ИКАНС 
[20–24]. Терапия СВЦ является важной задачей, вы-
бор тактики лечения зависит от степени выраженности 
СВЦ. Американское общество клинической онколо-
гии в 2019 г. опубликовало обновленные рекоменда-
ции по ведению иммуноопосредованных нежелатель-
ных явлений у больных, получающих CAR T-терапию. 
Оценку тяжести СВЦ проводят согласно консенсус-
ным критериям, разработанным Американским обще-
ством трансплантации и клеточной терапии:
Степень 1 характеризуется повышением температу-
ры 38 °C без гипотензии и гипоксии. Лечение включа-
ет поддерживающую терапию, применение антипире-
тиков, гидратацию, а также назначение антибиотиков 
широкого спектра при наличии признаков инфекции.
Степень 2 включает лихорадку, гипотензию, не тре-
бующую применения вазопрессоров, и/или гипоксию, 
требующую ингаляции низкопоточным кислородом. 
Лечение включает оксигенотерапию, введение тоци-

лизумаба наряду с поддерживающей терапией, реко-
мендованной для степени 1. При затяжном и рефрак-
терном СВЦ могут быть назначены глюкокортикоиды.
Степень 3 характеризуется лихорадкой, гипотензи-
ей, требующей назначения вазопрессоров, и/или ги-
поксией, требующей ингаляции высокопоточным кис-
лородом. Лечение включает также терапевтические 
меры, рекомендованные для степени 2.
Степень 4 сопровождается лихорадкой, гипотен-
зией, требующей применения нескольких вазопрес-
соров, и/или гипоксией, требующей искусственной 
вентиляции легких (ИВЛ). В дополнение к лечению, 
предусмотренному для степени 3, при необходимости 
проводят ИВЛ.
Степень 5 определяется как летальный исход, свя-
занный с СВЦ, при отсутствии другой основной при-
чины смерти [20, 25].

Патофизиология СВЦ
СВЦ обусловлен активацией Т-клеток при взаимо-
действии CAR с антигеном, что приводит к их пролифе-
рации и высвобождению ряда цитокинов, продуциру-
емых как CAR T-клетками, так и другими иммунными 
клетками: интерлейкин (ИЛ) -6, ИЛ-1, ИЛ-8, ИЛ-10, 
интерферон (ИФН)-γ, гранулоцитарно-макрофагаль-
ный колониестимулирующий фактор (ГМ-КСФ), ма-
крофагальный воспалительный белок-1β и моноцитар-
ный хемоаттрактантный протеин-1 [26–28]. Помимо 
Т-клеток ключевыми клеточными популяциями в па-
тогенезе СВЦ являются миелоидные клетки и эндо-
телий. Макрофаги и эндотелиоциты под воздействи-
ем секретируемых CAR T-лимфоцитами цитокинов 
высвобождают большое количество ИЛ-6 и других 
провоспалительных сигнальных молекул, создавая 
петли положительной обратной связи между перечи-
сленными популяциями клеток, что определяет само-
поддерживающийся характер СВЦ и необходимость 
терапевтической интервенции [29]. В результате этой 
взаимной стимуляции высвобождаются ИФН-γ, фак-
тор некроза опухоли (ФНО), ГМ-КСФ и катехолами-
ны. Инициация сигнального каскада и активация по-
ложительных обратных связей реализуется в первые 
2–5 дней после инфузии CAR T-клеток [30, 31].
Локальный воспалительный ответ усиливается 
за счет инфильтрации опухоли макрофагами и ден-
дритными клетками. Паттерн-распознающие ре-
цепторы (PRRs) на макрофагах идентифицируют 
молекулярные паттерны, ассоциированные с повре-
ждением (DAMPs), на пироптотических опухолевых 
клетках, что усиливает активацию моноцитов/ма-
крофагов через взаимодействие CD40 (экспрессиру-
емый на макрофагах) и CD40L (экспрессируемый 
на CAR T-клетках). Активация макрофагов при-
водит к высвобождению ИЛ-6, ИЛ-1 и оксида азо-
та, способствуя развитию СВЦ. В периферической 
крови отмечается пролиферация CAR T-клеток 
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и повышение концентраций циркулирующих цито-
кинов. Системная воспалительная реакция приво-
дит к повреждению эндотелия и сосудистой утеч-
ке в различных органах, что ведет к полиорганной 
недостаточности. Концентрация цитокинов и CAR 
T-клеток в крови продолжает расти до достижения 
пика через 1–2 недели после инфузии. В дальнейшем 
проникновение Т-клеток, цитокинов и активиро-
ванных моноцитов в ЦНС через поврежденный ге-
матоэнцефалический барьер (ГЭБ) может привести 
к развитию ИКАНС. Через 3 недели после инфузии 
CAR T-клеток уничтожение популяции опухолевых 
клеток уменьшает антигенную стимуляцию, что при-
водит к уменьшению количества CAR T-клеток и ци-
токинов в периферической крови [30–35].
Повышение содержания цитокинов определяет по-
явление лихорадки после введения CAR T-клеток, 
в то же время основные клинические симптомы СВЦ 
обусловлены увеличением проницаемости эндотелия. 
Увеличение проницаемости связано со снижением 
экспрессии E- и P-кадгерина, повышением экспрессии 
E- и P-селектина и рекрутингом моноцитов, повыше-
нием секреции фактора роста эндотелия сосудов [36–
38]. Повышение экспрессии молекул адгезии VCAM-1 
и ICAM-1 в свою очередь способствует усилению вос-

паления и проницаемости за счет привлечения макро-
фагов и секреции ими хемокинов [39]. Конечным эта-
пом патогенеза является развитие интерстициального 
отека органов-мишеней. Наиболее хорошо явления 
вазогенного отека описаны при ИКАНС [40]. Также 
активация эндотелия может запускать диссемини-
рованное внутрисосудистое свертывание, которое 
способно усугублять нарушения микроциркуляции 
и дисфункцию органов, развивается сердечно-сосу-
дистая, дыхательная или иная органная дисфункция 
[41]. Многообразие клинической картины обусловле-
но генетическим полиморфизмом генов, вовлеченных 
в механизмы адгезии, активации Т-клеток, макрофа-
гов и антиген-презентирующих клеток. Таким обра-
зом, СВЦ можно отнести к полигенным заболеваниям 
[42] (рис. 1).

CAR T продукты даже при направленности на одну 
и ту же мишень обладают своим профилем токсич-
ности. По данным исследования JULIET, тисаген-
леклейцел вызывает вариант СВЦ с превалирующей 
гипотензией у 29 % больных [43]. В то же время, 
по данным исследования ZUMA-1, аксикабтаген ци-
лолейцел является более токсичным и вызывает гипо-
тензию у 46 % больных [44]. По данным исследования 
ZUMA-3, применение продукта брексукабтаген ци-

Рисунок 1. Текущее представление о патогенезе синдрома выброса цитокинов. ИЛ-1β — интерлейкин 1β, ИЛ-6 — интерлейкин 6, ИЛ-8 — интерлейкин 8, ИЛ-10 — 
интерлейкин 10, ИНФ-γ — интерлейкин γ, CCL — хемокины семейства CC (CC-chemokines), CXCL — хемокины семейства CXC (CXC-chemokines), ФНО — фактор некроза 
опухоли, ГМ-КСФ — гранулоцитарно-макрофагальный колониестимулирующий фактор, VCAM-1 — сосудисто-клеточная молекула адгезии 1 (vascular cell adhesion mole-
cule-1), ICAM-1 — межклеточная молекула адгезии 1 (intercellular adhesion molecule-1), VEGF — сосудистый эндотелиальный фактор роста (vascular endothelial growth factor)
Figure 1. Current understanding of cytokine release syndrome (CRS) pathogenesis. IL-1β — interleukin-1β, IL-6 — interleukin-6, IL-8 — interleukin-8, IL-10 — interleukin-10, IFN-γ — 
interleukin-γ, CCL — CC-chemokines (chemokines of the CC family), CXCL — CXC-chemokines (chemokines of the CXC family), TNF — tumor necrosis factor, GM–CSF — granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor, VCAM-1 — vascular cell adhesion molecule-1, ICAM-1 — intercellular adhesion molecule-1, VEGF — vascular endothelial growth factor
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лолейцел сопровождалось СВЦ и нейротоксичностью 
3 степени тяжести в 31 и 38 % случаев соответственно 
[45]. Академический CAR T CAR19.8, который нашел 
наибольшее распространение в России, характеризу-
ется частотой развития тяжелого СВЦ или ИКАНС 
в 20 % случаев [46]. Введение обекабтагена ауто-
лейцела, особенностью которого является модифи-
цированная структура антигенсвязывающего фраг-
мента CAR, сопровождалось тяжелым СВЦ в 2,4 % 
и ИКАНС в 7,1 % случаев [47]. Иммунологические 
механизмы, приводящие к различным проявлениям 
СВЦ у разных CAR T продуктов, до конца не изуче-
ны. К предикторам СВЦ относят высокую опухоле-
вую нагрузку, тромбоцитопению перед лимфодепле-
цией, дозу введенных CAR T-клеток, соотношение 
CD4/CD8 CAR T-клеток, пиковую экспансию CAR 
T-клеток in vivo, вид лимфодеплеции и концентра-
цию сывороточных цитокинов после инфузии CAR 
T-клеток [19, 23, 48–51]. Однако, помимо признанной 
роли опухолевой нагрузки, клиническое значение 
установленных корреляций перечисленных факто-
ров с риском и тяжестью СВЦ требует дальнейшего 
изучения и подтверждения.

Диагностика СВЦ
Диагноз СВЦ устанавливают на основании сово-
купности клинических и лабораторных данных. 
Используют принцип гипердиагностики, т. е. все 
состояния, укладывающиеся в клинические прояв-
ления СВЦ во временном интервале 2–14 дней, рас-
ценивают как СВЦ. Дифференциальный диагноз 
включает исключение инфекционных осложнений 
и включает бактериологическое исследование кро-
ви при лихорадке, исследование концентраций про-
кальцитонина и С-реактивного белка (СРБ), выпол-
нение компьютерной томографии грудной клетки 
и пазух при лихорадке более 2 сут. [52]. Ряд авторов 
предлагает использовать алгоритмы исследования 
цитокинов, в частности ИФН-γ и ИЛ-1β [53], однако 
сложность таких подходов заключается в отсутствии 
стандартизации результатов исследования цитоки-
нов и невозможности получать результаты в течение 
часов от появления лихорадки. При диагностике 
СВЦ предлагают определять концентрации нейтро-
филов, прокальцитонина и СРБ, однако такие пара-
метры имеют низкую предсказательную силу (AUC 
0,62) [54]. Для упрощения принятия решений при на-
значении антицитокиновой терапии принято понятие 
«требующего вмешательства» СВЦ. К таким характе-
ристикам относятся лихорадка более 2 дней, стойкое 
повышение систолического артериального давления 
>140 мм рт. ст. и снижение <90 мм рт. ст, тахикардия 
более 120 уд. в мин. или брадикардия менее 60 уд. 
в мин., тахипное более 25 в минуту или брадипное 
менее 12 в минуту, сатурация кислорода <92 %, оли-
гурия <60 мл. в час, повышение креатинина или тран-

саминаз, тремор, судороги или изменение ментально-
го статуса [55].

ИКАНС
Спектр нейротоксичности, возникающей после 

CAR T-клеточной терапии, варьирует от энцефалопа-
тии до судорог, оглушения и летального исхода [56]. 
К атипичным проявлениям относятся транзиторная 
афазия, парез лицевого нерва, миоклонус и гемифа-
циальные спазмы. Патофизиология ИКАНС недо-
статочно изучена, и неврологические осложнения 
могут возникать независимо от СВЦ, что указывает 
на существование определенных патофизиологи-
ческих различий между этими состояниями [57]. 
Значительную роль в развитии ИКАНС играет ак-
тивация эндотелия, приводящая к увеличению про-
ницаемости гематоэнцефалического барьера. Это 
позволяет проникать в ЦНС провоспалительным 
цитокинам, таким как ИФН-γ, а также самим CAR 
T-клеткам [58, 59].
К факторам риска развития ИКАНС относят пожи-
лой возраст, высокую опухолевую нагрузку в костном 
мозге, лимфодеплецию флударабином и циклофосфа-
мидом, предшествующие неврологические заболева-
ния, наличие и степень выраженности СВЦ [59, 60]. 
Ранняя диагностика ИКАНС требует тщательного 
клинического обследования, включая оценку внима-
ния и выявление нарушений речи.
ИКАНС диагностируют на основании шкал изме-
нения ментального статуса и магнитно-резонансной 
томографии (МРТ). Наиболее широко распростра-
нен тест по шкале ICE (Immune Cell Encephalopathy — 
энцефалопатия, связанная с иммунными эффек-
торными клетками), которая включает опрос 
больного с оценкой ориентации во времени, про-
странстве и выполнение простых логических манипу-
ляций. Альтернативно используется шкала CARTOX 
с очень близкими параметрами оценки (табл. 1) [61, 
62]. В некоторых клиниках используются более 
сложные системы оценки, такие как Монреальская 
шкала оценки когнитивных функций, которая также 
применяется для диагностики деменции и болезни 
Альцгеймера у пожилых. Преимущества этой шка-
лы заключаются в возможности оценивать когнитив-
ное ухудшение на фоне ИКАНС у больных с изна-
чальным снижением когнитивных функций до CAR 
T [63]. Магнито-резонансная томография головного 
мозга показана всем больным перед введением CAR 
T-клеток для получения исходной картины и оцен-
ки изменений в динамике. Типичным изменением 
при ИКАНС является сосудистый отек вещества го-
ловного мозга перивентрикулярно, в затылочных до-
лях или мозжечке [64]. Дифференциальный диагноз 
необходимо проводить с флударабин-ассоциирован-
ной лейкоэнцефалопатией, периферической полиней-
ропатией, паркинсоно-подобным синдромом [65, 66].



| ОБЗОРЫ ЛИТЕРАТ УРЫ | REVIEW ARTICLES | 

234      | ГЕМАТОЛОГИЯ И ТРАНСФУЗИОЛОГИЯ | RUSSIAN JOURNAL OF HEMATOLOGY AND TRANSFUSIOLOGY (GEMATOLOGIYA I TRANSFUSIOLOGIYA) | 2025; 70(2):  229–244 |

Терапия СВЦ и ИКАНС
Ключевым медиатором СВЦ является ИЛ-6, что по-
служило основой для терапии СВЦ с применением 
тоцилизумаба — моноклонального антитела, блоки-
рующего рецептор ИЛ-6, а также анти-ИЛ-6 антител 
[67–69] (табл. 3) [22]).
Порог тяжести СВЦ, при котором показано на-
значение тоцилизумаба, варьирует, но чаще все-
го его назначают при проявлениях 2-й или более 
высокой степени тяжести [71]. Основой терапии 
у больных с СВЦ, рефрактерным к тоцилизумабу, 
или 3–4-й степени, являются глюкокортикоиды [72]. 
При ИКАНС тоцилизумаб неэффективен, что свя-
зано с его плохим проникновением через ГЭБ [73]. 
При исследовании профилактического назначения 
тоцилизумаба отмечалось относительное повыше-
ние риска возникновения ИКАНС в связи с повы-
шением сывороточной концентрации свободного 
ИЛ-6 в крови в результате блокады рецептора ИЛ-6. 
Лечение ИКАНС включает назначение системных 
глюкокортикоидов и противоэпилептических препа-
ратов при необходимости. Из-за высокой проникаю-
щей способности в ЦНС наиболее часто применяют 
дексаметазон [74, 75]. Использование профилакти-
ческого назначения глюкокортикоидов и тоцили-
зумаба также изучали, однако в настоящее время 
это не является стандартной клинической практи-
кой [76]. Схема лечения ИКАНС представлена в та-
блице 4 [22]. Изучается целесообразность стартовой 
анти-ИЛ-1 терапии при тяжелом ИКАНС вместе 
с использованием глюкокортикоидов [77].

