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Болезнь Кастлемана (обзор литературы)

А. Л. Меликян, Е. К. Егорова
ФГБУ «Гематологический научный центр» Минздрава России; Россия, 125167, Москва, Новый Зыковский проезд, 4а

Контакты: Анаит Левоновна Меликян anoblood@mail.ru

Болезнь Кастлемана (ангиофолликулярная гиперплазия лимфатических узлов) – редкое доброкачественное лимфопролифератив-
ное заболевание с длительным бессимптомным течением, ассоциированное с широким спектром аутоиммунных и онкологических 
заболеваний и риском развития неходжкинской лимфомы. Редкая встречаемость данного заболевания и разнообразие клиниче-
ского течения не позволяют провести полноценные и последовательные исследования по изучению его этиологии и патогенеза, 
разработать стандартные методы терапии. В последние годы число пациентов с болезнью Кастлемана в Российской Федерации 
увеличилось, и это требует ее распознавания среди неопухолевых и опухолевых лимфаденопатий. Статья посвящена обзору дан-
ных о клинических и гистологических вариантах болезни Кастлемана, концепциях ее патогенеза, классификации и лечения.

Ключевые слова: болезнь Кастлемана, интерлейкин-6, герпес-вирус человека 8-го типа

DOI: 10.17650/1818-8346-2016-11-2-08-20

Castleman disease (literature review)

A. L. Melikyan, E. K. Egorova

National Research Center for Hematology, Ministry of Health of Russia; 4 Novyy Zykovskiy Proezd, Moscow, 125167, Russia

Castleman disease (angiofollicular hyperplasia of lymph nodes) – a rare benign lymphoproliferative disease with prolonged asymptomatic 
course, associated with a wide variety of autoimmune and oncological diseases and the risk of non-Hodgkin’s lymphoma. The rare occur-
rence of this disease and a variety of clinical course did not allow for a complete and consistent research on the etiology and pathogenesis and 
the standard therapies development. In recent years, the number of patients with Castleman disease in the Russian Federation has increased, 
which requires its recognition among non-neoplastic and neoplastic lymphadenopathy. The article provides an overview about clinical and 
histological variants of Castleman’s disease, its pathogenesis concepts, classification and treatment.

Key words: Castleman disease, interleukin-6, human herpesvirus type 8

Введение
В 1954 г. на клинико-патологической конферен-

ции, проходившей в Массачусетском общем госпита-
ле, патолог B. Castleman представил описание инте-
ресного клинического случая. У 41-летнего мужчины 
в течение 13 лет наблюдались слабость и эпизоды ре-
цидивирующей  лихорадки,  впоследствии  появился 
сухой кашель. В ходе очередного обследования по по-
воду вышеописанных жалоб было выявлено большое 
новообразование переднего средостения, тесно при-
легающее  к  сосудам  и  перикарду.  Было  выполнено 
радикальное удаление данного новообразования. Гисто-
логическая картина опухоли не укладывалась ни в од-
ну из известных в то время нозологий. Необычность 
состояла в увеличении числа вторичных фолликулов, 
наличии гиалиноза в зародышевых центрах (ЗЦ) фол-
ликулов,  гиперваскуляризации  и  выраженном  плаз-
моцитозе ткани опухоли. Проведенное хирургическое 
лечение привело к излечению пациента [1]. Впослед-
ствии в 1956 г. было выделено новое заболевание, по-
лучившее название в честь своего первооткрывателя 
«болезнь Кастлемана» (БК) [1, 2].

Случаи с подобной гистологической картиной, но 
разными клиническими симптомами, стали накапли-

ваться. В 1972 г. A. Keller, L. Hochholzer и B. Castleman, 
проанализировав клинические и гистологические дан-
ные 182 больных, выделили 2 гистологических вари-
анта  болезни:  гиалино-васкулярный  вариант  (ГВВ), 
встречающийся  в  91 %  случаев,  и  плазмоклеточный 
вариант (ПКВ). По их данным, локализация опухоли 
может быть различной, однако в 70 % случаев она об-
наруживается  в  грудной  клетке,  чаще  всего  в  корне 
легкого, рядом с крупными сосудами или в средостении. 
У 11 % больных образование выявлялось в забрюшин-
ном пространстве и только у 4 % – в периферических 
лимфатических  узлах  (ЛУ).  Остальные  15 %  случаев 
составили редкие локализации, такие как миндалины, 
орбита,  лимфоидная  ткань  носоглотки  и  языка  [3]. 
Авторами было показано, что ГВВ в большинстве слу-
чаев подразумевает локальное поражение, и опухоле-
вое  образование  растет  медленно,  годами,  достигая 
в результате значительных размеров. Симптомы забо-
левания редки и зависят от локализации опухоли: при 
вовлечении в патологический процесс ЛУ средостения 
пациенты  жалуются  на  кашель,  одышку,  сердцебие-
ние,  кровохарканье;  при  локализации  ЛУ  в  забрю-
шинном пространстве – боли в животе, диспептиче-
ские расстройства или нарушение функции мочевых 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приводит к излечению. ПКВ характеризуется наличи-
ем выраженных конституциональных симптомов (по-
худение, потливость, лихорадка), гепатоспленомегалии, 
генерализованной периферической лимфаденопатии 
и  изменениями  лабораторных  показателей  (анемия, 
гипергаммаглобулинемия, увеличение скорости осе-
дания эритроцитов (СОЭ), уровня С-реактивного бел-
ка  (СРБ)  и  циркулирующих  иммунных  комплексов 
(ЦИК)). Данный вариант болезни требует проведения 
специфической терапии [3].

Классификация БК. Первая классификация БК ос-
но вывалась на морфологических признаках и выделя-
ла 2 варианта: ГВВ и ПКВ [3].

Типичная  гистологическая  картина  при  БК  ГВВ 
характеризуется  нарушением  структуры  ЛУ  за  счет 
увеличения количества фолликулов и гиперваскуля-
ризации  интерфолликулярных  зон.  Фолликулы,  как 
правило,  маленькие,  образованы  трансформирован-
ными атрофичными гиалинизированными ЗЦ, окру-
женными широкой зоной мантии, состоящей из ма-
лых  лимфоцитов  и  внешне  часто  напоминающей 
концентрическую структуру наподобие слоев лукови-
цы  (рис.  1а).  Митозы  отсутствуют.  К  центру  такого 
измененного  фолликула  подходит  1  или  несколько 
сосудов. При малом увеличении гиалинизированный 
фолликул и подходящий к нему сосуд выглядят как ле-
денец на палочке (рис. 1б). ЗЦ аномальных фоллику-
лов малоклеточные, состоят из единичных лимфоци-
тов и фолликулярных дендритических клеток (ФДК), 
имеются  депозиты  гиалина.  В  межфолликулярных 
зонах  определяется  повышенное  количество  крове-
носных сосудов, в основном посткапиллярных венул, 
представленных гиперплазированными эндотелиаль-
ными клетками (рис. 2). Среди сосудов обнаружива-
ются  рассеянные  или  располагающиеся  группами 
малые лимфоциты, плазмоциты и плазмоцитоидные 
моноциты. Синусы не растянуты, иногда слабо разли-
чимы [1, 2, 4].

При иммуногистохимическом (ИГХ) исследовании 
клетки  ЗЦ  редуцированных  фолликулов  –  CD20–, 
CD21+,  CD23+.  Количество  Т-лимфоцитов  (CD3+, 
CD45RO+) в фолликулах и межфолликулярных зонах 
меньше  нормы.  Межфолликулярные  пространства 
состоят из CD68+ плазматических клеток, S-100+ -ин-
тердигитальных  дендритных  клеток  и  кровеносных 
сосудов (CD31+ (рис. 3), VIII-фактор+ [5]).

ПКВ  имеет  отличную  от  ГВВ  гистологическую 
картину. Структура ЛУ нарушена за счет гиперплази-
рованных фолликулов с расширенными ЗЦ, окружен-
ными  узкой  мантийной  зоной,  состоящей  из  малых 
лимфоцитов (рис. 4а). Зародышевые центры расши-
рены, активны, встречаются макрофаги. Мантийная 
зона резко сужена, местами отсутствует, состоит из зре-
лых лимфоцитов. Межфолликулярные зоны и мозговой 
слой характеризуются гиперплазией по фолликуляр-
ному типу с присутствием широких пластов плазма-

Рис. 1. Лимфатический узел, гиалино-васкулярный вариант: а – рег-
рессивно трансформированный фолликул с ровными рядами расширен-
ной мантийной зоны – «луковица на разрезе»; б – регрессивно транс-
формированный фолликул с гиалинозом стенки питающего сосуда 
капиллярного типа – «леденец на палочке». Окраска гематоксилином 
и эозином. × 100

Рис. 2. Лимфатический узел, гиалино-васкулярный вариант. Лимфо-
идное истощение с фолликулярными дендритическими клетками в ре-
дуцированном фолликуле. Васкуляризация и фиброз стромы межфол-
ликулярных пространств. Окраска гематоксилином и эозином. ×100

а

б
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тических клеток, представленных зрелыми и незрелыми 
формами, могут встречаться атипичные и двухъядер-
ные формы, тельца Рассела (рис. 4б). Между плазма-
тическими клетками межфолликулярных пространств 
встречаются иммунобласты, плазмоцитоидные моно-
циты, лимфоциты и гистиоциты. Синусы могут быть 
расширены [2, 3, 4].

При ИГХ-исследовании гиперплазированные фол-
ликулы представлены CD20+-В-лимфоцитами (рис. 5), 
межфолликулярные пространства – CD68+, CD138+-
плазматическими  клетками  с  экспрессией  поликло-
нальных иммуноглобулинов (Ig) [5].

Таким образом, A. Keller и соавт. описали основ-
ные клинические особенности БК и дали четкие гис-
тологические критерии ее классическим морфологиче-
ским вариантам – ГВВ и ПКВ [3]. Некоторые авторы 
выделяют  3-й  гистологический  вариант  болезни  – 
смешанно-клеточный. Дальнейшие исследования БК 
показали, что ее локальные формы имеют менее выра-
женные клинические симптомы, излечиваются хирур-
гическим  удалением  опухоли  и  имеют  благоприятный 
прогноз, тогда как генерализованные характеризуют-
ся  наличием  выраженных  клинических  симптомов, 
изменениями в лабораторных показателях, более аг-
рессивным течением и худшим прогнозом [6, 7].

Эти данные позволили разделить БК на 2 клини-
ческих варианта: локальный (уницентрический) и ге-
нерализованный (мультицентрический) [6, 7]. Локаль-
ный вариант БК является наиболее распространенной 
формой заболевания, связан с одним ЛУ или цепоч-
кой ЛУ одной анатомической зоны, и характеризуется, 
как правило, гиалино-васкулярной морфологией. Мульти-
центрический  вариант,  или  мультицентрическая  бо-
лезнь Кастлемана (МБК), встречается реже, протекает 
более агрессивно, характеризуется смешанно-клеточ-
ной или плазмоклеточной морфологией и требует про-
ведения цитостатического лечения (см. таблицу).