Оценку ответа на стартовую антицитокиновую те-
рапию проводят в течение 8–24 ч, в случае неэффек-
тивности переходят на вторую линию терапии. Другие 
препараты, роль которых исследуются, резервируют 
для лечения рефрактерного СВЦ, список включает 
силтуксимаб, олокизумаб (анти-ИЛ-6), этанерцепт 
(анти-ФНО), инфликсимаб (анти-ФНО), руксолити-
ниб и анакинру [78–82].
Анакинра, антагонист рецептора ИЛ-1, — препарат 
резерва для лечения и профилактики СВЦ и ИКАНС. 
Хотя эффективность препарата при профилактике 
СВЦ неоднозначна, J. H. Park и соавт [83] наблюдали 
уменьшение частоты возникновения СВЦ у больных, 
получавших анакинру при применении аксикабтаге-
на цилолеусела, по сравнению с больными из иссле-
дования ZUMA-1 (74 % против 93 %), а также значи-
мое снижение частоты всех степеней ИКАНС (22 % 
против 53 %) и ИКАНС 3 степени (9 % против 28 %). 
Проблемой, ограничивающей применение анакин-
ры, является ее фармакокинетика. Препарат имеет 
короткий период полувыведения, что требует введе-
ния до 4 раз в день для поддержания терапевтической 
концентрации. Оптимальные дозы и продолжитель-
ность лечения анакинрой для профилактики СВЦ 
и ИКАНС не установлены [84].
В настоящее время ведутся исследования по тар-
гетному ингибированию ГМ-КСФ, [27, 85, 86]. 
Лензилумаб — это гуманизированное моноклональное 
антитело, нейтрализующее ГМ-КСФ [27]. Проводится 
исследование ZUMA-19 (NCT04314843), направлен-
ное на оценку эффективности лензилумаба в повыше-
нии безопасности CAR T-клеточной терапии [87].

Таблица 1. Шкалы CARTOX и ICE [61, 62]
Table 1. CARTOX and ICE scales [61, 62]

 CARTOX-10 ICE
Ориентация: Время (год, месяц), место (город, 
больница), президент/премьер-министр страны 
проживания: 5 баллов
Orientation: Time (year, month), place (city, hospital), president/prime 
minister of the country of residence: 5 points

Ориентация: Время (год, месяц), место (город, больница): 
4 балла
Orientation: Time (year, month), place (city, hospital): 4 points

Наименование: Способность назвать три объекта 
(например, указать на часы, ручку, кнопку): 3 балла
Naming: Ability to name three objects (e. g., point to a watch, pen, 
button): 3 points

Наименование: Способность назвать 3 объекта (например, 
указать на часы, ручку, стул): 3 балла
Naming: Ability to name three objects (e. g., point to a watch, pen, chair): 
3 points

Письмо: Способность написать стандартное 
предложение: 1 балл
Writing: Ability to write a standard sentence: 1 point

Письмо: Способность написать стандартное предложение: 
1 балл
Writing: Ability to write a standard sentence: 1 point

Внимание: Способность считать в обратном порядке 
от 100 с шагом 10: 1 балл
Attention: Ability to count backwards from 100 by 10s: 1 point

Внимание: Способность считать в обратном порядке 
от 100 с шагом 10: 1 балл
Attention: Ability to count backwards from 100 by 10s: 1 point

Выполнение команд: Способность выполнять простые команды 
(например, «Покажи мне 2 пальца» или «Закрой глаза и высунь 
язык»): 1 балл
Command execution: Ability to follow simple commands (e. g., “Show me two 
fi ngers” or “Close your eyes and stick out your tongue”): 1 point

Итого: 10 баллов — норма, отсутствие признаков ИКАНС.
Total: 10 points — normal, no signs of ICANS.
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Другим потенциальным подходом к терапии являет-
ся применение анти-ИФН антитела, эмапалумаба, од-
нако в настоящий момент клинический опыт его при-
менения ограничен [88, 89].

Синдром активации макрофагов, 
или вторичный гемофагоцитарный 
лимфогистиоцитоз
Синдром активации макрофагов (САМ) после 
анти-CD19 CAR-Т является редким осложнени-
ем, развивающимся у 1–3 % больных [90]. Однако 
при использовании анти-CD22 CAR-Т-клеток часто-
та этого осложнения достигает 36 % [91]. Клинико-
лабораторные проявления САМ после CAR-Т-терапии 
включают гиперферритинемию, повышение активно-

сти лактатдегидрогеназы и других печеночных функ-
циональных тестов, развитие полисерозита, гипоксии, 
гепатоспленомегалии, повышение содержания тригли-
церидов и острое почечное повреждение. В отличие 
от СВЦ, развитие САМ ассоциировано со значитель-
ной летальностью, рефрактерностью к стандартной ан-
тицитокиновой терапии [92]. Были сформулированы 
предложения по критериям диагностики САМ, кото-
рые еще требуют валидации. Обязательным критери-
ем установки диагноза САМ является наличие пред-
шествующего СВЦ. По длительности клинического 
дебюта эти два синдрома могут быть разделены часами 
или даже неделями. Перечень диагностических кри-
териев представлен в таблице 5 [77]. Случаи успеш-
ного лечения САМ после CAR-Т-терапии описаны 

Таблица 2. Стадирование ИКАНС [61, 62]
Table 2. Grading of ICANS [61, 62]

Стадирование ИКАНС с учетом клинических и инструментальных проявлений
ICANS Grading Based on Clinical and Instrumental Findings

Проявления
Manifestation

Степень 1
Grade 1

Степень 2
Grade 2

Степень 3
Grade 3

Степень 4
Grade 4

Оценка ICE/
CARTOX
ICE/CARTOX Score

7–9 3–6 0–2 0, больной не пробуждается и не может 
выполнить ICE
0, patient does not awaken and cannot com-
plete ICE

Угнетение уровня 
сознания
Depressed level of 
consciousness

Пробуждается 
самостоятель-
но
Awakens sponta-
neously

Пробуждается 
на голос
Awakens to voice

Пробуждается только 
на тактильный стимул
Awakens only to tactile stimulus

Больной не пробуждается или требует 
интенсивных или повторяющихся 
тактильных стимулов для пробуждения; 
cопор или кома
Does not awaken or requires vigorous or repeated 
tactile stimulation; sopor or coma

Судороги 
Seizures

Не применимо
Not applicable

Не применимо
Not applicable

Любые клинические 
судороги, фокальные 
или генерализованные, 
которые быстро 
разрешаются, или 
неконвульсивные 
судороги на ЭЭГ, которые 
разрешаются при 
вмешательстве
Any clinical seizures, focal or 
generalized, resolving rapidly; 
or nonconvulsive seizures on 
EEG resolved with intervention

Угрожающие жизни продолжительные 
судороги (>5 мин.) или повторяющиеся 
судороги без возврата к исходному 
состоянию между приступами
Life-threatening prolonged seizures (>5 min); or re-
petitive seizures without return to baseline between 
episodes

Моторные 
нарушения
Motor disorders

Не применимо
Not applicable

Не применимо
Not applicable

Не применимо
Not applicable

Глубокие фокальные моторные 
нарушения, такие как гемипарез или 
парапарез
Severe focal motor disorders such as hemiparesis 
or paraparesis

Отек головного 
мозга
Cerebral edema

Не применимо
Not applicable

Не применимо
Not applicable

Фокальный/локальный отек 
при нейровизуализации
Focal/localized edema on 
neuroimaging

Диффузный церебральный отек при 
нейровизуализации; децеребрационная 
или декортикационная поза; или 
паралич VI черепного нерва; или отек 
диска зрительного нерва; или триада 
Кушинга
Diffuse cerebral edema on imaging; decerebrate 
or decorticate posturing; or cranial nerve VI palsy; 
or papilledema; or Cushing’s triad
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с применением высоких доз анакинры [93], эмапалу-
маба [94], пульс-терапии глюкокортикоидами [95], 
а также руксолитиниба у ревматологических больных 
[96]. Стандартного подхода к выбору терапии среди 
этих опций не существует.

Перспективные отечественные 
разработки
Компания «ООО Р-Фарм Интернейшнл» ведет раз-
работку препарата RPH-104. RPH-104 — это таргетный 
биологический препарат, селективно связывающий 

и инактивирующий интерлейкин-1β (ИЛ-1β). Он изна-
чально разрабатывался для лечения аутовоспалитель-
ных заболеваний, связанных с гиперактивацией ИЛ-1β, 
таких как семейная средиземноморская лихорадка, 
острый подагрический артрит и идиопатический реци-
дивирующий перикардит [97, 98]. В дополнение к этим 
показаниям RPH-104 также рассматривается как потен-
циальное средство для контроля СВЦ при COVID-19 
и воспалительных реакций, сопровождающих острый 
инфаркт миокарда. Доклинические исследования по-
казали высокую селективность RPH-104 в отношении 

Таблица 3. Терапия СВЦ
Table 3. Management of cytokine release syndrome (CRS)

СВЦ 2-й степени/CRS Grade 2
Антиинтерлейкин-6 терапия/Anti-IL-6 therapy
— блокада рецепторов ИЛ-6/IL6 receptor inhibitors
Тоцилизумаб 8 мг/кг каждые 8 ч до 3 доз [69]
Tocilizumab 8 mg/kg every 8 h, up to 3 doses [69]
Левилимаб 162 мг однократно [70]/Levilimab 162 mg single dose [70]
— прямое блокирование ИЛ-6/direct IL6 ligand inhibition
Силтуксимаб 11 мг/кг однократно [22]/Siltuximab 11 mg/kg single dose [22]
Олокизумаб 112 мг однократно [82]/Olokizumab 112 mg single dose [82]

Любой вариант СВЦ 3-й степени/Any CRS Grade 3
Анти-интерлейкин-6 терапия + дексаметазон 10 мг каждые 6 часов [20, 22, 72]
Anti-IL-6 therapy + Dexamethasone 10 mg every 6 hours [20, 22, 72]

Любой вариант СВЦ 4-й степени/Any CRS Grade 4
Анти-ИЛ-6 терапия + дексаметазон 20 мг каждые 6 часов [20, 22, 72]
Anti-IL-6 therapy + Dexamethasone 20 mg every 6 hours [20, 22, 72]

2-я линия терапии/Second-line therapy
Анакинра 300–2400 мг п\к или внутривенно [81]/Anakinra 300–2400 mg SC or IV [81]
Руксолитиниб 10–15 мг 2 р/д [96]/Ruxolitinib 10–15 mg twice daily [96]
Циклофосфамид 1500 мг/м 2 однократно/Cyclophosphamide 1500 mg/m² single dose [79]
Метилпреднизолон 1000 мг 3 дня/Methylprednisolone 000 mg for 3 days [22]

Таблица 4. Принципы лечения ИКАНС
Table 4. Principles of ICANS management

ИКАНС 1-й степени/ICANS Grade 1

Дексаметазон 10 мг однократно, повторная оценка через ± анти-ИЛ-6 терапия при наличии СВЦ [20]
Dexamethasone 10 mg single dose, re-evaluate ± anti-IL-6 therapy if CRS is present [20]
ИКАНС 2-й степени/ICANS Grade 2
Дексаметазон 10 мг 2 раза в сутки ± анти-ИЛ-6 терапия при наличии СВЦ, ступенчатое снижение дозы при степени 0–1 [20]
Dexamethasone 10 mg twice daily ± anti-IL-6 therapy if CRS is present; taper dose when improved to Grade 0–1 [20]
ИКАНС 3-й степени без судорог/ICANS Grade 3 without seizures
Дексаметазон 10 мг 4 раза в сутки ± анти-ИЛ-6 терапия при наличии СВЦ, ступенчатое снижение дозы при степени 0–1, 
если 3-я степень персистирует больше 24 ч, увеличение дозы до 20 мг 4 раза в сутки [20]
Dexamethasone 10 mg four times daily ± anti-IL-6 therapy if CRS is present; taper dose when improved to Grade 0–1; if Grade 3 persists >24 hours, 
increase dose to 20 mg four times daily [20]

ИКАНС 3 степени с судорогами/ICANS Grade 3 with seizures
Дексаметазон 20 мг 4 раза в сутки ± анти-ИЛ-6 терапия при наличии СВЦ, ступенчатое снижение дозы при степени 0–1 [20]
Dexamethasone 20 mg four times daily ± anti-IL-6 therapy if CRS is present; taper dose when improved to Grade 0–1 [20]
Вторая линия/Second-line therapy
Метилпреднизолон 300–1000 мг 3 дня [22]/Methylprednisolone 300–1000 mg for 3 days [22]
Анакинра 100–2400 мг п/к или в/в [81]/Anakinra 100–2400 mg SC or IV [81]
Циклофосфамид 1500 мг/м 2 однократно [79]/Cyclophosphamide 1500 mg/m² single dose [79]
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ИЛ-1β без значительных антителозависимых или ком-
плементзависимых цитотоксических эффектов.
В фармакокинетических исследованиях на яван-
ских макаках и грызунах установлено двухфазное 
распределение препарата с длительным периодом по-
лувыведения (от 28 до 87 ч) [99]. Дозозависимое уве-
личение концентрации препарата в сыворотке крови 
свидетельствует об отсутствии насыщения путей ме-
таболизма и элиминации.
Клинические исследования подтвердили противо-
воспалительное действие RPH-104 у больных под-
агрическим артритом и рецидивирующим перикар-
дитом, демонстрируя снижение концентраций СРБ, 
ИЛ-6 и других маркеров воспаления [98]. Показано, 
что препарат значимо снижает риск рецидивов у боль-
ных рецидивирующим перикардитом. Однако иссле-
дования по его применению при COVID-19 не выяви-
ли значимых различий в клинической эффективности 
по сравнению с плацебо. С учетом того, что ИЛ-1β иг-
рает ключевую роль в развитии СВЦ, RPH-104 может 
рассматриваться как потенциальный кандидат для те-
рапии СВЦ, ассоциированного с CAR T-клеточной те-
рапией, с показателями фармакокинетики, оптималь-
ными по сравнению с анакинрой [98].
Таким образом, CAR T-клеточная терапия пред-
ставляет собой прорыв в лечении злокачественных 
новообразований, демонстрируя высокую эффектив-

ность у больных рецидивирующими и рефрактер-
ными формами онкогематологических заболеваний. 
Одним из ограничений широкого внедрения терапии 
CAR T-клетками является ее токсичность, связанная 
с развитием СВЦ и ИКАНС. Современные страте-
гии ведения этих осложнений включают применение 
ингибиторов ИЛ-6, глюкокортикоидов, а также пре-
паратов резерва, важнейшим из которых является 
антагонист ИЛ-1 анакинра. Однако существующие 
методы терапии СВЦ обладают ограниченной эф-
фективностью, особенно в отношении тяжелых форм 
синдрома.
Перспективными направлениями являются разра-
ботка новых препаратов с более удобным режимом 
введения и улучшенным профилем безопасности. 
Перспективной отечественной разработкой является 
препарат RPH-104, селективный ингибитор ИЛ-1β, ко-
торый продемонстрировал хорошие результаты при ле-
чении аутовоспалительных состояний. Продолжаются 
исследования новых препаратов, таких как ленизилу-
маб и эмапалумаб, направленных на ингибирование 
других цитокинов (ГМ-КСФ, ИФН-γ). Интеграция но-
вых терапевтических подходов, направленных на пато-
генетические механизмы осложнений CAR T-терапии, 
позволит снизить риск тяжелых токсических реакций, 
улучшить прогноз больных и расширить возможности 
применения данной технологии в онкогематологи.

Таблица 5. Диагностические критерии САМ после CAR Т-терапии [77]
Table 5. Diagnostic criteria for sHLH after CAR T therapy [77]

Обязательные критерии
Mandatory Criteria

Примечания
Comments

Ферритин
Ferritin

Больше 2 норм или повышение в 2 раза
Greater than 2-fold upper limit of normal, or 2-fold increase from baseline

Новые или персистирующие цитопении
New or persistent cytopenias

Подтверждающие критерии
Supporting Criteria

Примечания
Comments

Другие клинико-лабораторные проявления
Other Clinical or Laboratory Findings

ЛДГ > нормы/Elevated LDH
Нарушения коагуляции (удлинение ПВ/АЧТВ
Сoagulation abnormalities (e. g., PT/APTT)
Гипербилирубинемия/Hyperbilirubinemia
Спленомегалия/Splenomegaly
Лихорадка/Fever
Нейротоксичность/Neurotoxicity
Гипоксия и/или полисерозит
Hypoxia and/or polyserositis
Острое повреждение почек/Acute kidney injury
Триглицериды >265 мг/дл
Triglycerides >265 mg/dL
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ПРЕПАРАТЫ НА ОСНОВЕ ЦИТОТОКСИЧЕСКИХ ИММУННЫХ 
КЛЕТОК ПРИ ГЕМОБЛАСТОЗАХ: ИНДУКЦИЯ РЕМИССИИ ПЕРЕД 
ТРАНСПЛАНТАЦИЕЙ ГЕМОПОЭТИЧЕСКИХ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК

Волков Д.В.*, Габибов А.Г.

ФГБУН «Государственный научный центр Институт биоорганической химии им. академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова» 
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Введение. Традиционные методы предтрансплантационного кондиционирования провоцируют  острые повреждения 
органов. Более безопасны иммунотерапевтические препараты, нацеленные на различные маркеры клеток крови. 
Такой потенциал имеется у препаратов на основе цитотоксических иммунных клеток. Их использование позволит 
совместить два этапа терапии — удаление остаточного опухолевого клона и элиминацию гемопоэза, увеличив тем 
самым вероятность приживления трансплантата без развития реакции «трансплантат против хозяина».
Цель: систематизировать информацию о применении клеточной терапии у больных гемобластозами и оценить роль 
такой терапии при подготовке больных к трансплантации гемопоэтических стволовых клеток (ТГСК).
Основные сведения. Проведен анализ роли и существующих режимов кондиционирования. Обсуждены подходы 
к использованию иммунотерапевтических агентов на основе цитотоксических иммунных клеток для лечения больных 
гемобластозами, обозначена роль такой терапии при подготовке больных к ТГСК.

Ключевые слова: гемобластоз, Т-клетки, CAR T клетки, BiTE, трансплантация гемопоэтических стволовых клеток, кондиционирование
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Введение
Традиционные методы предтрансплантационного 
кондиционирования больных (химиотерапия и облу-
чение в дозах, которые высокотоксичны для клеток 
крови и костного мозга) провоцируют острые повре-
ждения других органов. Более безопасные иммуноте-
рапевтические препараты, нацеленные на различные 
маркеры клеток крови, давно исследуют в качестве 
кондиционирующих агентов. Показана возможность 
элиминации гемопоэтических клеток этими пре-
паратами. Такой потенциал имеется у препаратов 
на основе цитотоксических иммунных клеток. Их ис-
пользование позволит частично совместить два этапа 
терапии — удаление остаточного опухолевого клона 
(индукцию ремиссии) и элиминацию гемопоэза, тем 
самым увеличив вероятность приживления транс-
плантата без развития реакции «трансплантат против 
хозяина» (РТПХ).
Цель настоящего обзора — систематизировать ин-
формацию о применении клеточной терапии у боль-

ных гемобластозами и оценить роль такой терапии 
при подготовке больных к трансплантации гемопоэти-
ческих стволовых клеток (ТГСК).

Роль кондиционирования 
при подготовке к ТГСК
ТГСК применяют в качестве заключительного этапа 
лечения больных с нарушениями кроветворения, ау-
тоиммунными заболеваниями или злокачественными 
новообразованиями [1]. После ТГСК донорские ство-
ловые клетки восстанавливают кроветворную и им-
мунную системы реципиента. Благоприятный исход 
ТГСК зависит от многих факторов, включая совме-
стимость по человеческим лейкоцитарным антиге-
нам, своевременное предотвращение РТПХ и эффек-
тивную редукцию кроветворной и иммунной систем 
реципиента (кондиционирование) перед ТГСК [2]. 
В процессе кондиционирования организм больного 
подвергается воздействию высокотоксичных аген-

CY TOTOXIC IMMUNE CELL-DERIVED AGENTS IN HEMATOLOGIC 
NEOPLASMS: PRE-TRANSPLANT REMISSION INDUCTION

Volkov D.V.*, Gabibov A.G.
Shemyakin—Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry of the Russian Academy of Sciences, 117997, Moscow, Russian Federation

Introduction. Traditional methods of pre-transplant conditioning provoke acute organ damage. Immunotherapeutic drugs 
that target various markers of blood cells are safer. This potential is possessed by drugs based on cytotoxic immune cells. Their 
use may concurrently address two treatment objectives — residual tumor clearance (induction of remission) and myeloabla-
tion — consequently improving graft acceptance while preventing graft-versus-host disease development.
Aim: to systematize information on the use of cell therapy in patients with hematologic malignancies and to evaluate the role 
of such therapy in preparing patients for hematopoietic stem cell transplantation (HSCT).
Main fi ndings. Current conditioning regimens and their rationale were reviewed. Approaches to the use of immunotherapeu-
tic agents based on cytotoxic immune cells for the treatment of patients with hematologic neoplasms are discussed, and the 
role of such therapy in preparing patients for HSCT is outlined.
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тов, которые повышают эффективность приживления 
трансплантата, но в то же время провоцируют сопут-
ствующие нарушения в других органах и тканях, фор-
мируя локальные очаги воспаления и повышая риск 
генотоксичности [1].
Кондиционирование является необходимым эта-
пом подготовки для эффективной ТГСК. Во-первых, 
кондиционирование создает свободное пространство 
в нишах гемопоэтических стволовых клеток (ГСК). 
Такие ниши имеют сложную пространственную ор-
ганизацию со множеством различных типов клеток 
[3, 4]. Эти клетки продуцируют молекулярные сиг-
налы, необходимые для восстановления ГСК и под-
держания функционирования костного мозга (КМ). 
Кондиционирование позволяет донорским ГСК занять 
освободившиеся ниши, чтобы начать восстановление 
кроветворной системы [5]. Во-вторых, кондициониро-
вание освобождает пространство в микроокружении 
КМ. Предшественники гранулоцитов и макрофагов 
заполняют его, формируя кластеры, которые вовле-
чены в миелопоэз [6, 7]. В-третьих, в случае злокаче-
ственных новообразований и аутоиммунных нару-
шений кондиционирование позволяет максимально 
удалить остаточный патологический росток КМ [8]. 
Дополнительное использование антитимоцитарного 
глобулина, циклоспорина, такролимуса или сироли-
муса индуцирует иммуносупрессию для уменьшения 
риска отторжения трансплантата и возникновения 
РТПХ [9, 10].

Режимы кондиционирования
Официальной классификации режимов конди-
ционирования не предложено. Применяют разные 
сочетания кондиционирующих агентов, которые 
обуславливают градацию интенсивности кондициони-
рования — миелоаблативное и сниженной интенсив-
ности или немиелоаблативное [11] (рис. 1).
До сих пор используют традиционные методы кон-
диционирования — химиотерапию и облучение, ко-
торые обладают тяжелыми побочными эффектами, 
включая повышенную вероятность развития опухо-
лей. Группой высокого риска в этом случае являются 
реципиенты с наследственными заболеваниями, свя-
занными с нарушениями репарации ДНК (анемия 
Фанкони, синдром Ниймеген, синдром Блума, атак-
сия-телеангиоэктазия), дети, в анамнезе которых есть 
сопутствующие заболевания и другие факторы риска, 
и пожилые больные [13–16]. Существуют протоколы 
кондиционирования с использованием средних и низ-
ких доз химиотерапевтических препаратов и облу-
чения, но низкие дозы не гарантируют полноценного 
удаления патологического ростка КМ, а также доста-
точной элиминации собственных иммунных клеток 
реципиента, что негативно отражается на эффектив-
ности терапии и приживлении трансплантата [17]. 

Кроме того, даже высокоинтенсивные режимы конди-
ционирования часто не обеспечивают требуемую ре-
дукцию кроветворной и иммунной систем реципиен-
та, что способствует проявлению основных факторов 
посттрансплантационной смертности — отторжению 
трансплантата и развитию РТПХ. Для более эффек-
тивной и безопасной ТГСК необходимо дополнитель-
но использовать более направленные и эффективные 
препараты.
В настоящее время для элиминации злокачествен-
ных клеток крови применяют иммунотерапевтиче-
ские агенты, такие как моноклональные антитела, 
специфичные к маркерам клеток лимфоидного и мие-
лоидного происхождения (CD52 (здесь и далее по тек-
сту CD — cluster of differentiation) [18, 1 9]; CD20 [20, 
21]; интегрин α4β7 [22], клиническое исследование 
#NCT03657160; CD117 [23–25]; CD47 [23, 25]; CD4; 
CD8; CD40L; CD122 [26] и др.), а также химио- (CD45 
[27]; CD117 [28]; CD33 [29]; CD300f [30] и др.) и ради-
оконъюгаты антител (CD45 — клиническое исследова-
ние #NCT02665065; CD20 [31], CD25 — клиническое 
исследование #NCT04871607; CD66 — клиническое 
исследование #NCT04082286 и др.). Схожим потенци-
алом обладают иммунотерапевтические агенты на ос-
нове цитотоксических иммунных клеток. Кроме того, 
с их помощью возможна эффективная элиминация 
опухолевых клеток, часто обладающих лекарственной 
устойчивостью, что обеспечивает устойчивую ремис-
сию при гемобластозах.