Рис. 4. Лимфатический узел, плазмоклеточный вариант: а – гиперпла-
зированный фолликул с узкой зоной мантии. Окраска гематоксилином 
и эозином. × 100; б – пласты плазматических клеток в межфоллику-
лярной зоне. Окраска гематоксилином и эозином. × 200

Рис. 5. Лимфатический узел. Плазмоклеточный вариант. Экспрессия 
CD20 В-лимфоцитами гиперплазированных фолликулов. Иммунофер-
ментный метод. × 100

Рис. 3. Лимфатический узел, гиалино-васкулярный вариант. Экспрес-
сия CD31 эндотелиоцитами кровеносных сосудов. Иммуноферментный 
метод. × 200

Однако данная клиническая классификация утра-
тила свою актуальность в связи с выявлением нового 
патогенетического агента – герпес-вируса человека 8-го 
типа (HHV-8). Впервые HHV-8 был обнаружен у груп-
пы пациентов, имевших сопутствующий БК POEMS-

а

б
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синдром (полинейропатия, органомегалия, эндокрино-
патия, наличие моноклональной секреции и изменений 
кожи и ее придатков). Морфологическая картина в ЛУ 
напоминала  таковую  при  ПКВ,  но  имелось  отличие: 
в мантийной зоне присутствовали плазмобласты с од-
ним или несколькими ядрышками (рис. 6). Исследова-
ние N. Dupin и его коллег показало, что данный вариант 
связан с HHV-8 и развитием плазмобластной лимфо-
мы [8]. Поэтому в настоящее время авторы предпочи-
тают классифицировать БК согласно гистопатогенному 
типу в противоположность традиционной уницентри-
ческой/мультицентрической модели [7, 9–14]

Современная гистопатогенетическая классификация 
болезни Кастлемана

1. Гиалино-васкулярный локальный вариант.
2. Плазмоклеточный локальный вариант.
3. Мультицентрический вариант, или МБК.
4. HHV-8-ассоциированный плазмобластный вариант.

Этиология и патогенез болезни Кастлемана
Происхождение  БК  в  разное  время  объяснялось 

по-разному. Одной из первых была теория «дистопи-
рованной» вилочковой железы, или тимомы, посколь-
ку наиболее частой локализацией опухоли было сре-

Клиническая классификация болезни Кастлемана [11]

Показатель
Локальная

(уницентрическая)
Генерализованная

(мультицентрическая)

Возраст, лет От 40 От 60

Клинические
симптомы

Нет или редко конституциональные 
симптомы

Частые конституциональные симптомы, 
аутоиммунные проявления, POEMS-синдром

Органомегалия Редко Часто

Локализация
Лимфатические узлы средостения или 

брюшной полости
Генерализованная: периферические, медиастинальные и забрюшин-

ные лимфатические узлы 

Изменения лабора-
торных
показателей

Иногда анемия, ускорение СОЭ  
и увеличение концентрации СРБ, 

гипергаммаглобулинемия

Часто анемия, тромбоцитопения, тромбоцитоз, лейкоцитоз, ускорение 
СОЭ, увеличение концентрации СРБ и количества ЦИК, гипергамма-

глобулинемия, следовая моноклональная секреция

Морфологическая 
картина

Гиалино-васкулярная,  редко плазмо-
клеточная или смешанно-клеточная

Плазмоклеточная или смешанно-клеточная,  
редко гиалино-васкулярная 

Связь с ВИЧ Нет Иногда

Связь с HHV-8 Нет Да

Терапия
Радикальное хирургическое удале-
ние, лучевая терапия на остаточное 

 образование
Системная цитостатическая терапия с переменным успехом

Развитие лимфомы Редко Часто

Клиническое течение Благоприятное Неблагоприятное

Примечание. СОЭ – скорость оседания эритроцитов, СРБ – С-реактивный белок, ЦИК – циркулирующие иммунные комплексы, ВИЧ – ви-
рус иммунодефицита человека, HHV-8 ‒ герпес-вирус человека 8-го типа. 

Рис. 6. Лимфатический узел, плазмоклеточный вариант. Ядерная экспрессия LANA-1 HHV-8-лимфоцитами зоны мантии. Иммуноферментный 
метод. × 100 (а), × 200 (б)

а б
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1 достение или корень легкого и гистологически группы 

«голых»  ФДК  напоминали  тельца  Гассаля  в  тимусе. 
Однако ИГХ-исследования не подтвердили общность 
тимических лимфоцитов и лимфоцитов, пораженных 
при БК ЛУ [2, 5].

Следующая теория предполагала, что БК – это га-
мартома или доброкачественная сосудистая опухоль 
ЛУ, из-за обилия сосудов в интерфолликулярных зо-
нах.  Она  также  не  нашла  гистологического  и  ИГХ-
подтверждения [5].

Некоторые авторы полагали, что БК – это вариант 
вялотекущей неходжкинской лимфомы. Большое ретро-
спективное исследование было выполнено D. M. Menke 
и другими специалистами из клиники Maйo. Они изучи-
ли 51 случай, соответствовавший классическим гисто-
логическим критериям БК. Выполненное развернутое 
ИГХ-исследование позволило выделить ряд особен-
ностей, подтвердивших, что субстратом заболевания 
являются поликлональные неопухолевые лимфоциты 
и, хотя морфологическое сходство ГВВ и ПКВ неболь-
шое, это все же варианты одной болезни [5]. Еще одно 
исследование выполнил J. Soulier с коллегами – они 
изучили 46 биологических образцов (сыворотка крови, 
ЛУ и костный мозг) у 34 пациентов с БК, 20 из которых 
были ВИЧ-отрицательны. В исследовании использовали 
метод иммуноблоттинга (исследование реаранжи ровки 
генов тяжелой цепи иммуноглобулина – В- клональ-
ность) и полимеразную цепную реакцию (определение 
Т-клеточной клональности). Изменения были выявле-
ны только в 4 случаях, в 2 из которых имелось сочета-
ние с В-клеточной лимфомой, а в 2 других, возможно, 
был минимальный опухолевый клон. Данное исследо-
вание подтвердило, что изменения, возникающие в ЛУ 
при БК, имеют поликлональный характер и не могут 
быть отнесены к неходжкинским лимфомам [15].

Работы о роли интерлейкина-6 (IL-6) в патогенезе 
БК появились в конце 1990 годов. Ряд исследователей 
предположили,  что  такие  клинические  проявления 
болезни, как лихорадка, потливость, похудение и гене-
рализованный тип поражения ЛУ, могут быть связаны 
с длительным (хроническим) воздействием на организм 
человека каких-либо биологических агентов. Иссле-
дование сыворотки крови пациентов с МБК на содер-
жание  различных  цитокинов  выявило  высокий  уро-
вень  IL-6.  Изучение  IL-6  показало,  что  он  играет 
клю чевую роль в иммунном ответе, гемопоэзе и фор-
мировании острофазовой реакции. IL-6 продуцируют 
различные типы клеток: макрофаги, Т- и В-лимфоциты, 
фибробласты, эндотелиальные, эпидермальные и ми-
кроглиальные клетки, хондроциты, остеоциты [16, 17].

Широкий спектр действия IL-6 опосредован ак-
тивацией его трансмембранных рецепторов – комп-
лекса белков IL-6, IL-6R (IL-6R/CD126/gp80) и gp130, 
участвующих  в  активации  сигнальных  путей  JAK-
STAT и MAPK [18].

Было выявлено, что IL-6 принимает участие в па-
тогенезе  различных  воспалительных,  аутоиммунных 

и онкологических заболеваний, а именно множествен-
ной миеломы [19], ревматоидного артрита [20], БК [21], 
мезангиопролиферативного  гломерулонефрита  [22], 
псориаза, саркомы Капоши [23], сепсиса и остеопо-
роза.

В 1989 г. группа K. Yoshizaki провела исследование, 
целью которого было изучение экспрессии IL-6 клет-
ками ЗЦ реактивных ЛУ в зависимости от морфоло-
гического  варианта  БК  и  выявление  ее  корреляции 
с уровнем IL-6 в сыворотке крови. ИГХ-исследование 
с  анти-IL-6  моноклональным  антителом  показало 
присутствие IL-6 в фолликулах ЛУ в 2 случаях БК и его 
отсутствие в 2 нормальных ЛУ. Оба случая БК проте-
кали с системными проявлениями (лихорадка, потли-
вость и т. п.), и оказалось, что имеется прямая связь 
между  уровнем  IL-6  в  сыворотке  крови  и  наличием 
клинических симптомов у пациентов с БК. Удаление 
пораженных ЛУ при локальном вовлечении привело 
к нормализации уровня сывороточного IL-6. В отли-
чие от хронических воспалительных заболеваний, со-
провождающихся гиперпродукцией IL-6 клетками ЗЦ 
гиперплазированных  фолликулов,  при  БК  не  было 
выявлено увеличения синтеза других воспалительных 
цитокинов, кроме IL-6. Таким образом, авторы сдела-
ли  вывод,  что  дизрегуляция  экспресии  IL-6  при  БК 
может быть первичным звеном в этиологии данного 
заболевания [21].

M. B. Leger и соавт. проанализировали экспрессию 
гена IL-6 и других цитокинов при различных вариан-
тах БК [24]. В исследование было включено 7 пациен-
тов с БК, у 4 была локальная форма, у 3 – мультицен-
трическая.  Продукцию  IL-6  изучали  ИГХ-методом 
и  методом  гибридизации  in situ  с  учетом  различных 
вариантов  заболевания.  Гиперэкспрессия  гена  IL-6 
в центрах фолликулов при БК является специфичным 
феноменом, так как ген IL-6 не экспрессируется в фол-
ликулах нормальных [21] и гиперплазированных узлов 
или в фолликулах других лимфоидных органов. Таким 
образом, дизрегуляция экспрессии гена IL-6 у пациен-
тов с локальной формой БК коррелирует с присутстви-
ем клинических симптомов. Другие цитокины, кроме 
IL-6,  не  гиперэкспрессируются  в  этих  случаях,  и  БК 
стала единственным заболеванием, при котором выяв-
лялась селективная гиперэкспресиия гена IL-6 [24].

При всех вариантах БК ее клинические и лабора-
торные проявления являются результатом гиперпро-
дукции цитокинов (в первую очередь IL-6), которые 
тесно контактируют с пролиферирующими кровенос-
ными сосудами и активируют лимфоциты В-клеточ-
ной линейной направленности [21, 24].

Выявленная ассоциация между уровнем IL-6 в сы-
воротке крови и клиническими проявлениями забо-
леваний вызвала интерес к изучению биохимических 
механизмов контроля продукции IL-6 с целью поиска 
функциональных агонистов и антагонистов как потен-
циальных  терапевтических  агентов  в  лечении  IL-6-
ассоциированных болезней [16, 25, 26].
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1Наличие системных симптомов и периферической 

лимфаденопатии, а также частое присутствие крупных 
одноядерных клеток с множественными ядрышками, 
напоминающих клетки Рид-Штернберга [1, 3], в ман-
тийной зоне фолликулов пораженных ЛУ позволило 
специалистам предположить связь БК и вирусной ин-
фекции, в первую очередь вируса Эпштейна–Барр (EBV). 
Исследования показали, что дезоксирибонуклеиновая 
кислота  (ДНК)  EBV  может  быть  обнаружена  в  ЛУ 
при БК, однако ее наличие никак не влияет на при-
сутствие клинических симптомов и вариант болезни 
[27], что является аргументом против возможной роли 
EBV в развитии БК.

В 1994 г. Y. Chang Y. и соавт. сообщили, что при ис-
следовании  участков  кожи,  пораженных  саркомой 
Капоши, у ВИЧ-положительного больного были об-
наружены 2 новых фрагмента вирусной ДНК [28]. Но-
вый вирус получил название ассоциированного с сар-
комой  Капоши  герпес-вируса  (KSHV)  или  HHV-8. 
HHV-8  является  новым  гамма-герпес-вирусом,  чле-
ном семейства Rhadinovirus. Эпидемиологические ис-
следования ясно показали, что HHV-8-инфекция рас-
пространена  во  всем  мире,  хотя  имеются  огромные 
различия в показателях серопозитивности различных 
человеческих популяций.

Полная вирусная частица HHV-8 составляет 150–
200 нм в диаметре и состоит из капсида и оболочки [29], 
сходных с иными герпес-вирусами человека (рис. 7). 
Геном HHV-8 состоит из линейной и двухспиральной 
ДНК  приблизительно  170  kbp  в  длину  [30],  которая 
кодирует  более  80  вирусных  белков.  Как  и  у  других 
герпес-вирусов, вирусные гены HHV-8 были разделе-
ны на литические и латентные гены (рис. 8).

Литические гены кодируют белки с нормальными 
функциями, и в ходе их литической реактивации про-
исходят активация каскада нижестоящих генов и сти-
муляция  микроокружения  для  репликации  вируса, 

метаболизма нуклеиновых кислот и модуляции кле-
точных функций [27, 28].