Рисунок 1. Режимы кондиционирования (адаптировано из [12]); ТОТ — тот альное 
облучение тела, ↓ — низкая доза; ↑ — высокая доза, ФЛУ — флударабин, БУ — бу-
сульфан, ТРЕО — треосульфан, МЕЛ — мелфалан, 131I — конъюгированное с изо-
топом йод-131 антитело к рецептору CD45 (CD — cluster of differentiation), ЦИ — 
циклофосфамид, АТГ — антитимоцитарный глобулин, АраЦ — цитарабин
Figure 1. Conditioning regiments (adapted from [12]); TBI  — total body  irradiation, 
↓ — low dose, ↑ — high dose, FLU — fl udarabine, BU — busulfan, TRS — treosulfan, 
MEL — melphalan, 131I — Iode-131 isotope conjugated CD45 antibody (CD — cluster 
of differentiation), CY  — cyclophosphamide, ATG  — Anti-thymocyte globulin, AraC- 
Cytarabine
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Терапевтические агенты на основе 
T-клеток, модифицированных 
химерным антигенным рецептором 
(Chimeric antigen receptor, CAR)
Введение CAR T-клеток для лечения агрессивных 
злокачественных заболеваний и удаления остаточного 
опухолевого клона при миелоидных новообразовани-
ях обеспечивает в то же время миелотоксический эф-
фект и предполагает в дальнейшем ТГСК. Это свойст-
во позволяет рассматривать терапию CAR T-клетками 
как дополнение к кондиционированию, которое повы-
сит эффективность ТГСК.

CD117
В исследованиях CAR T-клеток, направленных 
на CD117, показан потенциал иммунотерапевтических 
клеточных агентов для повышения эффективности 
ТГСК. В экспериментах in vitro показали эффектив-
ный лизис мышиных CD117-позитивных ГСК и кле-
ток-предшественников. Оценивая эффективность ан-
ти-CD117 CAR T-клеточной терапии на животных, 
обнаружили, что в КМ к 8 дню терапии значительно 
уменьшалось количество ГСК и клеток-предшествен-
ников. В экспериментах [32] с трансплантацией ал-
логенных клеток КМ мышам показали, что введение 
циклофосфамида, применяемого для кондициониро-
вания у людей, само по себе не способствовало при-
живлению трансплантата, однако при введении цикло-
фосфамида и анти-CD117 CAR T-клеток донорский 
химеризм составил 26,9 %, и к 12 неделям наблюдали 
20–30 % донорских В-клеток, Т-клеток, гранулоцитов 
в периферической крови животных. В случае мыши-
ной модели хронического гранулематозного заболева-
ния режим кондиционирования циклофосфамидом, 
дополненный введением анти-CD117 CAR T клеток, 
с последующей трансплантацией клеток КМ позволил 
провести фенотипическую коррекцию заболевания.
Другая исследовательская группа, использовавшая 
анти-CD117 CAR T-клетки, также установила специ-
фический лизис CD117-позитивных бластных клеток 
острого миелоидного лейкоза (ОМЛ) in vitro и in vivo 
[33]. Всего 98 % CD117-позитивных клеток были эли-
минированы CAR T-клетками, что привело к замет-
ному снижению общего количества клеток КМ. Хотя 
исследование не включало модель трансплантации 
клеток КМ у животных, элиминация не только бласт-
ных клеток ОМЛ, но и ГСК и клеток-предшественни-
ков анти-CD117 CAR T-клетками подчеркивает их по-
тенциал к такому использованию.

CD123
Другой мишенью для CAR T клеточной терапии, 
потенциально способствующей повышению эффек-
тивности ТГСК, может быть CD123. α-цепь рецепто-
ра интерлейкина (ИЛ)-3 представлена в бластных 

клетках ОМЛ и нормальных гемопоэтических клет-
ках [34]. S. Gill и соавт. [34] получили CAR T-клетки, 
направленные на CD123, и показали, что при введе-
нии этих клеток мышам с трансплантированными 
бластными клетками ОМЛ человека и здоровыми 
гемопоэтическими клетками происходит полноцен-
ная элиминация ксенотрансплантата. Кроме того, ле-
чение анти-CD123 CAR T-клетками также приводило 
к нарушению нормального кроветворения у мышей, 
которым трансплантировали здоровые человеческие 
CD34-позитивные клетки.
Другая группа, изучавшая применение анти-

CD123 CAR T-клеток, пришла к сходным результа-
там [35]. В исследованиях in vitro показали, что коин-
кубация с анти-CD123 CAR T-клетками значительно 
снижает клоногенность CD34-позитивных клеток-
предшественников. В экспериментах in vivo мышей 
облучали и трансплантировали им человеческие 
CD34-позитивные клетки-предшественники. Введение 
анти-CD123 CAR T-клеток либо через 1 день, либо 
через 6 недель значительно ухудшало мультилинейное 
восстановление гемопоэза. Результаты проведенных 
исследований свидетельствуют о потенциале примене-
ния анти-CD123 CAR T-клеток в качестве дополнения 
к существующим режимам кондиционирования и од-
новременного уменьшении опухолевой нагрузки.

CD45
Еще одной перспективной мишенью для CAR T опос-
редованного кондиционирования является антиген 
CD45 — белковая тирозиновая фосфатаза, которая 
предст авлена на поверхности практически всех клеток 
крови за исключением зрелых тромбоцитов и эритро-
цитов, и отсутствует на клетках других тканей орга-
низма [36] (рис. 2).
Опухолевые клетки подавляющего большинства лей-
козов и лимфом также несут CD45 на своей поверхности 
[38, 39]. Благодаря этому больше типов гемопоэтиче-
ских и иммунных клеток будет подвергаться элимина-
ции, что, возможно, обеспечит более полную редукцию 
гемопоэтических клеток больного и снижение риска со-
хранения остаточного заболевания или возникновения 
рецидива после трансплантации.

N. Wellhausen и соавт. [40] показали принципи-
альную возможность точечного редактирования 
(BE — base editing) гена PTPRC, кодирующего CD45 
в Т-клетках, для создания устойчивых к кросс-цито-
токсичности (фратрициду) анти-CD45 CAR T BE кле-
ток. Авторы показали на моделях на мышах, что полу-
ченные ими анти-CD45 CAR T BE клетки лизируют 
широкий спектр CD45 позитивных опухолевых кле-
ток, эффективно элиминируют гемопоэз и не мешают 
трансплантации отредактированных аналогичным 
образом CD34-позитивных клеток для восстановле-
ния кровеносной системы.
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Две другие исследовательские группы [37, 41] ис-
пользовали систему CRISPR/Cas9 для нокаута (KO — 
knock-out) гена PTPRC в Т клетках. Тем самым авторы 
получили устойчивые к фратрициду анти-CD45 CAR 
T KO клетки и продемонстрировали эффективную 
элиминацию CD45-позитивных клеток крови челове-
ка, включая злокачественные, как in vitro [37, 41], так 
и на релевантных животных моделях [37].

Терапевтические агенты на основе 
биспецифических активаторов 
Т-клеток
Подход к элиминации опухолей с использованием 
биспецифических активаторов Т-клеток (BiTE) по-
зволяет распознавать нативные антигены, но в то же 
время включает в себя физиологичный Т-клеточный 
ответ. Это возможно благодаря наличию двух распоз-
нающих доменов, один из которых специфичен к CD3ε 
на Т-клетках [42]. Если второй домен BiTE распознает 
различные маркеры ГСК, то этот метод можно исполь-
зовать с целью достижения ремиссии при гемобласто-
зах.

CD34
Авторы исследования [43] показали, что BiTE 
анти-CD34-анти-CD3ε эффективны в терапии ОМЛ 
на доклинических моделях. Т-клетки в присутст-
вии BiTE анти-CD34-анти-CD3ε элиминировали 
CD34-позитивные опухоли как in vitro, так и in vivo. 
Кроме того, авторы также показали, что в присут-
ствии BiTE Т клетки лизировали ГСК, выделен-
ные из периферической крови после мобилизации. 
Хотя в исследовании не изучали элиминацию ГСК 
и CD34-позитивных клеток КМ in vivo, потенциал 
у данного подхода к такому использованию имеется.

CD117
J. D. Kiefer и соавт. [44] показали, что BiTE aнти-

CD117-aнти-CD3ε способствует эффективному лизи-
су CD117-позитивных опухолевых клеточных линий 
и первичных бластов ОМЛ in vitro. CD117-позитивные 
клетки-предшественники также были подверже-
ны элиминации при коинкубации с аутологичными 
Т-клетками в присутствии BiTE aнти-CD117-aнти-
CD3ε, что демонстрирует перспективы применения 
этого BiTE для повышения эффективности ТГСК.

FLT3
Сигнал от рецептора FLT3 способствует дифферен-
цировке ГСК и клеток-предшественников. Однако 
этот рецептор экспонирован также на поверхности 
бластных клеток у большинства больных ОМЛ, где 
он обеспечивает выживаемость злокачественных кле-
ток и их пролиферацию. Таким образом, FLT3 пред-
ставляет собой мишень как для лечения ОМЛ, так 
и для специфичной элиминации ГСК.

С. Sirochinsky и соавт. [45] оценили эффектив-
ность BiTE aнти-FLT3-aнти-CD3ε на гуманизирован-
ных с помощью PBMC иммунодефицитных мышах 
с трансплантированными клетками ОМЛ. В резуль-
тате такой терапии у животных наблюдали эффектив-
ное уничтожение ксенотрансплантата как опухоли, 
так и здоровых человеческих гемопоэтических клеток 
в КМ. Данное исследование показало, что BiTE aнти-
FLT3-aнти-CD3ε можно использовать как для лечения 
ОМЛ, так и для повышения эффективности ТГСК.
Таким образом, применение CAR T-клеточных пре-
паратов позволило совершить качественный скачок 
в лечении B-клеточных гемобластозов. Применение 
клеточных технологий для лечения миелоидных ново-
образований также демонстрирует высокий терапевти-
ческий потенциал таких препаратов, особенно в случа-
ях устойчивости к химиотерапевтическим препаратам 
и облучению, а также в борьбе с рецидивами заболе-
ваний. Аналогом таких препаратов являются BiTE, 
которые активно применяют в терапии злокачествен-
ных новообразований. Направляя иммунные клетки 
на миелоидные и лимфоидные маркеры, такие препа-
раты способны эффективно дополнить существующие 
режимы кондиционирования и ТГСК для обеспечения 
надежного приживления трансплантата и снижения 
риска развития РТПХ и рецидива новообразований. 
Несмотря на достигнутые успехи, существует ряд про-
блем и вызовов, которые необходимо преодолеть. К ним 
относятся потенциальные побочные эффекты, харак-

Рисунок 2. Представленность CD45 на клетках кро ви человека (адаптировано 
из [37]); ГСК — гемопоэтическая стволовая клетка
Figure 2. CD45  on human blood cells (adapted from [37]); HSC  — hematopoietic 
stem cell
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терные для применения CAR T-клеток — синдром вы-
броса цитокинов и нейротоксичность, а также риски 
развития вторичных опухолей. Также необходимо учи-
тывать индивидуальные особенности больных, включая 
возраст, сопутствующие заболевания и генетические 
предрасположенности. Остается актуальным выбор оп-
тимального антигена для клеточного кондиционирова-
ния. Разработки в области применения одновременно-

го коктейля из CAR T-клеток или BiTE способствуют 
более тщательному учету разнообразных потенциаль-
ных мишеней. Дальнейшие исследования в этой обла-
сти, особенно комплексного подхода с применением 
как CAR T терапии, так и ТГСК, могут существенно 
изменить подходы к лечению, повысить эффективность 
трансплантации и улучшить качество жизни больных 
гемобластозами.
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НОВЫЕ СТРАТЕГИИ В ЛЕЧЕНИИ РЕФРАКТЕРНЫХ ФОРМ 
И РЕЦИДИВОВ ФОЛЛИКУЛЯРНОЙ ЛИМФОМЫ: ТЕРАПИЯ 
Т-ЛИМФОЦИТАМИ С ХИМЕРНЫМ АНТИГЕННЫМ РЕЦЕПТОРОМ
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Введение. Фолликулярная лимфома (ФЛ) — самая частая индолентная лимфома. Несмотря на продолжительную 
общую выживаемость, опухоль остается неизлечимой у большинства больных. Не существует алгоритма выбора 
лечения ФЛ после 3 линий терапии. Терапия Т-лимфоцитами с химерным антигенным рецептором (chimeric antigen 
receptor, СAR) оказалась эффективной при ФЛ.
Цель: систематизировать данные об эффективности и безопасности современной CAR T терапии при ФЛ.
Основные сведения. CAR T терапия — это лечебная опция для больных ФЛ как после множества курсов терапии, 
так и с первично рефрактерной опухолью. Продолжается совершенствование этого метода, улучшается безопас-
ность и расширяются возможности использования, проводится интеграция CAR T терапии в противорецидивные схе-
мы ФЛ.

Ключевые слова: фолликулярная лимфома, CAR T терапия, рецидив, рефрактерность
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Введение
Фолликулярная лимфома (ФЛ) — это одна из самых 
часто встречающихся индолентных неходжкинских 
лимфом. Заболеваемость ФЛ составляет 3–4 новых 
случая на 100 000 населения в год [1]. В первой линии 
лечения ФЛ обычно применяют иммунохимиотера-
пию (R-CHOP или R-B). Несмотря на чувствитель-
ность к иммунохимиотерапии, ФЛ остается неизлечи-
мой опухолью [2].
На протяжении своей жизни больные ФЛ получа-
ют множество курсов химиотерапии из-за рецидивов 
заболевания, это отражается как на физическом, так 
и на психологическом статусе больных, ведет к сни-
жению качества жизни и нередко — к грубой инва-
лидизации [3]. С каждой последующей линией тера-
пии выбор вариантов лечения существенно сужается, 
а продолжительность противоопухолевого ответа ста-
новится короче [3]. Отдельную проблему представ-
ляет когорта больных с ранней прогрессией опухоли 
после начала терапии 1-й линии (progression of disease 

within 24 months — POD24), в которой выживаемость 
гораздо ниже, чем в общей группе ФЛ (5-летняя общая 
выживаемость (ОВ) 64 % в группе POD24 против 90 % 
в общей группе ФЛ) [4]. Кардинально поменять сцена-
рий развития опухоли и добиться излечения больного 
ФЛ можно, прибегнув к первичной интенсификации 
терапии. Доказано, что у 50–70 % больных ФЛ реци-
див никогда больше не развивается, если провести 
консолидацию высокодозной химиотерапией с транс-
плантацией аутологичных гемопоэтических стволо-
вых клеток (ауто-ТГСК) или аллогенных гемопоэти-
ческих стволовых клеток (алло-ТГСК) [5–7]. Оба этих 
метода малодоступны в клинической практике из-за 
токсичности, прежде всего у пожилых больных, высо-
кой ранней смертности от причин, не связанных с ФЛ 
(например, реакции «трансплантат против хозяина»).
Одним из ключевых механизмов развития мно-
гих опухолей является «ускользание» от иммунного 
надзора, так как в норме Т-клетки быстро идентифи-

NEW STRATEGIES IN THE TREATMENT OF REFRACTORY FORMS 
AND RELAPSES OF FOLLICULAR LYMPHOMA: CAR T-CELL THERAPY
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Introduction. Follicular lymphoma (FL) is the most common indolent lymphoma. Despite the long overall survival, the tumor 
remains incurable in most patients. Currently, there is no specifi c algorithm for choosing therapy for ≥3 lines of patients with 
FL. CAR T-cell therapy (therapy with genetically modifi ed T-lymphocytes carrying a chimeric antigen receptor — CAR) has 
proven effective in many tumors, including FL.
Aim. to systematize data on the effi cacy and safety of modern CAR T-cell therapy for follicular lymphoma.
Main fi ndings. CAR T-cell therapy is an effective option both for patients with FL after multiple courses of therapy, and for 
refractory tumors. Ongoing advancements continue to refi ne this method, enhancing its safety and expanding the possibilities 
of use. CAR T-cell therapy is increasingly being integrated into anti-relapse regimens for FL.
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цируют и уничтожают злокачественные клоны [8]. 
Терапия генномодифицированными Т-лимфоцитами, 
несущими химерный антигенный рецептор (Chimeric 
antigen receptor, CAR), или CAR T терапия позволя-
ет Т-клеткам иммунной системы распознать и атако-
вать клетки, имеющие на своей поверхности целевой 
антиген [8, 9]. Появление нового класса препара-
тов поменяло парадигму выбора терапии и прогноз 
при рефрактерных формах и рецидивах (Р/Р) ФЛ, так 
как эффективность такого лечения оказалась высока. 
В настоящей статье обобщены данные о CAR T тера-
пии при Р/Р ФЛ, а также представлены перспективы 
использования CAR T в будущем [10–12].
Цель: систематизировать данные об эффективности 
и безопасности современной CAR T терапии ФЛ.

Структура химерного антигенного 
рецептора и общие принципы 
производства CAR T-клеток
При CAR T терапии применяют генетически моди-
фицированные собственные Т-лимфоциты больно-
го, экспрессирующие химерный антигенный рецеп-
тор, нацеленный на определенный антиген, который 
представляет собой гибридный белок, состоящий 
из 4 компонентов [11–13]. Внеклеточный домен со-
стоит из антиген-распознающего одноцепочечного 
фрагмента антитела (single-chain variable fragment, 
scFv), он определяет специфичность связывания 
с антигеном. Для связывания внеклеточного домена 
с трансмембранным доменом и обеспечения конфор-
мационной гибкости используется шарнирный домен. 
Внутриклеточный домен состоит из костимуляторно-
го домена (например, последовательности CD28 или 
4–1BB), который имитирует костимуляторный сиг-
нал для Т-клеточного рецептора во время активации 
Т-лимфоцита. Сигнальный домен состоит из после-
довательности CD3ζ Т-клеточного рецепторного ком-
плекса. CAR Т-лимфоциты могут распознать целевой 
антиген на клетках и направленно уничтожать их. 
Распознавание антигена CAR T-клетками является 
независимым от молекулы главного комплекса ги-
стосовместимости (MHC) [10]. Производство CAR 
T-клеточного продукта — сложный, многостадийный 
процесс, стадии которого тщательно подбираются 
и оптимизируются под каждый клеточный препарат. 
В общем случае производство начинается с лейкафе-
реза для получения аутологичных мононуклеарных 
клеток крови больного. Далее Т-клетки подвергаются 
последовательным стадиям активации, трансдукции 
с использованием лентивирусного или гамма-ретрови-
русного вектора и экспансии клеток [14].
Во время производства CAR T-клеток многие боль-
ные получают «мостиковую» терапию для максималь-
ного уменьшения опухолевой массы; в качестве нее 
может выступать иммунохимиотерапия, таргетная те-

рапия [11]. Перед введением CAR Т-клеток больному 
проводят лимфодеплецию, которая обычно завершает-
ся за 1–4 дня до введения CAR Т-клеток. Основными 
целями лимфодеплеции являются уменьшение количе-
ства эндогенных неопухолевых лимфоцитов и объема 
опухоли, а также подготовка микроокружения для из-
бежания быстрого истощения CAR T-клеток, обеспе-
чения их оптимального приживления и длительной 
персистенции [11, 12, 15]. На этом этапе больному вво-
дят флударабин, циклофосфамид или бендамустин 
[11]. Несмотря на негативное влияние бендамустина, 
введенного до заготовки клеток, на результаты CAR T 
терапии использование препарата в качестве лимфо-
деплеционной терапии является эффективным и без-
опасным [16, 17].

Ранние исследования CAR T при ФЛ
Исследования CAR T терапии началось с рабо-
ты, проведенной в израильском Институте имени 
Вейцмана Z. Eshar и соавт. [18], в которой впервые 
был сконструирован химерный антигенный рецеп-
тор, состоящий из scFv домена, распознающего CD20, 
и сигнального домена CD3ζ. Данная конструкция 
впоследствии была названа CAR первого поколения. 
Дальнейшие исследования CAR T-клеток первого по-
коления показали, что цитотоксическая активность 
модифицированных Т-клеток была кратковременной 
и не имела клинической эффективности в исследо-
ваниях на людях [19, 20]. Позже несколько научных 
групп опубликовали сообщения [21, 22] об эффек-
тивности CAR T-клеток второго поколения с допол-
нительным костимуляторным доменом в конструкте 
CAR, добавление которого привело к существенному 
увеличению экспансии, персистенции и противоопу-
холевой активности препарата.
Первоначально эффективность анти-CD19 CAR T-кле-
точной терапии была показана при Р/Р диффузной 
В-крупноклеточной лимфоме (ДБККЛ) [23–26], пер-
вые же сообщения о противоопухолевой активности 
CAR T-клеток при Р/Р ФЛ появились в исследованиях 
Национального института рака в 2010-х гг., в которых 
больным была проведена терапия препаратом аксикаб-
таген цилолеусел (Yescarta), представляющим собой 
анти-CD19 CAR T-клетки второго поколения с кости-
муляторным доменом CD28. В работе J. Kochenderfer 
и соавт. описали случай быстрого регресса опухоли 
у больного прогрессирующей ФЛ, при этом CD19+ 
В-клетки не определялись в крови и костном мозге 
на протяжении 39 недель наблюдения [27]. Позже были 
опубликованы данные более долгосрочных наблю-
дений после CAR T-терапии, подтвердившие устой-
чивый эффект при ФЛ: 3-летняя продолжительность 
противоопухолевого ответа составила 63 %, у одного 
больного зафиксирована продолжающаяся ремиссия 
на 9-м году наблюдения после CAR T-терапии [10, 28].
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Первое исследование CAR T-клеточного препара-
та тисагенлейклейцел (Кимрая) при ФЛ, в котором 
использован конструкт CAR второго поколения с ко-
стимуляторным доменом 4–1BB, было опубликова-
но S. Schuster и соавт. [29] (CTL019), оно включало 
15 больных Р/Р ФЛ, из которых у 10 (76 %) больных 
была достигнута полная ремиссия (ПР). Пик экспан-
сии CAR T-клеток наступал позже, чем при использо-
вании аксикабтагена цилолеусела (медиана 8 дней), 
экспансия характеризовалась большей площадью 
под кривой. В соответствии с обновленными данными 
этой работы 5-летняя выживаемость без прогрессии 
(ВБП) составила 43 %, а медиана продолжительности 
ответа достигнута не была [28, 30].
Многообещающие результаты пилотных исследований 

CAR T терапии при ФЛ обусловили старт одногруппо-
вых исследований II фазы для оценки эффективности 
и безопасности применения препаратов аксикабтагена 
цилолеусела и тисагенлейклейцела [31, 32]

Современные клинические 
исследования CAR T-клеточных 
лекарственных препаратов при ФЛ
Аксикабтаген цилолеусел был одобрен Управлением 
по санитарному надзору за качеством пищевых про-
дуктов и медикаментов США для больных ФЛ после 
2 и более линий терапии, Европейским агентством 
лекарственных средств — после 3 линий терапии. 
Одобрение было получено в ускоренном порядке на ос-
новании результатов II фазы исследования «ZUMA-5», 
включавшего больных Р/Р ФЛ и 24 больных Р/Р лим-
фомой из клеток маргинальной зоны [31]. Во вклю-
ченной выборке больных преобладали больные 
с крайне неблагоприятным прогнозом: у 84 % была IV 
стадия ФЛ, у 54 % размер опухоли превышал 6 см, 
у 44 % — высокий риск по прогностическому индек-
су для ФЛ — FLIPI (Follicular Lymphoma International 
Prognostic Index) [33], 55 % больных были с POD24, 
63 % больных были после 3 и более линий терапии 
(от 2 до 4). Из 84 больных, подлежащих финальной 
оценке эффективности, у 79 больных (94 %; 95 % до-
верительный интервал (ДИ): 87–98 %) был установлен 
противоопухолевый ответ. Полный ответ наблюдали 
у 66 больных (79 %; 95 % ДИ: 62–97 %). Эффективность 
аксикабтагена цилолеусела в группе больных 
с POD24 была не ниже, чем в общей когорте.
При медиане наблюдения 23,3 мес. медиана ВБП 
достигнута не была; у 78 % больных, у которых был 
достигнут полный ответ, сохранялась ремиссия за-
болевания. 13 из 26 больных, у которых была полу-
чена частичная ремиссия (ЧР), по данным оценки 
на +4 неделе после введения CAR T-клеток, достигли 
полного ответа позже. У 13 больных с рецидивом по-
сле терапии аксикабтагеном цилолеуселом вновь был 
получен противоопухолевый ответ после повторно-

го введения препарата, у 77 % из них наступила ПР 
(у 46 % ремиссия сохранялась на момент проведения 
анализа). Медиана времени между первым и вторым 
введениями CAR T-клеток (post-hoc анализ) составила 
10,6 мес.
На конференции Американского общества гема-
тологов в 2023 г. были представлены обновленные 
результаты исследования «ZUMA-5», согласно кото-
рым 4-летняя ВБП составила 53 %, медиана ВБП — 
57,3 мес., медиана общей выживаемости (ОВ) достиг-
нута не была (медиана наблюдения — 47,6 мес.) [34]. 
Начиная с 28 до 48 мес. наблюдения только у одного 
больного была зарегистрирована прогрессия заболе-
вания. Устойчивость противоопухолевого ответа была 
намного выше у больных с ПР: медиана продолжи-
тельности ответа у больных с ПР составила 60,4 мес. 
против 4,9 мес. у больных с ЧР. По данным корреляци-
онного анализа большее количество циркулирующих 
CAR T-клеток было ассоциировано с большей продол-
жительностью ответа.
Тисагенлейклейцел был одобрен Управлением по са-
нитарному надзору за качеством пищевых продуктов 
и медикаментов США и Европейским агентством ле-
карственных средств для лечения ФЛ после 3 и более 
линий терапии после получения данных исследова-
ния «ELARA», в которое были включены 97 больных. 
По сравнению с «ZUMA-5» в исследовании «ELARA» 
была набрана еще более неблагоприятная по прогнозу 
группа больных [35, 36]. Больные были после множе-
ства линий терапии в анамнезе (медиана линий тера-
пии 4, максимально — 13 линий), с оценкой по шка-
ле оценки общего состояния ECOG [37]  1 у 41 % 
больных, большой размер опухоли — у 62 %, высокий 
риск по FLIPI — у 58 % больных. У 61 % больных был 
POD24, а 76 % были рефрактерны к последней линии 
терапии. Тисагенлейклейцел 18 % больных вводили 
амбулаторно. Частота общего ответа (ОО) составила 
86,2 % (95 % ДИ: 77,5–92,4 %), из них ПР — у 69,1 % 
(95 % ДИ: 58,8–78,3 %). Через 12 мес. ВБП составила 
67 % (95 % ДИ: 56–76 %) в общей группе и 85,5 % (95 % 
ДИ: 74,0–92,2 %) у больных с ПР.
В 2023 г. были опубликованы обновленные 3-летние 
данные исследования «ELARA»: через 36 мес. у 53 % 
больных сохранялась ПР, а медиана БПВ состави-
ла 37 мес. (медиана наблюдения — 41 мес.). В груп-
пе POD24 36-месячная ВБП составила 50 % по срав-
нению с 59 % у больных без POD24 [32]. По данным 
многофакторного анализа, поражение более четырех 
групп лимфатических узлов, POD24, высокая опухо-
левая нагрузка, инфильтрация опухоли T-клетками 
с истощенным фенотипом LAG3+ CD3+ были значи-
мыми предикторами короткой ВБП. Персистенция 
трансгена CAR наблюдалась до 1290 дня. У больных 
без POD24 была более высокая медиана экспансии 
и длительность персистенции CAR T-клеток.
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Несмотря на высокую эффективность, существуют 
ограничения для применения CAR T-клеточной те-
рапии. В первую очередь это побочные эффекты [38, 
39]. Уникальный профиль токсичности, являющийся 
класс-специфичным, включает синдром высвобожде-
ния цитокинов (СВЦ) и с иммунными клетками ас-
социированный нейротоксичный синдром (ИКАНС). 
Оба этих вида токсичности обусловлены супрафизио-
логической воспалительной реакцией, которая разви-
вается в ответ на связывание CAR с таргетным анти-
геном, лизисом опухолевых клеток и высвобождением 
провоспалительных цитокинов [11, 12] В исследова-
нии «ZUMA-5» у 78 % больных ФЛ развился СВЦ, 
из них у 6 % — СВЦ тяжелой (3) степени. Введение 
тоцилизумаба потребовалось 50 % больным, глюкокор-
тикоидов и вазопрессоров — 18 и 5 % больных соот-
ветственно [34]. ИКАНС наблюдался у 56 % больных, 
из них ИКАНС тяжелой (3) степени — у 15 % боль-
ных. Средняя продолжительность ИКАНС составила 
14 дней (5–43 дня). Всего один больной умер в иссле-
довании «ZUMA-5», смерть была связана с полиорган-
ной недостаточностью.
В исследовании «ELARA» частота развития небла-
гоприятных явлений была ниже: СВЦ развился у 49 % 
больных, во введении тоцилизумаба и глюкокортикои-
дов нуждались 34 и 6,4 % больных соответственно [32]. 
Развитие тяжелого СВЦ не наблюдалось ни у одного 
больного. ИКАНС был у 4,1 % больных, и лишь у 1 % 
осложнение было тяжелой степени. Смертей, связан-
ных с лечением, не было.
Инфекционные осложнения — еще один тип часто 
встречающихся при проведении CAR T-терапии небла-
гоприятных явлений [40]. В исследовании «ZUMA-5» 
инфекционные осложнения 3-й степени развились 
у 18 % больных, а в «ELARA» — у 5,2 % больных. 
У 33 % больных в «ZUMA-5» наблюдалась длительная 
(более 30 дней) цитопения  3-й степени. В исследо-
вании «ELARA» длительная цитопения наблюдалась 
у 20 % больных, из них у 8 % она сохранялась более 
12 мес.
Еще одним долгосрочным осложнением после CAR 
Т-терапии является В-клеточная аплазия, которая 
приводит к гипогамма-глобулинемии (14 % после ак-
сикабтагена цилолеусела и 18 % после тисагенлейк-
лейцела) и к риску инфекций, особенно у больных 
с длительной цитопенией [40–43].
Данные об эффективности и безопасности CAR 