Подробно изучен латентный белок ОRF73 (LANA-1, 
LNA или LNA-1 – латентный ядерный антиген), наи-
более  часто  выявляемый  в  KSHV-инфицированных 
клетках при МБК. Белок LANA-1, связываясь с бел-
ком  р53,  препятствует  апоптозу  клеток,  зараженных 
HHV-8 [31].

HHV-8, как и другие герпес-вирусы, имеет двух-
фазный жизненный цикл с преобладающим на протя-
жении всей жизни циклом латентной инфекции и ти-
пичным коротким циклом литической реактивации, 
т. е. вызывает пожизненное латентное носительство. 
Члены семейства гамма-герпес-вирусов HHV-8 и EBV 
обладают  умением  включать  клеточную  пролифера-
цию и трансформацию, за что получили название он-
когенных вирусов [32].

HHV-8-связанные заболевания – МБК, саркома 
Капоши  и  первичная  лимфома  серозных  оболочек 
(PEL) – могут быть ассоциированы с сетью вирусных 
цитокинов [33]. Среди вирусных цитокинов, кодиро-
ванных  HHV-8,  К2,  или  вирусный  интерлейкин-6 
(vIL-6), – один из наиболее важных белков в патогенезе 
заболеваний, связанных с KSHV-инфекцией. В част-
ности, считается, что vIL-6 является ключевым в па-
тогенезе саркомы Капоши и МБК [34]. vIL-6 отлича-
ется  от  человеческого  IL-6  (hIL-6)  тем,  что  может 
напрямую связываться с gp130 и активировать JAК-
STAT-сигнальный путь, что уникально для vIL-6, в от-
личие от других цитокинов этой группы. Кроме того, 
было показано, что vIL-6 стимулирует экспрессию со-
судистого эндотелиального фактора роста (VEGF), это 
ведет к увеличению проницаемости капилляров и ско-
плению жидкости, что бывает при PEL, а также к по-
вышенному неоангиогенезу и росту эндотелиальных 
клеток, что характерно для МБК [35, 36].

При БК vIL-6 продуцируется трансформирован-
ными лимфоцитами мантийной зоны, латентно инфи-

Рис. 7. Геном герпес-вируса человека 8-го типа (Ablashi D. V, Chat lynne L.G, 
Whitman J. E, Jr., Cesarman E. Spectrum of Kaposi’s Sarcoma-Associated 
Herpesvirus, or Human Herpesvirus 8, Diseases. Clin Microbiol Rev 2002;15(3): 
439–64).

Рис. 8. Возможная модель патогенеза болезни Кастлемана и точки при-
ложения таргретных препаратов (El-Osta H. E., Kurzrock R. Castleman’s 
Disease: From Basic Mechanisms to Molecular Therapeutics. Oncologist 2011 
Apr; 16(4):497–51) 1
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1 цированными HHV-8 [9]. Исследование D. М. Menke 

и др. показало, что при ГВВ и ПКВ имеются различия 
в возможности обнаружить ген HHV-8 vIL-6 и геном 
HHV-8 и в частоте экспрессии HHV-8 vIL-6 и генома 
HHV-8. Было выявлено, что экспрессия гена HHV-8 
vIL-6 чаще, чем выявление генома HHV-8, ассоции-
ровалось с риском развития лимфомы и низкой вы-
живаемостью при ПКВ. Авторы показали, что HHV-8 
может  инфицировать  иммунофенотипически  харак-
терные  популяции  В-лимфоцитов  мантийной  зоны 
(CD20+,  CD45RA+),  которые  играют  важную  роль 
в  патогенезе  БК  [37].  HHV-8-vIL-6-положительные 
трансформированные  лимфоциты  (плазмобласты) 
мантийной зоны при плазмоклеточном варианте бо-
лезни могут вызывать развитие интерфолликулярной 
плазмобластной лимфомы как у ВИЧ-отрицательных, 
так и у ВИЧ-положительных пациентов [37].

Таким образом, патогенез БК – сложный много-
ступенчатый процесс. Многие авторы считают, что ос-
новным патогенным цитокином при БК является IL-
6,  и  первичным  его  источником  в  ЛУ  служат  ФДК, 
продуцирующие  IL-6  при  ПКВ,  что  в  случаях  ГВВ 
сопровождается системными симптомами. И именно 
hIL-6,  а  не  HHV-8-vIL-6  является  главным  цитоки-
ном, экспрессирующимся у ВИЧ-отрицательных па-
циентов  [24].  И  выработка  hIL-6,  а  не  HHV-8-vIL-6 
обусловливает наличие системных симптомов болез-
ни,  включая  POEMS-синдром,  как  при  HHV-8-
отрицательной, так и при HHV-8-положительной БК, 
поскольку системные симптомы (в том числе синдром 
POEMS) исчезают после анти-hIL-6 терапии [38].

Клиническая картина различных вариантов  
болезни Кастлемана
Гиалино-васкулярный локальный вариант встреча-

ется  в  70 %  случаев,  одинаково  часто  поражаются 
мужчины  и  женщины,  средний  возраст  заболевших 
составляет 40 лет. Однако в работе N. Talat было пока-
зано,  что  при  данном  варианте  женщины  страдают 
чаще  [14].  В  патологический  процесс,  как  правило, 
вовлекается 1 или цепочка расположенных рядом ЛУ. 
Пораженные ЛУ увеличены, размером от 1 до 25 см, 
в среднем 6–7 см. Первоначально считали, что наибо-
лее часто при данном варианте болезни поражаются ЛУ 
средостения,  однако  в  последующих  исследованиях 
было показано, что поражение шейных, подмышеч-
ных  и  забрюшинных  ЛУ  встречается  так  же  часто. 
Значительно реже при ГВВ поражаются абдоминаль-
ные и ЛУ малого таза [2, 3, 7, 9–12, 14]. Большинство 
случаев ГВВ не сопровождается клиническими про-
явлениями, однако в 10 % могут присутствовать кон-
ституциональные симптомы (лихорадка, потливость, 
похудение, кожный зуд) и изменения в лабораторных 
анализах (анемия, тромбоцитоз, увеличение СОЭ и по-
вышение уровня СРБ) [3]. Как правило, пациенты са-
мостоятельно обнаруживают у себя увеличенные пе-
риферические ЛУ, но в связи с отсутствием жалоб за 

медицинской помощью они обращаются лишь при их 
значительном увеличении. Выявление опухолевой мас-
сы в средостении или забрюшинном пространстве при 
отсутствии симптомов сдавления окружающих тканей 
(кашель, одышка, боли) чаще всего происходит слу-
чайно при прохождении профилактических осмот ров. 
По данным магнитно-резонансной (МРТ) или компью-
терной томографии (КТ) опухолевая масса обычно вы-
является в виде солидного образования, с четкими, до-
статочно ровными контурами, интенсивно и гомогенно 
накапливающего контрастное вещество, как в артери-
альную, так и в венозную фазу [39]. Позитронно-эмис-
сионная томография (ПЭТ) при БК неинформативна, 
так как не позволяет провести полную дифференци-
альную диагностику для исключения злокачественно-
го образования [40]. Диагноз ГВВ БК может быть уста-
новлен на основании классической гистологической 
картины в пораженном ЛУ, полученном путем эксци-
зионной биопсии. Выполнение тонкоигольной биопсии 
ЛУ  в  этих  случаях  не  оправдано,  так  как  получение 
«столбика» неизмененных клеток может привести к не-
у даче в постановке диагноза (это применимо и к осталь-
ным вариантам БК). Считают, что в патогенезе ГВВ 
основную роль играет активация пролиферации ФДК, 
ведущая к их дисплазии [41]. Уровень дисплазии ФДК 
коррелирует с экспрессией рецептора эпидермально-
го фактора роста (EGF). Увеличение экспрессии EGF 
в перифолликулярных фибробластах стимулирует транс-
формацию ФДК, а увеличение экспрессии VEGF спо-
собствует выраженной васкулярной пролиферации, ха-
рактерной для данного варианта БК. В редких случаях 
чрезмерная дисплазия ФДК может привести к транс-
формации  ФДК  и  развитию  опухолей  из  ФДК  [41]. 
Радикальное  хирургическое  удаление  новообразова-
ния приводит к излечению [7].

Плазмоклеточный локальный вариант встречается 
в 10–20 % случаев БК, характеризуется поражением 
цепочки ЛУ, хотя встречается и изолированное пора-
жение единственного ЛУ [3]. Наиболее часто поража-
ются ЛУ брюшной полости, но могут вовлекаться ЛУ 
и  других  локализаций:  периферические,  забрюшин-
ного пространства, средостения и малого таза [6, 7]. 
Заболевают пациенты среднего возраста независимо 
от пола. Однако в отличие от ГВВ при ПКВ у боль-
шинства больных присутствуют системные симптомы 
(потливость, субфебрилитет, слабость) и имеются из-
менения  лабораторных  данных.  В  80–90 %  случаев 
встречаются увеличение СОЭ и анемия. Выявляемые 
при КТ и МРТ изменения схожи с таковыми при ГВВ 
[39, 40]. Окончательный диагноз ПКВ устанавливает-
ся на основании клинических симптомов и наличия 
соответствующей морфологической и ИГХ-картины 
в удаленном ЛУ. Лечение этого варианта также хирур-
гическое, в неоперабельных случаях возможно приме-
нение до- или послеоперационной лучевой терапии [7].

МБК – редкий вариант БК, встречающийся в стар-
шей возрастной группе (медиана возраста составляет 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150–60 лет), характеризующийся большим разнообра-

зием клинических проявлений и в большинстве слу-
чаев  неблагоприятным  прогнозом.  Первоначально 
считали, что этим вариантом болезни чаще страдают 
женщины, однако дальнейшие исследования не выя-
вили доминантности в соотношении полов заболев-
ших  [42].  Данный  вариант  болезни  характеризуется 
наличием выраженных конституциональных симпто-
мов: лихорадки в 100 % случаев, в 50 % – похудения; 
часто имеются болевой синдром, кожный зуд, одышка, 
диспептические расстройства. МБК сопровождается 
периферической лимфаденопатией и органомегалией: 
гепатомегалия  всегда  сочетается  со  спленомегалией 
и встречается в 63 % случаев, изолированная сплено-
мегалия отмечается у 33–79 % больных [7, 42]. Изме-
нения лабораторных показателей при МБК более вы-
ражены и разнообразнее, чем при локальных вариантах: 
анемия, тромбоцитоз, тромбоцитопения, лейкоцитоз, 
увеличение СОЭ, концентрации СРБ, поликлональ-
ная  гипергаммаглобулинемия  (более  90 %  случаев), 
увеличение количества ЦИК, гиперпротеинемия, гипо-
альбуминемия, билирубинемия и увеличение уровня 
трансаминаз  (аспартатаминотрансфераза,  аланин-
аминотрансфераза) в сыворотке крови – у 1/3 паци-
ентов [7, 43]. Не отмечено характерных рентгенологи-
ческих особенностей при МБК. Выявляемые при КТ, 
МРТ, ПЭТ и сцинтиграфии изменения неспецифичны 
и могут встречаться при ряде других заболеваний – он-
когематологических, аутоиммунных [39, 40]. Клини-
ческое течение данного варианта заболевания различ-
но:  от  агрессивного  до  вялотекущего,  с  периодами 
относительного благополучия и эпизодами обостре-
ний.  МБК  может  осложняться  развитием  анасарки 
(асцит, плеврит, перикардит), аутоиммунной гемоли-
тической анемии и иммунной тромбоцитопении [7].