T-терапии в реальной клинической практике в несе-
лектированной популяции больных (в том числе 
у больных старше 65 лет) были аналогичны результа-
там клинических исследований. С. А. Jacobson и соавт. 
[44] провели исследование регистра CIBMTR (Center 
for International Blood and Marrow Transplant Research), 
в котором зарегистрирован 151 больной Р/Р ФЛ, по-
лучивший аксикабтаген цилолеусел. Из этих больных 
40 человек не подошли по критериям для «ZUMA-5» 

из-за сопутствующей патологии. Показатели ОО 
и ПР составили 93 и 84 %, а ОВ и ВБП через 6 мес. — 
88 и 96 % соответственно. СВЦ степени  3 и ИКАНС 
наблюдались у 2 и 13 % больных соответственно.
Показатели выживаемости были сопоставимы неза-
висимо от соответствия критериям «ZUMA-5». Было 
показано, что группа больных в возрасте  65 лет име-
ла сопоставимые с общей группой профили эффектив-
ности и безопасности. В настоящее время предпола-
гается, что аксикабтаген цилолеусел характеризуется 
более высокими показателями противоопухолевого 
ответа, в то время как терапия тисагенлейклейцелом 
является более безопасной (табл. 1) [11]. Данное пред-
положение основано на экстраполяции результатов 
прямых сравнительных исследованиях разных CAR 
T-клеточных продуктов при терапии ДБККЛ [45, 46].
Прямых сравнительных исследований CAR Т-клеток 
разных поколений для ФЛ не проводилось. Непрямое 
сравнение с поправкой (match-adjusted indirect 
comparison (MAIC)) данных исследований «ZUMA-5» 
и «ELARA» провели М. Dickinson и соавт. [47]. Анализ 
показал, что частота ОО (91,2 % против 94,2 %, p = 
0,58) и полного ответа (74,0 % против 79,1 %, р = 0,60) 
на терапию тисагенлейклейцелом и аксикабтагеном 
цилолеуселом существенно не отличались. В то же 
время частота развития СВЦ любой степени после те-
рапии тисагенлейклейцелом была на 33,7 % меньше, 
чем после аксикабтагена цилолеусела (тяжелого СВЦ 
на 6,5 % меньше), а ИКАНС любой степени после те-
рапии тисагенлейклейцелом наблюдался на 47 % реже 
(тяжелый ИКАНС на 15 % реже). Все различия были 
статистически значимы (p < 0,001).
Данные о прямом проспективном сравнении 

CAR T-клеточной терапии и стандартной терапии 
при ФЛ в настоящее время отсутствуют. Клиническое 
испытание «ZUMA-22» является первым текущим 
рандомизированным проспективным исследовани-
ем III фазы, в котором напрямую будут сравниваться 
эффективность и безопасность CAR T-терапии и стан-
дартной терапии ФЛ, но данные этой работы еще 
недоступны [48].
Проведены два ретроспективных исследования 
по сравнительному анализу CAR T терапии и стан-
дартного лечения.
В первом исследовании были проведено сравнение 
больных ФЛ, получивших CAR T-клетки в рамках 
«ZUMA-5», и больных Р/Р ФЛ, получивших 3 и бо-
лее линий стандартной терапии, из международ-
ной когорты «SCHOLAR-5» [49]. Группы сравнения 
были сбалансированы с помощью метода псевдоран-
домизации. В результате были отобраны 85 больных 
из «SCHOLAR-5» и 86 больных из «ZUMA-5». Частота 
ОО составила 49,4 % для «SCHOLAR-5» и 94,2 % 
для «ZUMA-5», а медиана ВБП — 13 и 57,3 мес. соот-
ветственно. Через 48 мес. ОВ составила 61,4 и 72,4 % 
в группах «SCHOLAR-5» и «ZUMA-5». Таким обра-
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зом, было показано, что эффективность аксикабтагена 
цилолеусела значимо превосходит все доступные ме-
тоды стандартного лечения.
Во втором исследовании аналогичного дизайна срав-
нили 143 больных, получивших тисагенлейклейцел, 
из исследования «ELARA», с группой из 97 больных 
из исследования «ReCORD», получивших стандартную 
терапию. ПР была достигнута у 69,1 % (95 % ДИ: 59,8–
78,3 %) и 37,3 % (95 % ДИ: 26,4–48,3 %) для больных 
из «ELARA» и «ReCORD» соответственно. Через 12 мес. 
ВБП составила 70,5 и 52 %, а ОВ — 97 и 72 % соответст-
венно в пользу тисагенлейклейцела [50].
Интеграция CAR T-терапии в текущий алгоритм 
выбора лечения Р/Р ФЛ — сложная задача, в рамках 
которой должно учитываться множество факторов. 
Для успешного сбора T-клеток и оптимизации заготов-
ки CAR T-клеток больной должен какое-то время не по-
лучать цитостатической противоопухолевой терапии, 
что не всегда возможно [11]. В недавних исследовани-
ях показано, что применение некоторых препаратов, 
таких как бендамустин, может снизить эффективность 
CAR T-клеток вследствие лимфотоксического дейст-
вия препарата. У больных, получавших бендамустин 
в течение 6 мес. до CAR T-терапии, ВБП была коро-
че, чем в общей группе [51, 52]. Оптимальный период, 
который нужно выждать перед лейкаферезом после 
применения бендамустина, составляет не менее 9 мес. 
[53]. У больных после алло-ТГСК, в соответствии 
с рекомендациями Европейского общества по транс-
плантации костного мозга [54], в течение месяца 
перед лейкаферезом не должно быть признаков реак-
ции «трансплантат против хозяина» и они не должны 
получать иммуносупрессивную терапию.

CAR T-терапия эффективна у больных ФЛ c POD24, 
но неясно оптимальное время для применения этого 
варианта лечения. Согласно существующему консен-
сусу, больным с первым ранним химиочувствитель-
ным рецидивом ФЛ по возможности проводится ау-

то-ТГСК [55]. Однако в исследовании по применению 
аксикабтагена цилолеусела во второй линии лечения 
ДБККЛ (ZUMA-7) показано преимущество во ВБП 
CAR T-терапии перед стандартной «терапией спасе-
ния» и ауто-ТГСК [56]. Поэтому, вероятно, в будущем 
можно будет говорить о замене ауто-ТГСК на CAR 
T-терапию и при ФЛ, если устойчивость противоопу-
холевого ответа после CAR T-терапии подтвердится 
в долгосрочных наблюдениях.
При определении показаний для CAR T-клеточной 
терапии необходимо руководствоваться индивиду-
альным подходом, взвешивать преимущества и ри-
ски терапии у конкретного больного, учитывать 
темпы прогрессии опухоли, а также время, необхо-
димое для производства CAR T-клеточного продукта. 
Кандидатами для CAR T терапии могут быть прежде 
всего больные с ранним рецидивом ФЛ, больные с при-
знаками агрессивного течения опухоли и возможной 
гистологической трансформацией (В-симптомы, бы-
стрый рост опухоли, увеличение активности лактат-
дегидрогеназы, высокая метаболическая активность 
по данным позитронной эмиссионной томографии, 
совмещенной с компьютерной томографией). При этом 
больные должны быть без тяжелой сопутствующей 
патологии и в удовлетворительном соматическом ста-
тусе (ECOG 0–1). У пожилых соматически ослаблен-
ных больных, больных с факторами риска развития 
осложнений, такими как высокая опухолевая нагруз-
ка, целесообразно делать выбор в пользу CAR T-клеток 
c меньшей токсичностью (тисагенлейклейцел) [12].

Ограничения применения 
CAR T-терапии и современные 
методы их преодоления
Резистентность к CAR T-терапии — это серьез-
ная проблема, появившаяся в новой эре терапии 
CAR T-клетками и биспецифическими антителами. 
Механизмы развития резистентности малоизучены. 

Таблица 1. Сравнение эффективности и безопасности CAR T-терапии у больных с Р/Р ФЛ
Table 1. Comparison of the effectiveness and safety of CAR T therapy in patients with R/R FL

CAR T-продукт
CAR T product

Исследова-
ние
Trial

n
ОО
OR
(%)

ПР
CR
(%)

Медиана 
ВБП

Median 
PFS

Медиана 
ОВ

Median OS

Медиана 
ПО

Median DR

СВЦ 1–2
CRS 1–2

СВЦ 
3–4

CRS 3–4

ИКАНС 1–2
ICANS 1–2

ИКАНС 
3–4

ICANS 
3–4

Аксикабтаген 
цилолеусел
Axicabtagene 
ciloleucel

ZUMA-5 
(4 года)*
ZUMA-5 
(4 years)*

124 95 79 57,3 мес.
57,3 month

Н/д
N/r

55 мес.
55 months 78 % 6 % 56 % 18 %

Тисагенлей-
клейцел
Tisagenlecleucel

ELARA 
(3 года)
ELARA 
(3-years*)

97 86 69 37 мес.
37 months

Н/д
N/r 

Н/д
N/r 49 % 0 % 4,1 % 1 %

Примечания: ОО — общий ответ; ПР — полная ремиссия; ОВ — общая выживаемость; ПО — продолжительность ответа; СВЦ — синдром высвобожде-
ния цитокинов; ИКАНС — иммунными клетками ассоциированный нейротоксический синдром, Н/д — не достигнут, * — длительность наблюдения.
Notes: OR — overall response; CR — complete remission; OS — overall survival; DR — duration of response; CRS — Cytokine Release Syndrome; ICANS — immune cell-associated 
neurotoxicity syndrome; N/r — Not reached; * — follow up duration.
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Одной из причин может быть потеря экспрессии 
СD19 опухолевыми клетками. Активно разрабаты-
ваются CAR T-продукты, направленные на альтерна-
тивные целевые антигены, такие как CD20 и CD22. 
M. Shadman и соавт. [57] опубликовали данные пи-
лотного исследования препарата MB-106, представ-
ляющего CAR T-клетки третьего поколения (с двумя 
костимуляторными доменами 4–1BB и CD28), наце-
ленные на CD20. У 2 из 3 больных ФЛ, включенных 
в исследование, была достигнута ПР. Работа была 
продолжена, набрано 20 больных Р/Р ФЛ в сред-
нем с 4 предшествующими линиями терапии. ОО 
и полный ответ были получены у 93 и 80 % боль-
ных соответственно. ПР была достигнута в том 
числе у 1 больного с прогрессией ФЛ после анти-
CD19 CAR T-клеточной терапии. Также проводятся 
исследования анти-CD19/20 биспецифических CAR 
Т-клеток, показана их эффективность при неходж-
кинских лимфомах (преимущественно ДБККЛ) [58, 
59]. В эти исследования пока включены только еди-
ничные больные ФЛ.
Другими ограничениями широкого использования 

CAR T-клеток являются сложная логистика доставки 
препарата с производства в клинический центр, а так-
же риск неудачной заготовки CAR T-клеток и получе-
ния продукта низкого качества. Терапия аллогенными 
CAR T-клетками, полученными от здоровых доно-
ров, позволяет обойти все эти препятствия [10, 60]. 
Аллогенные CAR T-клетки могут быть альтернативой 
для больных с агрессивным течением заболевания, 
для которых ожидание лейкафереза и процесса произ-
водства CAR T-клеток нежелательно.
В клиническом исследовании I фазы «ALPHA» при-
меняли аллогенные анти-CD19 CAR T-клетки. CAR 
T-клеточный продукт производили с применением 
технологии генного редактирования с использовани-
ем эндонуклеазы рестрикции TALEN для получения 
Т-клеток с дефицитом TCR/CD52 для исключения 
аллореактивности [60]. В исследование был включен 
61 больной ДБККЛ и 26 больных ФЛ. По предвари-
тельным данным, в общей группе ОО и ПР состави-

ли 63 и 37 % соответственно (медиана наблюдения 
3,8 мес.) [60]. Переносимость была удовлетворитель-
ной: СВЦ 1–4-й степени наблюдался у 23 % больных, 
СВЦ  3-й степени — у 1 больного. Реакция «транс-
плантат против хозяина» или ИКАНС  3-й сте-
пени не наблюдались. Недостатком аллогенных CAR 
T-клеток является сложный дорогостоящий процесс 
изготовления, а также использование в процессе про-
изводства технологий редактирования генома, несу-
щих потенциальные риски злокачественной трансфор-
мации клеток.
Благодаря разработке новых вариантов CAR T-про-
дуктов существует возможность уменьшения частоты 
тяжелых осложнений, уменьшение времени ожидания 
терапии больным, а также может быть решена пробле-
ма резистентности к предшествующей CAR T-терапии. 
В то же время следует дождаться результатов клини-
ческих исследований, чтобы подтвердить безопасность 
и эффективность новых вариантов CAR T-клеток и их 
преимущества по сравнению с уже вышедшими на ры-
нок вариантами продуктами.
Таким образом, появление CAR T-клеточной те-
рапии коренным образом меняет представление 
о крайне неблагоприятным прогнозе у больных Р/Р 
ФЛ. Однократная инфузия CAR T-клеток позволяет 
достичь противоопухолевого ответа, избежать дли-
тельного лечения, накопленной токсичности химио-
препаратов, применяемых в противорецидивных про-
граммах. Для молодых больных, продолжительность 
жизни которых будет ожидаемо короче вследствие 
множества рецидивов ФЛ, для больных Р/Р ФЛ высо-
кого риска введение CAR T-клеток является «терапи-
ей выбора». Проводятся исследования по интеграции 
CAR T-клеточной терапии в более ранние линии лече-
ния лимфатических опухолей. CAR T может быть тера-
пией «одного выстрела»: части больных может больше 
никогда не потребоваться лечение. Поэтому такой ва-
риант терапии может стать альтернативой ауто-ТГСК 
и алло-ТГСК. Терапия с использованием генетически 
модифицированных иммунных клеток в будущем бу-
дет играть все более значимую роль в лечении ФЛ.
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Введение. Высокоиммуногенный антиген D  — один из  наиболее важных после групповых антигенов A и  B. 
Многочисленные аллели гена RHD приводят к появлению новых фенотипов антигена D. Фенотип Del характеризуется 
сверхслабой экспрессией антигена D.
Цель: представить результаты типирования антигена D у донора крови с фенотипом Del.
Материалы и методы. Для серологического типирования крови донора использовали технологию микроколоночной 
агглютинации и  твердофазную микропланшетную технологию «Capture». Первичное генотипирование донора 
выполняли методом аллель-специфичной полимеразной цепной реакции (АСП-ПЦР). Был проведен поиск 
нуклеотидных замен методом секвенирования по Сэнгеру продуктов ПЦР экзонов гена RHD.
Результаты. При проведении серологического типирования с  анти-D-антителами  IgM и  IgG с  использованием 
твердофазной микропланшетной технологии был получен положительный результат. При определении парциальных 
вариантов антигена D однозначно интерпретировать полученные данные не  получилось. Для идентификации 
вариантов антигена weak D потребовалось проведение молекулярно-генетического анализа. По  результатам 
первичного генотипирования методом АСП-ПЦР было сделано предположение о  делеции 9-го  экзона гена RHD 
либо нуклеотидной замене в 9-м экзоне. По результатам секвенирования по Сэнгеру в экзоне 9 был обнаружен 
вариант нуклеотидной последовательности ДНК с.  1203T>A, приводящий к  образованию стоп-кодона Tyr401Ter 
(rs759513820). Данный генетический вариант соответствует аллелю RHD*01EL.17. Антиген, кодируемый этим 
аллелем, относится к типу Del.
Заключение. Необходимо применять иммуногематологические методы в сочетании с молекулярно-генетическими 
методами для типирования антигена D у доноров крови с фенотипом Del с целью предотвращения аллоиммунизации 
антигеном D.

Ключевые слова: фенотип Del, резус-фактор, антигены эритроцитов, иммуногематология, генотипирование
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Для цитирования: Кара В.В., Данилец В.В., Райкина Е.В., Чумак А.А., Шрагина О.А., Погонин А.В., Дрозд Т.С., Мартынова Е.А., Буланов А.Ю. Случай 
выявления редкого фенотипа Del у донора крови. Гематология и трансфузиология. 2025; 70(2):264–272. https://doi.org/10.35754/0234-5730-
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Введение
Система Rh является наиболее полиморфной си-
стемой групп крови человека, имеющей большое 
клиническое значение в трансфузионной медицине. 
Соответствие между донором и реципиентом по ре-
зус-антигену D является ключевым фактором пре-
дотвращения аллоиммунизации и гемолитических 
трансфузионных реакций [1]. Rh-полипептиды коди-
руются парой гомологичных генов, RHD и RHCE, ко-
торые расположены на коротком плече хромосомы 1 

(1p34.3–36.13). Оба гена состоят из 10 экзонов и явля-
ются результатом дупликации общего гена-предка [2, 
3]. Они имеют противоположную ориентацию в RH-
локусе, то есть находятся в конфигурации хвост к хво-
сту (5’RHD3’-3’RHCE5’). При этом кодирующая нить 
RHD становится некодирующей нитью RHCE, и на-
оборот [4]. Ген RHD фланкирован двумя высокогомо-
логичными последовательностями, так называемыми 
«резусными боксами». Гены RHD и RHCE кодируют 
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Introduction. The highly immunogenic D antigen is one of the most important antigens after the group antigens A and B. 
Numerous alleles of the RHD gene lead to the emergence of new D antigen phenotypes. The Del phenotype is characterized 
by an extremely weak expression of the D antigen.
Aim: to present the results of D antigen typing in a blood donor with the Del phenotype.
Materials and methods. Two technologies were used for serologic typing of donor blood: microcolumn agglutination tech-
nology and solid phase microplate Capture technology. Primary genotyping of the donor was performed by allele-specifi c 
polymerase chain reaction (ASP-PCR). Nucleotide substitutions were searched for by Sanger sequencing of PCR products of 
exons of the RHD gene.
Results. When serological typing with IgM and IgG anti-D antibodies using solid-phase microplate technology was per-
formed, a positive result was obtained. When determining partial variants of the D antigen, it was not possible to unambigu-
ously interpret the data obtained. Molecular genetic analysis was required to identify variants of the weak D antigen. The 
results of primary genotyping by ASP-PCR suggested deletion of exon 9 of the RHD gene or nucleotide substitution in exon 9. 
According to the results of Sanger sequencing, a variant of the DNA nucleotide sequence c.1203T>A was detected in exon 9, 
resulting in the formation of the stop codon Tyr401Ter (rs759513820). This genetic variant corresponds to the RHD*01EL.17 
allele. The antigen encoded by this allele is of the Del type.
Conclusion. It is necessary to use immunohematological methods in combination with molecular genetic methods for D anti-
gen typing in blood donors with the Del phenotype in order to prevent alloimmunization with the D antigen.
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трансмембранные белки RhD и RhCE длиной более 
400 аминокислотных остатков. Полипептид RhD от-
личается от обычной формы белка RhCE примерно 
на 31–35 аминокислотных остатков в зависимости 
от аллеля RHCE. Белки резус пересекают мембра-
ну эритроцита 12 раз, формируя 6 внеклеточных пе-
тель — потенциальных мест экспрессии антигенов Rh 
[2–4]. Ген RHD кодирует синтез антигена D, который 
имеет более 30 эпитопов, а ген RHСЕ может образовы-
вать антитетические антигены C/c и E/e в комбинации 
Ce, ce, cE и CE [5].
В зависимости от наличия или отсутствия антигена 

D на поверхности эритроцитов люди делятся на Rh-
положительных и Rh-отрицательных. На поверхно-
сти эритроцитов резус-отрицательных лиц экспрес-
сия антигена D отсутствует вследствие делеции гена 
RHD или из-за его транскрипционного молчания [6]. 
Ген RHD является высокополиморфным, и существо-
вание большого количества различных аллелей при-
водит к появлению новых фенотипов антигена D [7]. 
Даже незначительные изменения в аминокислотной 
последовательности могут вызвать конформационные 
изменения, которые создают новые антигены и влияют 
на экспрессию существующих [4].
Вариант Del демонстрирует чрезвычайно слабую 
экспрессию антигена D, в результате чего стандарт-
ные иммуногематологические тесты на антиген D ча-
сто ошибочно идентифицируют лиц с вариантом Del 
как Rh-отрицательных [8]. Количество детерминант 
антигена D на поверхности эритроцитов лиц с вари-
антом Del оценивается менее чем в 22 детерминан-
ты на клетку по сравнению с 10 000–30 000 детерми-
нант для нормального D и 1500–7000 — для слабого 
D [9–11]. Основными механизмами, приводящими 
к возникновению аллелей DEL, являются миссенс-ва-
рианты и варианты, влияющие на проявление альтер-
нативного сплайсинга. Дополнительные механизмы 
включают гибридные аллели, варианты сдвига рамки 
считывания, преждевременные стоп-кодоны и круп-
ные делеции, охватывающие целые экзоны [12].
Для обеспечения иммунологической безопасности 
гемотрансфузий важно идентифицировать доноров 
крови, экспрессирующих антиген D, и классифици-
ровать их как Rh-положительных вне зависимости 
от плотности антигена D на поверхности эритроцитов 
[13]. Ошибочное отнесение доноров крови с фенотипом 
Del к лицам с резус-отрицательной принадлежностью 
ассоциировано с риском анти-D аллоиммунизации 
при переливании эритроцитсодержащих компонен-
тов резус-отрицательным реципиентам. В связи с тем 
что стандартное иммуногематологическое тестирова-
ние для определения резус-принадлежности не всегда 
эффективно в случае слабой экспрессии антигена D, 
для обнаружения варианта Del может дополнитель-
но потребоваться молекулярно-генетическое типиро-
вание [8].

Цель настоящей работы — представить результа-
ты типирования антигена D у донора крови с фено-
типом Del.

Материалы и методы
Исследование выполнено в отделении трансфузио-
логии ГБУЗ «ГКБ им. М. П. Кончаловского ДЗМ» 
в соответствии с требованиями этических норм 
и принципов Хельсинкской декларации и поддер-
жано локальным этическим комитетом ГБУЗ «ГКБ 
им. М. П. Кончаловского ДЗМ». В соответствии с еди-
ным протоколом и на основании информированно-
го согласия образец периферической крови донора 
(идентификационный номер пробы: 777302330094824) 
был собран в индивидуальную вакуумную пробирку 
UNIVAC с К2 ЭДТА (ООО «Эйлитон», Россия) путем 
стандартной венепункции для проведения иммуноге-
матологических исследований.
В целях обеспечения соблюдения требований безо-
пасности донорской крови были проведены следующие 
иммуногематологические исследования: определение 
группы крови по системе АВO и резус-принадлеж-
ности; типирование антигенов эритроцитов С, с, Е, 
е, D, К; скрининг и идентификация антител в непря-
мом антиглобулиновом тесте (НАГТ); подтверждение 
D слабого (D weak) с использованием твердофазной 
методики; прямой антиглобулиновый тест (ПАГТ); 
определение парциальных вариантов антигена D.
При проведении иммуногематологических исследо-
ваний крови донора использовали две различные тех-
нологии: технологию микроколоночной агглютинации 
от компаний «Bio-Rad» (США) и «Diagnostic Grifols, 
S. A.» (Испания), а также твердофазную микроплан-
шетную технологию «Capture» компании «Immucor» 
(США).
Для фенотипирования эритроцитов по системе 
АВO методом гемагглютинации в жидкой фазе на ми-
кропланшетах использовали реагенты «immuClone 
Anti-A IgM», «immuClone Anti-B IgM», «immuClone Anti-
AB IgM» («Immucor», США). Типирование антигенов 
эритроцитов С, с, Е, е, D, К проводили с использова-
нием реагентов «immuClone Anti-C IgM», «Anti-с IgM, 
Anti-D rapid IgM», «Anti-E IgM», «Anti-e IgM», 
«Anti-K IgM» (Immucor, США). Данные исследования 
проводили на иммуногематологическом анализаторе 
«Immucor Galileo Neo» («Immucor», США). При нали-
чии на эритроцитах соответствующего антигена на по-
верхности лунки микропланшета наблюдали прямую 
агглютинацию исследуемых эритроцитов.
Для определения слабого антигена D использовали 
микрострипы «Capture-R Select» («Immucor», США) 
и реагент «Novoclone Anti D IgM + IgG» («Immucor», 
США), содержащий анти-D человеческие монокло-
нальные антитела IgM, клон D175–2 и IgG, клон D415–
1E4 соответственно. Компонент IgG анти-D позволяет 
выявить наиболее слабые варианты антигена D.
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В дополнение к твердофазной технологии анти-
ген D был типирован с использованием метода ко-
лоночной агглютинации — гелевая карта «DG Gel 
ABO/Rh (2D) + Kell» («Diagnostic Grifols, S. A.», 
Испания). Изображения, полученные с автоматиче-
ского иммуногематологического анализатора «Erytra» 
(«Diagnostic Grifols, S. A.», Испания), оценивали ви-
зуально. Наличие компактного осадка эритроцитов 
на дне микропробирки свидетельствовало об отрица-
тельной реакции. ПАГТ проводили с использованием 
гелевой карты «DG Gel Coombs» («Diagnostic Grifols, 
S. A.», Испания). НАГТ был проведен с использовани-
ем твердофазной системы «Capture-R Ready-Screen» 
(«Immucor», США).
Для определения парциальных вариантов антиге-
на D (DII, DIV, DV, DVI, DVII, DFR, DBT и DHAR) 
в образце донорской крови ручным методом был ис-
пользован набор «ID-Partial RhD Typing» («Bio-Rad», 
США), который содержит 6 микропробирок с поли-
специфическим антиглобулиновым реагентом, а так-
же набор анти-D сывороток, включающий 6 линий 
моноклональных анти-D антител (клеточные линии: 
LHM76/55 (IgG), LHM77/64 (IgG), LHM70/45 (IgG), 
LHM59/19 (IgG), LHM169/80 (IgG), LDM1 (IgM)).
Молекулярно-генетическое определение резус-при-
надлежности было проведено в лаборатории молеку-
лярной биологии ФГБУ «НМИЦ ДГОИ им. Дмитрия 
Рогачева» Минздрава России. Выделение геномной 
ДНК для генетического типирования из ядросодер-
жащих клеток периферической крови проводили 
с использованием коммерческого набора для ручной 
экстракции ДНК с мини-центрифугирующими ко-
лонками «Protrans DNA Box 500» («Protrans GmbH», 
Германия). В образце, полученном после выделе-
ния ДНК, измеряли концентрацию геномной ДНК 
с помощью спектрофотометра «Nano Drop One» 
(«Thermo Fisher Scientifi c», США). Показатель чисто-
ты ДНК, определяемый по отношению показателей 
при 260 и 280 нм, составил 1,75; концентрация конеч-
ной ДНК — 52 нг/мкл.
Первичное генотипирование донора выполняли ме-
тодом аллель-специфичной полимеразной цепной ре-
акции (АСП-ПЦР) с использованием коммерческих 
наборов реагентов для определения клинически зна-
чимых и редких вариантов системы резус «RH-TYPE», 
«BA Gene Weak D-TYPE», «BA Gene Partial D-TYPE» 
(«BAG Health Care GmbH», Германия). «BAGene RH-
TYPE» позволяет проводить молекулярно-генетиче-
ское определение стандартных RHD/RHCE (C, Cw, c, 
D, DEL, E, e). «BAGeneWeak D-TYPE» позволяет про-
водить молекулярно-генетическое определение типов 
слабого антигена D (weak D) включая 1, 1.1, 2, 3, 4.0/4.1, 
4.2, 5, 11, 15, 17, 20. «BA Gene Partial D-TYPE» позво-
ляет проводить молекулярно-генетическое определе-
ние частичных D, таких как DII, DIII, DIV, DV, DVI, 