HHV-8-положительная (плазмобластная) БК – край-
не редкий вариант, у ВИЧ-отрицательных пациентов 
описаны единичные случаи, тогда как у ВИЧ-положи-
тельных обнаруживается почти в 100 % случаев, т. е. 
встречается  у  иммунокомпрометированных  людей. 
Клиническое течение сходно с таковым при МБК, од-
нако,  имеет  быстро  прогрессирующий  характер, 
без периодов стабилизации [7, 43]. Диагноз устанав-
ливается по морфологической картине биопсирован-
ного ЛУ, для которой характерно присутствие в меж-
фолликулярной зоне плазмобластов, инфицированных 
HHV-8  (как  правило,  они  содержат  LANA-1  HHV-8 
и экспрессируют цитоплазматические IgM и λ-рестрик-
тированные  легкие  цепи).  Первоначально  IgMλ-ре-
стриктированные плазмобласты монотипичны, но по-
ликлональны, однако при трансформации болезни они 
могут формировать скопления и приводить к монокло-
нальным пролиферациям, в первую очередь к HHV-8- 
положительной плазмобластной лимфоме с неблагопри-
ятным прогнозом [3, 4, 7]. Также HHV-8-положительный 
вариант БК в 84 % случаев сочетается с POEMS-синд-
ромом, и вероятность инфицирования HHV-8 у боль-

ных с МБК и POEMS-синдромом в 5 раз выше, чем 
у пациентов с POEMS-синдромом без БК [44]. Высо-
кая агрессивность данного варианта заболевания тре-
бует проведения цитостатической терапии с примене-
нием противовирусных препаратов или без него.

Cуществует ряд ассоциированных с БК состояний, 
часть  из  которых  является  результатом  иммунного 
конфликта самого заболевания, а другие – признака-
ми наличия 2-й болезни, требующей дополнительной 
диагностики и лечения. БК может сочетаться с ами-
лоидозом [45], системными аутоиммунными заболе-
ваниями, множественной миеломой, болезнью Ходж-
кина (описаны единичные случаи) и неходскинскими 
лимфомами (данная связь встречается чаще у ВИЧ-
положительных больных с вероятностью от 23 до 37 %) 
[46], POEMS-синдромом (в 11–24 % случаев) [47], за-
болеваниями кожных покровов (пемфигус), саркомой 
Капоши (в 13 %) [48] и ВИЧ-инфекцией [49]. Разви-
тие ВИЧ-положительной МБК возможно при любом 
уровне CD4-клеток. До настоящего времени не разра-
ботаны стандартные варианты терапии, применяются 
различные схемы моно- и полихимиотерапии (ПХТ) 
в сочетании с противовирусной терапией (высокоак-
тивная антиретровирусная терапия) или без нее. Про-
гноз  у  таких  пациентов  неблагоприятный,  средняя 
продолжительность жизни в одном из крупных иссле-
дований составила 14 мес [49].

Дифференциальный  диагноз  МБК  труден,  так 
как помимо обязательной эксцизионной биопсии ЛУ 
необходимо исключение всего спектра сопутствующей 
патологии. Выполнение хирургического удаления ЛУ 
в данном случае не приводит к излечению, и этот ва-
риант  БК  требует  проведения  специфической  цито-
статической терапии.

Терапия болезни Кастлемана
Первоначально терапия БК включала хирургиче-

ские методы, циторедуктивное и лучевое воздействия, 
лечение по протоколам лимфопролиферативных за-
болеваний. Постепенное изучение патогенеза заболе-
вания и выявление новых вирусных агентов позволило 
исследователям применять при различных вариантах 
БК более направленную терапию. Существует множе-
ство  методов  лечения  БК:  стероиды,  химиотерапия, 
комбинированная  химиотерапия,  противовирусные 
препараты, интерферон α, антитело к IL-6 (силтукси-
маб), антитело к рецептору IL-6 (тоцилизумаб) и мо-
ноклональное антитело к CD20 (ритуксимаб). Однако 
рекомендации по лечению БК давать довольно слож-
но, так как нет стандартной терапии, а в литературе 
описаны только единичные истории болезни или не-
большие последовательности случаев.

Терапия  локальных  вариантов  БК,  как  ГВВ,  так 
и ПКВ, включает радикальное хирургическое удале-
ние пораженных ЛУ. Исследования таких случаев по-
казали высокую эффективность удаления опухолево-
го  образования  –  отсутствие  рецидивов  при  ГВВ 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1 и редкую их частоту при ПКВ [2, 3]. Описаны случаи 

успешного  применения  лучевой  терапии  в  качестве 
предоперационной подготовки при больших размерах 
пораженных ЛУ (средостение или забрюшинное про-
странство), с целью уменьшения размера и/или посто-
перационного лечения при частичном удалении опухоли. 
Возможно использование лучевой терапии в сочетании 
с глюкокортикостероидами и/или ПХТ в неоперабель-
ных случаях [50, 51].

Терапия МБК сложна, так как хирургическое удале-
ние одного или нескольких ЛУ (спленэктомия) не пока-
зали значимого или длительного улучшения состояния. 
Применение лучевой терапии в качестве единствен-
ного метода лечения при МБК не показано из-за низ-
кой эффективности [50, 51]. Использование различных 
курсов ПХТ, иммуномодулирующей терапии, противо-
вирусной и эпигенетической терапии показало разную 
эффективность. Исследования эффективности проти-
воопухолевых агентов проводили на небольших груп-
пах  пациентов,  поэтому  информация  об  ответе,  его 
продолжительности и побочных эффектах неоднород-
на и затрудняет интерпретацию данного лечения [51].

В  качестве  монотерапии  для  лечения  пациентов 
с МБК применяли хлорамбуцил, кортикостероидные 
гормоны,  циклофосфамид,  2-хлордезоксиаденозин, 
кар мустин, винкристин, блеомицин, этопозид, доксо-
рубицин. Применение в качестве монотерапии глю-
кокортикостероидов не оправдано, так как они лишь 
приводят  к  кратковременному  улучшению  общего 
самочувствия, а их длительный прием сопровождает-
ся увеличением риска бактериальной инфекции и дру-
гими осложнениями (остеопороз и т. д.) [51].

Первое время для лечения МБК применяли ком-
бинации и курсы ПХТ, используемые для лечения не-
ходжкинской лимфомы, с достижением полных и ча-
стичных ремиссий. Наиболее распространенные курсы, 
описанные в литературе, – CHOP (циклофосфан, пред-
низолон, винкристин, доксорубицин) и CVAD (цикло-
фосфан, дексаметазон, винбластин, адриамицин). В 2 ис-
следованиях  была  показана  67  %  эффективность 
курса CVAD и 50 % курса CHOP в достижении ремис-
сии,  длящейся  от  1  года  до  10  лет  [51].  Применяли 
и другие комбинации химиопрепаратов: хлорамбуцил 
+ преднизолон, циклофосфамид + преднизолон, ци-
клофосфамид + прокарбазин, CVР (циклофосфамид, 
винкристин, преднизолон), ABVD (адриамицин, бле-
омицин, винбластин, дакарбазин), высокие дозы мел-
фалана с последующей аутологичной трансплантаци-
ей  стволовых  клеток.  Из-за  редкости  заболевания 
и небольшого числа единообразно пролеченных боль-
ных нельзя с уверенностью сказать, какой из предло-
женных курсов ПХТ наиболее эффективен [51, 52].

Изучение патогенеза заболевания позволило раз-
работать и начать применять при лечении МБК раз-
личные эпигенетические агенты [25, 26].

Иммуномодуляторы. Значительный клинический 
эффект был достигнут в ряде случаев МБК при лече-

нии препаратами интерферона α (реаферон, интрон, 
роферон и т. п.), обадающими иммунорегулирующим 
и противовирусным свойствами. Первоначально ин-
терферон α применяли у ВИЧ-инфицированных па-
циентов  [53],  однако  в  дальнейшем  были  описаны 
случаи и успешного лечения HHV-8-положительных 
больных, а также пациентов с МБК без доказанного 
инфицирования HHV-8. Интересно, что в большин-
стве случаев интерферон α хорошо переносится и мо-
жет  вызывать  долгосрочную  полную  ремиссию  [53]. 
Точный механизм лечебного воздействия интерферо-
на  α  неизвестен,  но,  вероятнее  всего,  он  блокирует 
механизм активации рецептора IL-6, подавляет репли-
кацию HHV-8 и регулирует экспрессию человеческо-
го  лейкоцитарного  антигена  класса  1  на  инфициро-
ванных HHV-8 вирусом клетках, что ведет к усилению 
клеточного разрушения.

Полностью трансретиноевая кислота (ATRA) име-
ет антипролиферативные свойства и может блокиро-
вать в клетке IL-6-зависисмые сигнальные пути [54]. 
Возможно, эти свойства ATRA могут быть исполь зованы 
при лечении МБК, в качестве монотерапии и в соче-
тании с другими цитостатическими агентами. В насто-
ящее время в литературе описан 1 случай успешного 
применения ATRA в лечении МБК у пациентки с ВИЧ 
и HHV-8-инфекциями [54].

Талидомид  как  иммуномодулирующий  препарат 
используется в настоящее время для лечения плазмо-
клеточных заболеваний, таких как множественная мие-
лома, в патогенезе которых гиперпродукция IL-6 играет 
ключевую роль. Небольшие исследования применения 
талидомида  у  пациентов  с  МБК,  как  ВИЧ-положи-
тельных, так и ВИЧ-отрицательных, с или без HHV-8, 
показали  его  высокую  эффективность.  Она  может 
быть обусловлена избирательным снижением уровня 
экспрессии IL-6, фактора некроза опухоли и наруше-
нием выработки IL-6 [55].

Моноклональные антитела. Анти-CD20-монокло-
нальное  антитело  (ритуксимаб)  –  химерное  монокло-
нальное антитело, обладающее избирательной активно-
стью в отношении CD20+-В-лимфоцитов, действующее 
путем активации комплементзависимого цитотокси-
ческого пути и антителозависимой клеточно-опосре-
дованной цитотоксичности. Изучение биоптатов ЛУ 
пациентов с БК показало, что плазматические клетки 
в мантийной зоне некоторых пациентов с мультицент-
рическим вариантом болезни экспрессируют поверх-
ностный  маркер  CD20  [5].  Впервые  ритуксимаб  был 
использован в лечении ВИЧ- и HHV-8-положительных 
пациентов с МБК. В настоящее время терапия ритук-
симабом эффективна как у ВИЧ-отрицательных, так 
и у ВИЧ-положительных пациентов. В исследовании 
L. Gérard и соавт. 24 пациентам с ВИЧ-инфекцией ри-
туксимаб назначали в стандартной дозе 375 мг/кв2 по-
верхности тела, внутривенно капельно 1 раз в неделю 
в течение 4 нед. Через 2 мес в 92 % случаев была до-
стигнута  устойчивая  ремиссия,  которая  сохранялась 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1в 71 % случаев в течение года. Из побочных эффектов 

данной терапии отмечались незначительные инфек-
ции и умеренное обострение кожных поражений у па-
циентов с саркомой Капоши [56]. Еще 1 исследование 
эффективности  ритуксимаба  со  схожей  методикой 
включало 21 больного с плазмобластным вариантом 
МБК и ВИЧ-инфекцией. В 67 % случаев был получен 
частичный ответ, в 29 % – стабилизация заболевания. 
Причем общая 2-летняя выживаемость составила 95 %, 
а выживаемость без прогрессирования – 92 и 79 % че-
рез 1 и 2 года соответственно. При этом в крови отме-
чалось снижение вирусной нагрузки HHV-8, а также 
уровней  IL-6  и  IL-10.  Однако  у  4  из  11  пациентов 
с саркомой Капоши отмечалось прогрессирование кож-
ных поражений [57]. Поэтому ряд специалистов не ре-
комендует  применять  ритуксимаб  у  пациентов  с  ак-
тивными кожными поражениями при сопутствующей 
саркоме Капоши.

Таким образом, ритуксимаб может использоваться 
в лечении БК как в качестве монотерапии, так и в со-
четании с другими химиотерапевтическими агентами 
[56, 57], а также применяться для купирования ауто-
иммунных осложнений [58] или POEMS-синдрома.