DVII, DAU, DBT, DFR, DHMi, DHMii, DNB и DHAR 
(Rh33). Детекцию продуктов АСП-ПЦР осуществля-
ли методом электрофореза в 2 % агарозном геле с до-
бавлением бромистого этидия. Для визуализации 
результатов использовали гель-документирующую си-
стему «ChemiDoc» («Bio-Rad», США). Результаты ин-
терпретировали в соответствии с диаграммами оцен-
ки, предоставленными производителем.
Для проведения секвенирования по Сэнгеру про-
дуктов ПЦР экзонов гена RHD были подобраны 
праймеры для амплификации 10 экзонов гена RHD 
с захватом прилежащих интронных областей [14]. 
Праймеры и мастер-микс для ПЦР экзонов и секвени-
рования были изготовлены компанией ЗАО «Евроген» 
(Россия). Для амплификации использовали набор реа-
гентов «Platinum™ Taq DNA Polymerase» («Invitrogen», 
США). Очистку амплификата проводили с помо-
щью набора для ферментативной очистки продуктов 
ПЦР «ExoSAP-IT» («Thermo Fisher Scientifi c», США). 
Секвенирование проводили с использованием набора 
реактивов «Big Dye Terminator 1.1v Cycle Sequencing 
Kit» («Applied Biosystems», США). Для секвенирующей 
реакции использовали прямой и обратный праймеры. 
После проведения секвенирующих реакций продук-
ты ПЦР очищали при помощи набора «iX-Pure™ Dye 
Terminator Cleanup Kit» («NimaGen», Нидерланды). 
Продукты секвенирующих реакций разделяли и ана-
лизировали с использованием генетического анализа-
тора «Applied Biosystems 3500 xL» («Applied Biosystems», 
США). Данные секвенирования по Сэнгеру сопостав-
ляли с референсной последовательностью гена RHD 
(Hg38, NM_016124.6) в геномном браузере Ensembl, 
аннотация аллелей проведена в соответствии с номен-
клатурой Международного общества переливания 
крови.

Результаты
Первоначальную диагностику антигенной структуры 
эритроцитов проводили с помощью иммуногематоло-
гических методов. На рисунке 1 представлен протокол 
исследования, полученный с иммуногематологическо-
го анализатора «Immucor Galileo Neo». При серологиче-
ском исследовании антигенного состава образца крови 
донора получен следующий результат: группа крови 
по системе АВO — A, резус-принадлежность — Rh-, 
фенотип ccEe. При проведении НАГТ аллоиммунные 
антитела IgG к антигенам эритроцитов не выявлены.
При типировании антигена D с использованием ми-
кропланшетной технологии и реагента, содержащего 
моноклональные IgM-антитела к антигену D, получен 
отрицательный результат (рис. 1). Для выявления сла-
бых подтипов антигена D был проведен тест «D weak» 
на иммуногематологическом анализаторе «Immucor 
Galileo Neo». Был получен следующий результат: сила 
положительной реакции (3+), что соответствует степени 
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адгезии эритроцитов к монослою (рис. 2). Появление 
положительного результата только в тесте «D weak» 
с анти-D-антителами IgM и IgG позволило судить 
о наличии слабого фенотипа антигена D или в мень-
шей степени о вариантной форме антигена D.

Для исключения ложноположительного результата 
в тесте «D weak» с анти-D-антителами, вызванного 
эритроцитами, сенсибилизированными in vivo иммуно-
глобулинами и/или фракциями комплемента, был про-
веден прямой антиглобулиновый тест с использовани-
ем гелевой карты «DG Gel Coombs». Была установлена 
отрицательная реакция, что свидетельствовало об от-
сутствии выявляемых антител IgG или компонента 
комплемента C3d на эритроцитах (рис. 3).
По результатам типирования антигена D в геле-
вой карте в микропробирке с моноклональными ан-
ти-D-антителами IgM человеческого происхождения 
получен отрицательный результат. В микропробир-
ке со смесью моноклональных анти-D-антител IgM 
и IgG, позволяющей выявлять слабый D и частичные 
варианты антигена D, также был получен отрицатель-
ный результат (рис. 4).
При типировании парциальных вариантов антиге-
на D в микропробирке 1 с LHM76/55 (IgG) линией 
моноклональных анти-D-антител и микропробирке 5 
с LHM169/80 (IgG) линией моноклональных анти-
D-антител сила реакции составила (±) и (+) соответ-
ственно (рис. 5). Полученные результаты не позволи-
ли однозначно интерпретировать данные результаты 

Рисунок 2. Результат теста «D weak» на иммуногематологическом анализаторе 
«Immucor Galileo Neo»
Figure 2. The result of the weak D test on the Immucor Galileo Neo immunohematology 
analyzer

Рисунок 4. Результат двойного определения RhD с использованием гелевой карты 
«DG Gel ABO/Rh (2D) + Kell»
Figure 4. Result of double RhD determination using a gel card DG Gel ABO/Rh (2D) 
+ Kell

Рисунок 1. Результаты стандартного серологического типирования образца крови 
донора на анализаторе «Immucor Galileo Neo»
Figure 1. Results of standard serological typing of a donor blood sample on the Im-
mucor Galileo Neo analyzer

Рисунок 3. Результат прямого антиглобулинового теста
Figure 3. The result of a direct antiglobulin test

Рисунок 5. Результат типирования парциальных вариантов антигена RhD образца 
донорской крови
Figure 5. RhD antigen partial variant typing result of a donor blood sample
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в соответствии с прилагаемой интерпретационной та-
блицей. В связи с этим возникла необходимость в про-
ведении дополнительных исследований. По результа-
там первичного генотипирования методом АСП-ПЦР 
было сделано предположение о делеции 9-го экзона 
гена RHD либо нуклеотидной замене в 9-м экзоне, од-
нако точный вариант антигена D не был определен 
(рис. 6). Поскольку результаты генотипирования были 
неоднозначными, был проведен анализ последователь-
ности методом секвенирования по Сэнгеру. Для ана-
лиза геномной последовательности каждый из 10 экзо-
нов RHD и фланкирующих интронных областей был 
амплифицирован с использованием специфических 
праймеров. ПЦР экзонов и прилегающих интронов 
гена RHD показала наличие всех 10 экзонов, что позво-
лило исключить версию о делеции экзона 9. При ана-
лизе результатов секвенирования в экзоне 9 обнару-
жен вариант нуклеотидной последовательности ДНК 
с. 1203T>A (рис. 7).

Обсуждение
Антиген D, который не выявляется при использо-
вании стандартных серологических тестов, включая 
НАГТ, принято относить к категории «D-elution», 
или Del [15]. Свое название фенотип получил бла-
годаря тому, что для детекции антигена D с крайне 
слабой экспрессией требуется метод адсобции-элю-
ции [12]. Впервые вариант Del был описан в 1984 г. 
группой японских авторов [16], и к настоящему мо-
менту выявлено большое количество аллелей, связан-
ных с вариантом Del, в разных этнических популяци-
ях [8]. Распространенность фенотипа Del составляет 
30 % у китайских Rh-отрицательных доноров, 28 % 
у японских Rh-отрицательных доноров и 17 % у ко-
рейских Rh-отрицательных доноров. При этом среди 
Rh-отрицательных доноров европеоидной расы фено-

тип Del встречается редко, на его долю приходится 
0,1 % [17].
Номенклатура Международного общества перели-
вания крови насчитывает более 50 различных аллелей 
DEL. При этом их распространенность широко варьи-
рует в этнических группах, что необходимо учитывать 
при разработке подходящих стратегий безопасности 
переливания крови [12]. В Китае, Японии и Корее, 
а также в странах со значительной долей лиц восточ-
ноазиатского происхождения, таких как Австралия 
и США, превалирующим является «Азиатский тип» 
Del (RHD*01EL.01) [18]. У европеоидов аллельный про-
филь DEL имеет большую гетерогенность и характери-
зуется преобладанием таких аллелей, как RHD*01EL.08, 
RHD*11 и также RHD*01EL.01 [12, 19].
В данном исследовании описан случай редкого фе-
нотипа Del у донора крови. Результаты серологическо-
го типирования не позволили однозначно определить, 
выявлено ли наличие слабого фенотипа антигена D 

Рисунок 6. Электрофореграммы продуктов АСП-ПЦР с экзон-специфическими праймерами гена RHD. M — маркер молекулярного веса ДНК, содержащий фрагменты 
от 100 до 1000 пар нуклеотидов
Figure 6. Electrophoregrams of ASP-PCR products with exon-specifi c primers of the RHD gene. M — DNA molecular weight marker containing fragments of between 100 to 1000 bp

Рисунок 7. Фрагмент электрофореграммы 9-го экзона гена RHD с нуклеотидной 
заменой с.1203Т>А
Figure 7. Fragment of electrophoregram of exon 9 of RHD gene with nucleotide substitu-
tion c.1203T>A
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или его вариантной формы. Данные первичного ге-
нотипирования методом АСП-ПЦР также оказались 
неоднозначными, поскольку наборы для АСП-ПЦР 
имеют ограничения за счет того, что праймеры на-
целены на определенные регионы и не учитыва-
ют потенциальные редкие нуклеотидные вариации 
или гибридные аллели [20, 21]. Анализ результатов 
секвенирования по Сэнгеру позволил выявить на-
личие варианта нуклеотидной последовательности 
ДНКс. 1203T>A в экзоне 9 гена RHD (NM_016124.6), 
приводящего к образованию стоп-кодона Tyr401Ter 
(rs759513820). Данный генетический вариант соответ-
ствует аллелю DEL (RHD*01EL.17) [22]. Впервые этот 
аллель был описан в публикации С. Gassner и соавт. 
[19] в 2005 г. при исследовании резус-отрицательного 
донора из Кировской области. Аллель характеризует-
ся образованием стоп-кодона и терминацией синтеза 
полипептидной цепи в 401 позиции, укорачивая по-
липептид RhD с 417 до 400 а. к. По всей видимости, 
терминация трансляции полипептидной цепи на кар-
боксильном конце не приводит к полной утрате экс-
прессии антигена D, но существенно снижает ее.
Несмотря на то что во многих источниках указыва-
ется на возможность обнаружения Del только с помо-
щью метода адсорбции-элюции, выявленный в настоя-
щей работе вариант показал положительную реакцию 
с анти-D-антителами IgM и IgG в тесте «D weak» 
на иммуногематологическом анализаторе «Immucor 
Galileo Neo». В работе S. Dajak и соавт. [23] было вы-
явлено 6 случаев фенотипа Del с помощью НАГТ, 
впоследствии подтвержденных генотипированием. 
По видимости, аллели DEL демонстрируют различ-
ные серологические профили, которые отличаются 
по плотности антигена D и отсутствию эпитопов [12]. 
Таким образом, необходимы дополнительные иссле-
дования, направленные на оценку диагностической 
чувствительности и специфичности методов микроко-

лоночной агглютинации и твердофазной микроплан-
шетной технологии «Capture» для определения анти-
гена D у лиц с фенотипом Del.
Большинство фенотипов Del ошибочно интерпрети-
руют как D-отрицательные из-за ограничений рутин-
ного серологического типирования. По этой причине 
у реципиента с истинно D-отрицательным фенотипом 
может развиться анти-D аллоиммунизация после пе-
реливания эритроцитсодержащих компонентов крови 
с фенотипом Del [24]. Имеются сообщения о случаях 
как первичной, так и вторичной алло-D иммуниза-
ции, сопровождающейся нарастанием титра антител. 
В этой связи некоторые банки крови ввели программу 
генетического скрининга аллелей DEL у резус-отри-
цательных доноров, чтобы исключить их из категории 
D- и квалифицировать их эритроциты как D+ [25–27].
Несмотря на то что не все исследователи считают та-
кую меру оправданной, необходимо помнить, что ан-
ти-D антитела являются лидирующей причиной тяже-
лой гемолитической болезни плода и новорожденного. 
Таким образом, обеспечение совместимых трансфузий 
резус-отрицательным реципиентам, в особенности 
женского пола, является весомым аргументом в поль-
зу ДНК-тестирования резус-отрицательных доноров 
[28]. Полученные данные свидетельствуют о необхо-
димости комплексного подхода при решении вопроса 
о наличии или отсутствии антигена D в образце до-
норской крови. Сочетание иммуногематологических 
и молекулярно-генетических методов исследования 
представляется целесообразным и надежным подхо-
дом для определения истинно резус-отрицательных 
доноров при первичной донации. Создание програм-
мы скрининга варианта Del у доноров на территории 
Российской Федерации является перспективным на-
правлением для предотвращения анти-D аллоимму-
низации реципиентов и связанных с ней гемолитиче-
ских посттрансфузионных реакций.
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