Анти-IL-6-моноклональные антитела.  Учитывая 
важную  роль  IL-6  в  патогенезе  БК,  предположили 
о возможной эффективности в качестве лекарствен-
ного  средства  анти-IL-6-моноклональных  антител. 
Первое исследование было проведено J. T. Beck и его 
коллегами [59], которые сообщили об успешном при-
менении мышиного анти-IL-6-моноклонального ан-
титела ВЕ-8 у пациента с МБК и повышенным уровнем 
IL-6 в сыворотке крови, Успех заключался в быстром 
регрессе  клинических  и  лабораторных  проявлений. 
Однако на 84-й день терапии лечение было останов-
лено в связи с рецидивом заболевания, который, ве-
роятно, был связан с коротким периодом полувыведения 
мышиного моноклонального антитела и его нейтрали-
зацией  человеческими  антимышиными  антителами. 
Для  преодоления  этого  было  разработано  химерное 
моноклональное антитело с большим периодом полу-
распада и меньшей степенью иммуногенности – силтук-
симаб. Промежуточные результаты I фазы исследования 
применения  силтуксимаба  у  ВИЧ-  и  HHV-8-отри-
цательных пациентов в дозе 12 мг/кг массы тела 1 раз 
в неделю были опубликованы F. Van Rhee [25]. Терапия 
хорошо переносилась, не было выраженной токсич-
ности, и в 78 % случаев был достигнут положительный 
клинический эффект, а в 52 % – противоопухолевый. 
Однако данный препарат не рекомендован к приме-
нению у HHV-8-положительных больных. Несмотря 
на  эффективность, терапия анти-IL-6-моноклональ-
ным антителом не приводит к достижению длитель-
ной ремиссии, в большинстве случаев ее прекращение 
сочетается с возвратом болезни.

Первым препаратом в группе моноклональных ан-
тител к рецептору IL-6  стал  атлизумаб  –  частично 
мышиное, частично человеческое моноклональное ан-

титело. Терапия семи ВИЧ- и HHV-8-отрицательных 
пациентов  путем  внутривенного  введения  лекарства 
в течение 1 или 2 нед привела к исчезновению симпто-
мов и нормализации лабораторных данных более чем 
на 2 мес. Однако прерывание лечения привело к быс-
трому рецидиву, а повторное введение препарата ока-
залось неэффективным [60]. Следующим препаратом 
в группе гуманизированных моноклональных антител 
к  рецептору  IL-6  стал  тоцилизумаб.  Исследование 
N. Nishimoto по использованию тоцилизумаба в дозе 
8 мг/кг/массы тела 1 раз в 2 нед внутривенно капельно 
у 28 ВИЧ-отрицательных пациентов с МБК показало 
исчезновение конституциональных симптомов, нор-
мализацию лабораторных показателей и уменьшение 
лимфаденопатии. В связи с хорошей переносимостью 
и отсутствием выраженных побочных эффектов 27 па-
циентов продолжали получать лечение более 3 лет [26]. 
Дальнейшие исследования тоцилизумаба подтвердили 
его  эффективность  в  отношении  пациентов  с  МБК 
(ВИЧ- и HHV-8-отрицательной) за счет уменьшения 
в сыворотке крови количества IL-6 и свободного ре-
цептора к IL-6, а также снижения выработки эндоген-
ного IL-6 вследствие блокады IL-6R [26].

Ингибиторы протеосом. Бортезомиб (велкейд), был 
зарегистрирован в 2003 г. как препарат выбора в тера-
пии множественной миеломы. Применение велкейда 
у  пациентов  с  БК  привело  к  снижению  уровня  IL-6 
в сыворотке крови и, как следствие, к положительно-
му клиническому ответу на лечение. Опыт использо-
вания  бортезомиба  в  виде  моно-  или  ПХТ  при  БК 
недостаточен,  в  литературе  встречаются  описания 
единичных случаев [61].

Рекомбинантный антагонист рецептора IL-1  – 
анакинра, зарегистрированный в США как препарат 
выбора  при  лечении  ревматоидного  артрита,  также 
эффективен в отношении других IL-6-связанных за-
болеваний – болезни Стилла, системного ювенильно-
го ревматоидного артрита. Считают, что IL-1 активи-
рует NF-kB-путь при связывании с рецептором к IL-1, 
что приводит к увеличению синтеза провоспалитель-
ных белков, участвующих в патогенезе БК, особенно 
IL-6. Введение рекомбинантного антагониста рецеп-
тора к IL-1 приводит к уменьшению выработки IL-6. 
Анакинра была успешно применена в лечении 13-лет-
него мальчика с рефрактерной МБК [62] и 62-летнего 
мужчины [63].

Антивирусные препараты. Высокая степень лити-
ческой репликации HHV-8 при МБК может теорети-
чески обеспечить высокую чувствительнось инфици-
рованных В-лимфоцитов к противовирусным агентам. 
В исследованиях in vitro ганцикловир, фоскарнет и ци-
дофовир  оказались  единственными  препаратами, 
обладающими  активностью  против  HHV-8.  Однако 
результаты применения данных препаратов у больных 
с МБК и ВИЧ-инфекцией оказались неоднозначными 
[64, 65]. Возможно, исследования in vitro не полностью 
отражают степень противовирусного эффекта, поэто-
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Л И Т Е Р А Т У Р А / R E F E R E N C E S

му необходимы расширенные клинические испытания 
для определения лекарства, обладающего максималь-
ным воздействием на HHV-8.

Предложения по выбору терапии БК носят общий 
характер и предлагают врачу опираться на свой опыт. 
Так, для ВИЧ-отрицательных пациентов возможно 
длительное инициирующее лечение моноклональным 
антителом  к  рецептору  IL-6  до  получения  полного 
клинического ответа. В случае отсутствия эффекта це-
лесообразно применение моно- или ПХТ в комплекте 
с ритуксимабом или без него. В рефрактерных случаях 
могут  быть  использованы  любые  другие  препараты, 
показавшие  эффективность  по  данным  литературы, 
или аутологичная трансплантация стволовых клеток 
[33, 46].

Заключение
БК является редким лимфопролиферативным за-

болеванием неизвестной этиологии, которая должна 
быть включена в дифференциальный диагноз при не-
опухолевых и опухолевых лимфаденопатиях. БК следу-
ет классифицировать на 3 клинико-морфологических 
варианта: локальный гиалино-васкулярный, локаль-
ный  плазмоклеточный  и  МБК.  Дифференциальная 
диагностика последнего варианта требует обязательно-
го исследования на инфицированность HHV-8 и ВИЧ, 
а также исключения всех сопутствующих заболеваний, 
поскольку БК может сопровождаться развитием лим-
фомы Ходжкина и неходжкинских лимфом, саркомы 
Капоши, опухоли из ФДК, амилоидоза, что имеет важ-
ное прогностическое и терапевтическое значение.
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Смена линейной дифференцировки в рецидиве острого 
лейкоза с перестройкой гена MLL (KMT2A).  
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Смена линейной дифференцировки – редкое явление, при котором в рецидиве острого лейкоза наблюдается переход из лимфоид-
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Lineage switch in relapse of acute leukemia with rearrangement  
of MLL gene (KMT2A). literature review and case reports
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Lineage switch is a rare phenomenon in which a transition from lymphoid to myeloid was observed in relapse of acute leukemia, or vice ver-
sa. This paper presents the four clinical case reports of acute lymphoblastic leukemia with MLL gene rearrangement (KMT2A) with myeloid 
phenotype in relapse.

Key words: acute lymphoblastic leukemia, acute myeloid leukemia, lineage switch, KMT2A gene rearrangement, immunophenotyping

Введение
Острые лейкозы – самые распространенные зло-

качественные  заболевания  детского  возраста.  Они 
характеризуются неконтролируемой клональной про-
лиферацией гемопоэтических клеток различных ли-
ний. Несмотря на значительные успехи терапии, в 15–
20 % случаев острых лимфобластных лейкозов (ОЛЛ) 
и в 30–60 % острых миелоидных лейкозов (ОМЛ) раз-
виваются рецидивы заболевания [1–9]. При этом по-
пуляция  бластных  клеток  в  рецидиве,  как  правило, 
относится к той же линии дифференцировки (лимфо-
идной или миелоидной), что и инициально. Однако 
в ряде случаев наблюдается смена линейной принад-
лежности лейкоза («переключение» фенотипа, lineage 
switch) – явление, при котором бластные клетки в де-
бюте заболевания отвечают морфологическим, цито-
химическим  и  иммунологическим  критериям  одной 
линии дифференцировки, а в рецидиве – другой [10]. 

Рецидивы  со  сменой  линейной  принадлежности 
встречаются чаще у детей, чем у взрослых [11]. Боль-
шинство  описанных  случаев  переключения  –  это 
переход из ОЛЛ в ОМЛ. Другие типы переключений 
встречаются редко [12]. Известно, что наиболее час-
то  переключение  линий  происходит  при  лейкозах 
с перестройкой гена KMT2A (lysine (К)-specyfic me-
thyl trans ferase 2A; ранее известен как MLL – mixed 
line age leukemia) – около 50 % опубликованных слу-
чаев [12].

В настоящей статье приведены описания 4 пациен-
тов с рецидивом ОЛЛ и переключением линейности, 
обследованных в лаборатории цитогенетики и моле-
кулярной генетики Федерального научно-клиническо-
го центра детской гематологии, онкологии и иммуно-
логии  им.  Дмитрия  Рогачева  и  получавших  лечение 
в этом Центре или в Российской детской клинической 
больнице Минздрава России.
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Клинический случай 1
Пациент Р. А., заболел в возрасте 17 мес. При об-

следовании выявлены гепато- и спленомегалия, ин-
фильтрация правой орбиты, гиперлейкоцитоз 121,26 
тыс/мкл. Иммунофенотип бластной популяции кост-
ного мозга соответствовал ОЛЛ, В1-варианту с коэкс-
прессией CD15 и NG2 (рис. 1). Особенности иммунофе-
нотипа бластной популяции позволяли  предположить 
перестройку гена KMT2A. По данным миелограммы – 
ОЛЛ, L1/L2-вариант (рис. 2а). В ликворе отмечался 
цитоз 53/мм3, бластные клетки 80 %. Цитогенетиче-
ское исследование выявило клон 46, XY, t(4;11)(q21;q23) 
[10]. При исследовании методом флуоресцентной ги-
бридизации  in situ  (fluorescent  in  situ  hybridization, 
FISH) с зондом Kreatech KMT2A/AFF1 t(4;11) Fusion 
(Kreatech, Нидерланды) подтверждена транслокация 
t(4;11)(q21;q23) (рис. 2б). Методом полимеразной цеп-
ной  реакции  (ПЦР)  в  режиме  реального  времени 
(ПЦР-РВ)  была  обнаружена  экспрессия  химерного 
транскрипта KMT2A-AFF1. Дополнительное исследо-
вание с  зондом Vysis LSI MLL показало, что наряду 
с  ядрами  средних  размеров,  в  которых  наблюдалось 
классическое распределение сигналов, присутствовало 
3–4 % крупных рыхлых ядер с распределением сигналов, 
соответствующих родственному минорному субклону 
(рис. 2б). На основании проведенного обследования 
был поставлен диагноз: ОЛЛ, нейролейкоз, В1-иммуно-
вариант с коэкспрессией CD15, t(4,11)(q21;q23)/KMT2A-
AFF1, экстрамедуллярное поражение в области правой 
орбиты, 1-й острый период. Ребенку была начата те-
рапия по программе лечения лимфобластных лейкозов 
ОЛЛ-МВ-2008. На 36-й день индукции была достиг-
нута ремиссия, и терапия была продолжена согласно 
выбранному протоколу.

Через 4 мес терапии констатирован рецидив забо-
левания.  Данные  морфологического  и  цитохимиче-
ского исследований свидетельствовали о моноцитарной 

природе бластной популяции (рис. 2в). Иммунофено-
тип бластных клеток существенно изменился по срав-
нению  с  первично  диагностированным  (см.  рис.  1). 
Не была выявлена экспрессия В-линейных антигенов, 
в то время как появились маркеры миелоидной линии 
дифференцировки (см. таблицу, рис. 1). При стандарт-
ном кариотипировании был обнаружен клон 57–80, 
XY,+X,+Y,+1,+1,+1,+2,+2,+3,+3,t(4;11),+der(4) 
t(4;11) q21; q23)+4,+5,+6,+7,+7,+8,+8,+9,+9,+10,+1
0, der (11) t (4;11) (q21; q23),+13,+14,+15,+16,+17,+iso 
(17q),+18,+18,+19,+20,+20,+20,+21,21,+22,+mar, 
представлявший собой дупликацию исходного клона 
c дополнительными перестройками (рис. 2г). При ис-
следовании методом FISH распределение сигналов бы-
ло таким же, как в минорной популяции клеток, при-
сутствовавших в дебюте заболевания. Методом ПЦР-РВ 
была обнаружена экспрессия химерного транскрипта 
KMT2A-AFF1.

Таким образом, был диагностирован рецидив лей-
коза с трансформацией в ОМЛ. Пациенту был проведен 
протокол терапии 2-й линии с применением антраци-
клинов и нуклеозидных аналогов (блок с клофараби-
ном  по  индивидуальному  плану  и  2  блока  FLAM), 
однако заболевание оказалось рефрактерным к химио-
терапии и пациент погиб.

Клинический случай 2
Пациент А. К., заболел в возрасте 4 лет. В общем 

анализе крови выявлен гиперлейкоцитоз 563 тыс/мкл, 
95 % бластов. В миелограмме – тотальная инфильтра-
ция бластными клетками с морфологическими чертами 
лимфоидной линии дифференцировки. Также выяв-
лялась популяция бластных клеток с морфологическими 
чертами миелоидной линии дифференцировки (азуро-
фильные гранулы), составляющих до 3 %. По данным 
цитохимического исследования в этой популяции ми-
елобластов наблюдалась положительная реакция на ми-

Рис. 1. Результаты иммунофенотипирования бластных клеток в КМ пациента Р.А. на момент инициальной диагностики (верхний ряд) и при ре-
цидиве (нижний ряд). Бласты выделялись по интенсивности экспрессии (CD45) и значению параметра бокового светорассеяния (SSC). Опухолевые 
клетки отмечены оранжевым цветом, нормальные В-лимфоциты – синим. Пояснения в тексте.

SSC                                    CD19                                CD117                              CD13                                 CD133                              CD10 
NG2

CD65

                            CD45                                 CD34                                CD7                                   CD33                                 CD15                                CD20

SSC                                    CD19                                CD117                              CD13                                 CD133                              CD11b 
NG2

CD65

                            CD45                                CD34                                   CD7                                 CD33                                 CD56                                CD15
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елопероксидазу и положительная реакция на липиды 
(рис. 3а). По результатам иммунофенотипирования 
был диагностирован В1-вариант ОЛЛ с коэкспрессией 
CD15  и  CD65,  а  также  экспрессией  NG2-антигена 
(рис. 3). Стандартное кариотипирование выявило клон 
46,XY,t(4;11)(q21;q23).  Транслокация  t(4;11)(q21;q23) 
подтверждена методом FISH с зондом Kreatech KMT2A/ 
AFF1 t(4;11) Fusion (Kreatech, Нидерланды). Методом 
ПЦР-РВ была выявлена экспрессия химерного транс-
крипта KMT2A-AFF1. Пациенту была начата терапия 
по протоколу ОЛЛ-МВ-2008, группа высокого риска. 
По данным обследования на 36-й день терапии была 
достигнута ремиссия.

На фоне проведения терапии у пациента сохраня-
лись положительные значения минимальной остаточной 

болезни – нормализованное число копий KMT2A-AFF1 
составило 3,9 % от контрольного гена ABL через 7 мес 
от начала заболевания. При этом в миелограмме со-
хранялась морфологическая ремиссия.

Через 8 мес от начала заболевания в миелограмме 
было выявлено 25,5–34,0 % бластных клеток, морфо-
логически  и  цитохимически  соответствующих  ОМЛ 
(рис. 3б). По данным иммунофенотипирования, бласт-
ная  популяция  ярко  экспрессировала  миелоидные 
и моноцитарные маркеры дифференцировки (рис. 4). 
Таким образом, у пациента был диагностирован 1-й 
ранний рецидив со сменой линейной дифференциров-
ки. Пациенту был проведен противорецидивный блок 
с клофарабином, идарубицином, цитозаром, а также 
блок HAM с добавлением бортезомиба. В контрольной 

Рис. 2. Пациент Р. А.: а – морфологическое исследование костного мозга в дебюте заболевания, морфология элементов соответствует ОЛЛ, 
L1/L2; б – исследование методом FISH в дебюте заболевания (зонд Vysis LSI MLL), стрелкой отмечено гиперплоидное ядро; в – морфологическое 
исследование костного мозга в рецидиве заболевания, морфология элементов соответствует ОМЛ; г – стандартное кариотипирование костного 
мозга в рецидиве заболевания, гиперплоидный клон с транслокацией t(4;11)(q21;q23)

а

в

б

г
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миелограмме была выявлена тотальная бластная ин-
фильтрация (98 %), соответственно, констатировано 
рефрактерное течение заболевания после проведенной 
полихимиотерапии 3-й линии.

Клинический случай 3
Пациент И. Л.,  заболел  в  возрасте  8  мес,  когда 

на коже головы появилось объемное образование, уве-
личились все лимфатические узлы шеи и околоушная 
слюнная  железа  слева.  Изменений  в  общем  анализе 

крови выявлено не было. В возрасте 10 мес в миело-
грамме было выявлено 27,6 % бластных клеток. По ре-
зультатам  проведенного  морфологического  и  цито-
химического обследования поставлен диагноз ОЛЛ. 
Иммунофенотипирование показало, что бластные клет-
ки экспрессируют антигены, ассоциированные с В-ли-
нейной дифференцировкой, Т-линейные антигены, 
а также миелоидный антиген CD33 (см. таблицу). Ко-
экспрессия  антигена  NG2  позволила  предположить 
перестройку гена KMT2A. При исследовании методом 

Рис. 3. Пациент А. К.: а – морфологическое исследование костного мозга в дебюте заболевания, морфология элементов соответствует ОЛЛ, 
L1; б – морфологическое исследование костного мозга в рецидиве заболевания, морфология элементов соответствует ОМЛ

а б

Рис. 4. Результаты иммунофенотипирования бластных клеток в костном мозге пациента А. К. на момент инициальной диагностики (верхний 
ряд) и при рецидиве (нижний ряд). Бласты выделялись по интенсивности экспрессии (CD45) и значению параметра бокового светорассеяния (SSC). 
Опухолевые клетки отмечены оранжевым цветом, нормальные В-лимфоциты – синим. Пояснения в тексте

SSC                                                      CD19                                                  CD10                                                    CD133                            
CD65

NG2

                                            CD45                                                  CD34                                                   CD20                                                CD15      

SSC                                                      CD19                                                  CD117                                               CD33
CD65

NG2

                                            CD45                                                  CD34                                                  CD56                                                  CD64   
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FISH с зондом Vysis LSI MLL (Abbott Molecular, США) 
перестройка гена KMT2A была подтверждена. При стан-
дартном кариотипировании митозов получить не удалось. 
При исследовании методом FISH с зондом Kreatech 
KMT2A/MLLT4 t (6;11) Fusion (Kreatech, Нидерланды) 
была обнаружена транслокация t(6;11)(q27;q23) (рис. 5а). 
Наличие  транскрипта  KMT2A-MLLT4  подтверждено 
методом ПЦР-РВ.

Пациенту было начато лечение по протоколу ALL-
BFM-2000.  Через  13  мес  после  начала  заболевания 
в миелограмме было выявлено 39 % бластных клеток. 
По результатам иммунофенотипирования на бластных 
клетках обнаружилась экспрессия антигенов, ассоци-
ированных с мегакариоцитарной дифференцировкой – 
CD41а и CD61. По сравнению с первичным иммуно-
фенотипом отсутствовала экспрессия антигена NG2 
и В-линейно-ассоциированных антигенов, за исклю-
чением слабой экспрессии в цитоплазме CD79a. Цито-
генетическое исследование костного мозга выявило клон 
48,Y,der(X),t(6;11)(q27;q23),der(10)(del(10q)), +19,+mar 
(рис.  5б),  в  составе  которого  наличие  транслокации 

t(6;11)(q27;q23) было подтверждено методом FISH 
с  зондом  Kreatech  KMT2A/MLLT4  t(6;11)  Fusion 
(Kreatech, Нидерланды). Наличие транскрипта KMT2A-
MLLT4 было подтверждено методом ПЦР-РВ. Все это 
дало повод констатировать рецидив с трансформаци-
ей в острый мегакариоцитарный лейкоз. Была начата 
терапия  по  протоколу  AML-BFM-2004,  по  схеме 
AIE+HAM. Далее была продолжена терапия по про-
токолу  для  группы  высокого  риска,  блок  AI,  после 
чего в миелограмме обнаружили тотальную инфильт-
рацию бластными клетками. Через 3 мес после начала 
лечения была проведена трансплантация гемопоэти-
ческих стволовых клеток от родственного HLA-сов-
местимого  донора.  На  28-й  день  от  трансплантации 
в костном мозге обнаружилось 35 % бластных клеток, 
диагностировано прогрессирование основного забо-
левания.

Клинический случай 4
Пациентка И. Г., заболела в возрасте 2 года 3 мес 

с повышения температуры тела до фебрильных цифр. 

Характеристика пациентов со сменой линии дифференцировки в рецидиве острого лейкоза

№ случая, 
пол

1 случай – Р.А., муж 2 случай – А.К., муж 3 случай – И.Л., муж 4 случай – И.Г., жен

Инициально Рецидив Инициально Рецидив Инициально Рецидив Инициально Рецидив

Возраст 1 год 5 мес 1 год 9 мес 3 года 8 мес 4 года 5 мес 8 мес 1 год 5 мес 2 года 3 мес 3 года 8 мес

Диагноз ОЛЛ ОМЛ ОЛЛ ОМЛ ОЛЛ ОМЛ, М7 ОЛЛ ОМЛ

Иммуно-
фенотип*

CD19+, 
CD22+,

cytCD79a+, 
CD34+, 

CD133+, 
CD15+, 
NG2+

CD33+ 
CD65+

CD123+ 
CD7+

CD56+ 
CD133+

CD19+, 
CD22+, 

cytCD79a+, 
CD34+, 

CD133+, 
CD15+, 
CD65+, 
NG2+

CD33+, 
CD11a+,
CD11c+, 
CD11b+,
CD64+, 
CD65+, 

CD117+, 
CD4+, 
NG2+
CD56+

CD19+, 
CD22+,

cytCD79a+,
CD2+, 
CD4+,
CD7+, 

CD33+, 
NG2+

CD33+
CD41+

CD42а+
CD61+

CD19+ 
CD22+

cytCD79a+
CD15+
CD33+ 
NG2+

CD33+, 
CD11a+,
CD11c+, 
CD11b+,
CD64+, 
CD65+,
CD15+, 
CD4+,
NG2+

Кариотип
46, XY, t 

(4;11)
(q21; q23) [7]

57–80, XY,+X, +Y,+ 
1,+1,+1,+2,+2, +3,+3,  
t(4;11)(q21;q23),+der 
(4) t(4;11)(q21;q23), 

+4,+5,+6,+7,+7,
+8,+8,+9,+9,+10, 

+10,+der (11) t(4;11)
(q21;q23),+13,+14,+15, 

+16,+17,+iso(17q), 
+18,+18, +19,+20, 

+20,+20,+21,21,+22, 
+mar [cp10] 

46, XY, t 
(4;11)

(q21; q23) [3] 
Не делали Нет митозов

48, Y, der 
(X),

t (6;11) (q27; 
q23),

der (10) (del 
(10q)), +19,

+mar [6] 

Нет мате-
риала

56, XX,+4, 
+5,+8,

t (9;11) p21; 
q23),

+9,+10,+ 
11,+12,

+13,+17, 
+19 [3]/

46, XX [5] 

FISH
t (4;11) – 

90 %
пер. KMT2A – 80 %

t (4;11) – 
90 %

пер. 
KMT2A – 

80 %

t (6;11) – 
90 %

t (6;11) – 
90 %

t (9;11) – 
90 %

t (9;11) – 
80 %

ПЦР 
в режиме 
реального 
времени

KMT2A-
AFF1 106 %

KMT2A-AFF1
76,2 %

KMT2A-
AFF1 2472 %

KMT2A-
AFF1
4,5 %

KMT2A-
MLLT4 61 %

KMT2A-
MLLT4 9 %

Нет мате-
риала

KMT2A-
MLLT3

49 %

*Суммарный иммунофенотип показан в виде перечисления антигенов, экспрессия которых считалась положительной (более 20 % позитивных 
клеток для мембранных маркеров и более 10 % положительных клеток – для внутриклеточных).
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Рис. 5. Пациент И. Л.: а – исследование методом FISH в дебюте заболевания (зонд Kreatech KMT2A/MLLT4 t (6;11) Fusion); б – стандартное 
кариотипирование костного мозга в рецидиве заболевания, кариотип 48, Y, der (X), t (6;11) (q27; q23),der (10) (del (10q)), +19,+mar

Рис. 6. Пациентка И. Г.: а – FISH-исследование на инициальных морфологических препаратах (зонд Kreatech KMT2A/MLLT3 t (9;11) Fusion); 
б – стандартное кариотипирование костного мозга в рецидиве заболевания

В общем анализе крови была выявлена анемия (гемо-
глобин 65 г/л), тромбоцитопения (39 тыс/мкл), лейко-
циты 8,4 тыс/мкл, бластные клетки 25 %. В миелограм-
ме – тотальная бластная инфильтрация, морфология 
элементов L2. По результатам иммунофенотипирова-
ния  диагностирован  ОЛЛ  из  В-предшественников 
с коэкспрессией миелоидных антигенов CD15 и CD33, 
а также NG2-антигена (см. таблицу). Особенности им-
мунофенотипа позволяли предположить перестройку 
гена KMT2A. При исследовании методом FISH с зон-
дом Kreatech KMT2A/MLLT3 t(9;11) Fusion (Kreatech, 
Нидерланды) была обнаружена транслокация t (9;11)
(p21;q23) (рис. 6а). Молекулярно-биологическое ис-

следование  не  проводили.  Пациентке  была  начата 
химиотерапия по протоколу ОЛЛ-МB-2008, стандарт-
ная группа риска, фаза индукции. На 36-й день тера-
пии была достигнута клинико-гематологическая ре-
миссия.

Через 17 мес после начала лечения в общем анализе 
крови выявлены гиперлейкоцитоз 35 тыс/мкл, тромбо-
цитопения 68 тыс/мкл, 62 % бластных клеток. По месту 
жительства пациентке была повторно проведена фаза 
индукции протокола ОЛЛ-МВ-2008. На 84-й неделе 
от начала заболевания при иммунологическом исследо-
вании в костном мозге выявлено 42 % бластных клеток, 
экспрессирующих антигены, ассоциированные с миело-

а

а

б

б

1                       2                      3                      4                      5                    mar

6                  7                   8                  9                 10                11               12

13              14                15                                     16                17               18 

19                20                           21              22                            X                  Y

1                        2                      3                                           4                        5

6                  7                  8                  9                 10                 11                12

13              14                15                                     16                17               18 

19              20                           21               22                            X                  Y
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1моноцитарной  линией  дифференцировки  (см.  таб-

лицу). Дополнительно на части клеток выявлены яр-
кая экспрессия NK-ассоциированного антигена CD56 
и  слабая  экспрессия  В-линейного  антигена  CD19. 
Ретроспективный пересмотр миелограммы от 71 нед 
выявил  тотальную  инфильтрацию  костного  мозга 
бластными клетками с морфологическими признака-
ми  моноцитарной  линии  дифференцировки.  По  ре-
зультатам морфологического и цитохимического ис-
следования диагностирован ОМЛ, М5.

Таким образом, был констатирован рецидив В-ли-
нейного ОЛЛ с переключением иммунофенотипа в ОМЛ 
с коэкспрессией CD56. Проведено цитогенетическое 
исследование, обнаружена транслокация t(9;11)(p21;q23) 
в составе гиперплоидного клона, подтвержденная ме-
тодом FISH с зондом Kreatech KMT2A/MLLT3 t(9;11) 
Fusion (Kreatech, Нидерланды) (рис. 6в, г). Наличие 
транскрипта KMT2A-MLLT3 было подтверждено мето-
дом ПЦР-РВ. Был проведен противорецидивный блок 
химиотерапии для ОМЛ – FLAI. Однако заболевание 
оказалось резистентным к проводимой терапии: через 
2  мес  после  диагностики  рецидива  в  костном  мозге 
наблюдалась тотальная бластная инфильтрация.

Обсуждение
Смена линии дифференцировки в рецидиве остро-

го лейкоза – довольно редкое явление. К настоящему 
моменту в литературе описано более 25 случаев пере-
ключения  иммунофенотипа  у  пациентов  младше 
18 лет [12–21], причем у 5 из них наблюдался врожден-
ный острый лейкоз. Имеются сообщения, что в груп-
пе пациентов с врожденными лейкозами, у которых 
в рецидиве наблюдается смена линейной принадлеж-
ности, частота встречаемости перестроек гена KMT2A 
составляет 40 % [22, 23]. Более того, в половине из-
вестных из литературы случаев смены линейной при-
надлежности наблюдалась перестройка гена KMT2A.

У всех описанных в настоящей статье пациентов 
была обнаружена перестройка гена KMT2A в составе 
транслокаций t(4;11)(q21; q23)(2 случая), t(9;11)(p21;q23) 
и t(6;11)(q27;q23) (по 1 случаю). Лейкозы с перестрой-
кой гена KMT2A чаще встречаются у детей раннего 
возраста [24, 25], что также соответствует нашим дан-
ным: возраст инициального диагноза составлял 8 мес, 
17 мес, 2 года 3 мес, 3 года 8 мес. Высокий инициальный 
лейкоцитоз, в целом характерный для лейкозов с пе-
рестройкой гена KMT2A [26], присутствовал в 2 случа-
ях (пациенты Р.А. и А.К.).

Все описанные в настоящей статье пациенты про-
демонстрировали переключение из ОЛЛ в ОМЛ. По дан-
ным E. Dorantes-Acosta и R. Pelayo [12], таких пациен-
тов было большинство (13 из 18), также описано еще 
6 таких случаев [13–18]. При этом известно, что сред-
нее время от инициального диагноза до рецидива со-
ставило 18 мес в группе переключений из ОЛЛ в ОМЛ 
и 1 год в группе переключений из ОМЛ в ОЛЛ [12]. 
Для  наших  пациентов  это  время  оказалось  меньше: 

всего у 1 пациента развился рецидив через 17 мес, для 
ос тальных это время составило 4, 7 и 9 мес. Сводные 
данные о пациентах приведены таблице.

Прогноз у пациентов со сменой варианта лейкоза 
в  целом  плохой  –  по  данным  M. C.  Fernandez  и  его 
коллег,  10  из  18  пациентов  умерли,  причем  прогноз 
не зависел от типа переключения [23]. Во всех наблю-
даемых  нами  случаях  рецидивы  заболевания  были 
рефрактерны к проводимой терапии.

Механизм смены линейной принадлежности лейко-
за изучен недостаточно. Для его объяснения было пред-
ложено  несколько  моделей,  основанных  на  высокой 
пластичности гемопоэтических клеток-предшественни-
ков. Современные исследования в области кроветворе-
ния говорят о том, что дифференцировка этих клеток 
может идти в нескольких направлениях и быть обрати-
мой в зависимости от внутренних и внешних факторов.

Согласно одной из предложенных моделей, в кост-
ном мозге могут обнаруживаться нормальные ранние 
В-лимфо-миелоидные и другие би- и олиголинейные 
предшественники. Долгое время считалось, что ство-
ловая кроветворная клетка может делиться с образо-
ванием 2 типов предшественников – общего лимфоид-
ного и общего эритроидно-миелоидного. В 2001 г. была 
предложена новая схема гемопоэза, согласно которой 
при делении стволовой кроветворной клетки образу-
ются общий миело-лимфоидный и общий эритроид-
но-миелоидный предшественники [27–29]. В пользу 
этой схемы говорят данные о том, что у части эритро-
идных, Т-клеточных и В-клеточных предшественни-
ков  сохраняется  способность  к  миелоидной  диффе-
ренцировке  [30,  31].  Именно  такие  олиголинейные 
предшественники могут служить мишенью лейкозной 
трансформации [32].

Другая возможность заключается в дедифференци-
ровке и репрограммировании клеток за счет нарушений 
в генах репликации и репарации ДНК, генах-регуля-
торах клеточного цикла, генах различных транскрип-
ционных факторов [33]. Эксперименты на мышиных 
моделях показали, что в лейкозах, вызываемых химерным 
геном  KMT2A-MLLT1,  стволовые  лейкозные  клетки 
образуются из двух источников – долгоживущих ство-
ловых клеток крови и короткоживущих гранулоцитарно-
моноцитарных  предшественников.  При  этом  транс-
крипционный профиль клеток не зависел от исходной 
популяции, подвергавшейся онкогенной трансформа-
ции  [34].  Поскольку  транскрипционный  профиль 
у острых лейкозов с перестройкой гена KMT2A похож 
на таковой у ранних гемопоэтических предшествен-
ников [35–37], было высказано предположение, что 
перестройка  гена  KMT2A  сообщает  даже  достаточно 
зрелым клеткам состояние «стволовости», в котором 
может осуществиться смена направления дифферен-
цировки. Переход к незрелому состоянию в клетках, 
экспрессирующих перестроенный ген KMT2A, осущест-
вляется с помощью двух механизмов – генетического 
и эпигенетического. Среди нарушений на уровне ге-
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нома  описаны  изменения  копийности  транскрип-
ционных  факторов  «стволовости»  (MYC, TCF3, RB1, 
CDKN1A) [38]. В процессе дедифференцировки важное 
значение могут иметь также эпигенетические измене-
ния, такие как метилирование/деметилирование ДНК 
и эктопическая экспрессия транскрипционных фак-
торов  в  результате  ремоделирования  хроматина  [39]. 
Аберрантное деметилирование было показано для се-
мейства HOX-генов. Известно, что эти гены интенсив-
но экспрессируются в стволовой кроветворной клетке, 
и их экспрессия снижается в более зрелых предшествен-
никах. На модели knock-in мышей, экспрессирующих 
химерный ген KMT2A-SH3GL1 только в гемопоэтиче-
ских клетках, была показана высокая способность хи-
мерного  белка  ингибировать  метилирование  в  HOX-
локусах.  Это  приводит  к  гипометилированию  генов 
семейства HOX и значительному повышению их экс-
прессии, что сообщает трансформированным клеткам 
незрелый фенотип [40].

Согласно 3-й модели, среди стволовых лейкозных 
клеток  изначально  существует  олигоклональность. 
Лейкозы  с  перестройкой  гена  KMT2A  могут  демон-
стрировать билинейный характер. Бластная популя-
ция также может быть вообще без особенностей [26].

Одним из подходов к изучению клональной эво-
люции  является  выявление  соматических  мутаций. 
Хотя в случаях острых лейкозов с перестройкой гена 
KMT2A у детей количество соматических мутаций од-
но из самых малых среди всех известных злокачест-
венных новообразований, в исследовании Andersson 
и его коллег [41] с помощью высокопроизводительного 
секвенирования удалось ретроспективно сравнить спектр 
мутаций у 2 пациентов в дебюте заболевания и в реци-
диве. Оказалось, что у обоих пациентов инициально 
имелось  несколько  родственных  клонов,  встречаю-
щихся с разной частотой (от 6,25 до 50 %). В рецидиве 
(через 3 года для обоих пациентов) наименьший из кло-
нов вырастал и вытеснял все остальные. Кроме того, 

он приобретал дополнительные мутации. Таким обра-
зом, существование клональной эволюции не вызы-
вает сомнений.

Следует также отметить, что один из клонов в де-
бюте заболевания может быть представлен очень малым 
числом клеток и не определяться при диагностике [42]. 
Данные, полученные на ксенографтных моделях ост-
рого лейкоза с экспрессией гена KMT2A-AFF1, говорят 
о  том,  что  рецидив  в  большинстве  случаев  выходит 
из минорного субклона, уже присутствующего в дебю-
те заболевания [43]. Присутствие значительного числа 
минорных субклонов c различными профилями диф-
ференцировки  при  лейкозах  с  перестройками  гена 
KMT2A может объяснять как смену линии в рецидиве 
заболевания, так и частое развитие рецидивов у этой 
группы больных, и частую резистентность к полихи-
миотерапии. Проводимая химиотерапия в этом случае 
может выступать фактором селекции клонов [44].

Однако остается неясным, является ли переклю-
чение линии дифференцировки свойством определенных 
типов острых лейкозов или же это побочный и потому 
случайный продукт общей пластичности и нестабиль-
ности генома лейкозной клетки. По всей видимости, 
ряд перестроек (с вовлечением таких генов, как KM-
T2A, TLX3, PICALM) возникает в сравнительно ранних 
предшественниках гемопоэза.

Заключение
Смена линейной принадлежности в рецидиве ост-

рого лейкоза – редкое явление, ставящее перед врачом 
ряд  важных  вопросов.  В  первую  очередь  необходимо 
исключить развитие индуцированного (вторичного) лей-
коза, для этого обязательно проведение цитогенетическо-
го и молекулярно-биологического исследования. Впро-
чем, вторичные лейкозы, как правило, возникают позже, 
в то время как для лейкозов с перестройкой гена KMT2A 
характерны ранние рецидивы. Вопрос о выборе терапии 
для таких пациентов также остается нерешенным.
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Динамическое молекулярно-цитогенетическое наблюдение 
за больными хроническим лимфоцитарным лейкозом 

с неблагоприятным прогнозом

Т. Г. Шкаврова, Г. Ф. Михайлова, Е. В. Голуб, В. В. Цепенко, А. А. Даниленко, В. В. Павлов
Медицинский радиологический научный центр им. А. Ф. Цыба – филиал ФГБУ «Национальный  

медицинский исследовательский радиологический центр» Минздрава России;  
Россия, 249036, Обнинск, ул. Королева, 4

Контакты: Татьяна Геннадьевна Шкаврова shkavrova@mail.ru

В данном пилотном исследовании представлены результаты длительного (до 74 мес) динамического наблюдения за 16 больными 
хроническим лимфоцитарным лейкозом (ХЛЛ), у которых при первом исследовании методом интерфазной флуоресцентной in situ 
гибридизации клеток (fluorescence in situ hybridization, FISH) были выявлены del17p13 или del11q22. Показано, что для прогноза 
течения заболевания имеет значение не только наличие делеций 17p13 или 11q22, но и процент аберрантных клеток с этими 
нарушениями. Высокая частота (более 70 %) клеток с делецией 17p13 является цитогенетическим маркером неблагоприятного 
течения ХЛЛ и низкой продолжительности жизни, в то время как низкая частота таких клеток может быть предиктором 
прогрессирования заболевания, но при эффективном лечении это не отражается на выживаемости больных ХЛЛ. Наличие более 
70 % клеток с del11q22 свидетельствует о необходимости раннего начала лечения. Также было выявлено, что доля клеток с мар-
керными аберрациями при ХЛЛ у одного и того же человека может меняться (в том числе снижаться до контрольного уровня) 
как в результате лечения, так и без него. После завершения адекватной программы лечения больных процент аберрантных клеток 
достоверно снижается, а при рецидиве и/или прогрессировании, как правило, достигает первоначального уровня. Соотношение 
между субклонами клеток с различными маркерными нарушениями в процессе лечения и после его окончания может меняться, 
возможно появление новых субклонов лейкозных клеток. Проведение FISH-исследования при ХЛЛ может дать больше полезной 
информации, чем просто отнесение больного к определенной группе прогноза при постановке диагноза, поскольку на прогноз те-
чения заболевания могут влиять не только качественные показатели (есть или нет нарушения), но и количественные (% клеток 
с нарушением). Учитывая широкий спектр вариантов течения ХЛЛ и возможность клональной эволюции, выполнение динамиче-
ского FISH-анализа может быть полезным инструментом при данном заболевании.

Ключевые слова: хронический лимфоцитарный лейкоз, интерфазная флуоресцентная in situ гибридизация клеток, del17p13, 
del11q22, динамическое наблюдение

DOI: 10.17650/1818-8346-2016-11-2-30-36

Molecular cytogenetic follow-up of chronic lymphocytic leukemia patients  
with unfavorable prognosis

T. G. Shkavrova, G. F. Mikhailova, E. V. Goloub, V. V. Tsepenko, A. A. Danilenko, V. V. Pavlov

A. Tsyb Medical Radiological Research Centre – branch of the National Medical Research Radiological Centre  
of the Ministry of Health of the Russian Federation, 4, Korolev St., Obninsk,  

249036, Kaluga Region, Russia

In this pilot study results of prolonged (up to 74 month) follow-up of 16 CLL patients with del17p13 or del11q22 in the first I-FISH 
analysis have been presented. It was shown that the presences of del17p13 or del11q22 as well as the rate of the aberrant cells having 
those abnormalities are significant for the prognosis and clinical course of CLL. The high rate (more than 70 %) of cells with 17p13 dele-
tion means very unfavorable cytogenetic marker and indicates the short survival. On the other hand the low rate of cells with 17p13 dele-
tion may predict disease progression but in case of effective treatment there are no effects on the patient’s survival. The high rate (more 
than 70 %) of cells with del11q22 indicates the early requiring for treatment. It was revealed the frequency of cells with marker aberra-
tions may change in the same patient including decreasing to the control level as result of treatment and without it too. The frequency 
of aberrant cells decreases significantly after the finishing of appropriated treatments program and usually returns to its previous level 
in case of relapse and/or progression of disease. The subclones’ ratio between different marker abnormalities could vary during treatment 
and after its ending. It’s also possible the occurrence of new leukemic cells subclones. Taking in consideration the wide range of clinical 
CLL course and the possibility of the clonal evolution, the FISH-analysis should be as integral part of clinical practice both during 
the CLL staging and the next patient’s follow-up.

Keywords: chronic lymphocytic leukemia (CLL), interphase fluorescence in situ hybridization (I-FISH), del17p13, del11q22, follow-up
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Введение
Ежегодно в странах Европы, США и России диаг-

ноз  «хронический  лимфоцитарный  лейкоз»  (ХЛЛ) 
устанавливают впервые у 3–5 человек на 100 тыс. на-
селения [1, 2]. Несмотря на значительные достижения 
в понимании молекулярных механизмов возникнове-
ния и течения этого заболевания, множество вопросов 
все еще остаются нерешенными. Распространенность 
ХЛЛ, многочисленные молекулярно-генетические из-
менения, выявляемые как в начале заболевания, так и при 
его прогрессировании, вариабельность клинического 
течения,  ответа  на  терапию  и  результатов  лечения, 
оцененных по продолжительности общей выживаемо-
сти, дают основание для планирования и ре ализации 
персонифицированных терапевтических программ.

За последние 2 десятилетия многочисленные кли-
нические исследования позволили значительно изме-
нить подходы к терапевтической стратификации больных 
ХЛЛ в соответствии с прогнозом. Тем не менее заболе-
вание все еще остается неизлечимым, что побуждает 
к проведению дальнейших исследований.

В настоящее время внимание исследователей сос-
редоточено на выявлении молекулярно-генетических 
нарушений,  играющих  ключевую  роль  в  патогенезе 
ХЛЛ. Использование молекулярно-цитогенетическо-
го метода интерфазной флуоресцентной in situ гибри-
дизации (interphase fluorescence in situ hybridization, I-
FISH) с ДНК-зондами к 17p13, 11q22, 13q14 и Cep12 
позволяет выявлять эти цитогенетические нарушения 
в лимфоцитах более чем у 80 % больных ХЛЛ [3, 4]. 
Информация, которую дает метод I-FISH, может быть 
использована  лечащим  врачом  для  стратификации 
больных по группам риска, выбора тактики лечения, 
оценки  эффективности  проводимой  терапии  и  про-
гноза течения заболевания.

Целью данной работы был анализ нарушений ло-
кусов 17p13 и 11q22 при динамическом наблюдении 
у  больных  ХЛЛ  с  неблагоприятным  прогнозом.  Ре-
зультаты, представленные в статье, являются частью 
исследовательской работы, проводимой с целью фор-
мирования  банка  биологических  образцов  больных 
ХЛЛ и накопления фактического материала по изуче-
нию динамики молекулярно-цитогенетических мар-
керов. Полученные предварительные результаты по-
зволяют  говорить  о  целесообразности  проведения 
подобных исследований.

Материалы и методы
В исследование включены 16 пациентов (11 муж-

чин и 5 женщин) с ХЛЛ, находящихся в процессе ле-
чения или постклинического наблюдения, у которых 
при первичном I-FISH-исследовании были выявлены 
del17p13  или  del11q22.  Повторные  I-FISH-анализы 
были выполнены при плановом обследовании в про-
цессе наблюдения до начала терапии, после проведе-
ния лечения, при рецидиве/прогрессировании забо-
левания. Схемы лечения, адекватные периоду течения 

ХЛЛ, были подобраны индивидуально. Период време-
ни между проведением первого и последнего FISH-
анализа колебался от 4 до 74 мес. Возраст обследован-
ных  на  момент  проведения  первого  FISH-анализа 
варьировал от 47 до 76 лет (медиана 59 лет).

Контрольную группу составили 5 клинически здо-
ровых  доноров  (3  мужчин  и  2  женщины)  в  возрасте 
от 39 до 85 лет (медиана 62 года).

Образцы  венозной  крови  (4–6  мл)  забирали 
при помощи вакуумной системы, содержащей Li-ге-
парин в концентрации 12–30 МЕ на 1 мл крови. Затем 
цельную кровь разбавляли 1:1 средой RPMI-1640 и вы-
деляли лимфоциты при помощи сепарационной среды 
LMS (MP Biomedicals, США). Клеточную суспензию 
(20–30 мкл) наносили на сухие предварительно очи-
щенные предметные стекла. В работе был использован 
коммерческий многоцветный набор прямомеченных 
ДНК-зондов (Vysis, США), состоящий из 2 проб: LSI 
p53/LSI ATM и LSI D13S319/LSI 13q34/Cep 12. Пред- 
и постгибридизационные отмывки проводили в соот-
ветствии с инструкцией, прилагаемой к ДНК-зондам. 
Для денатурации и гибридизации использовали гибри-
дайзер HYBritе (Vysis, США).

Анализ препаратов проводили на флуоресцентном 
микроскопе  AxioImager  A-2  (Carl  Zeiss,  Германия) 
с набором фильтров DAPI, Orange/Green, Aqua (Vysis, 
США). В каждом случае анализировали не менее 200 
интерфазных клеток с четкими сигналами.

При определении границ нормы для каждой из проб 
многоцветного зонда анализировали 1000 интерфазных 
ядер от каждого из 5 здоровых доноров. Граница нор-
мальных значений: для трисомии хромосомы 12 < 3 %, 
del 13q14 < 6 %, del 13q34 < 9 %, del 11q23 < 4 %, del 
17p13 < 7 %.

Статистическую обработку данных проводили с по-
мощью стандартных методов статистического анализа 
с использованием компьютерной программы Microsoft 
Excel  2007.  Достоверность  различий  оценивали  по 
t-критерию. Различия считали статистически значи-
мыми при p < 0,05.

Результаты и обсуждение
У 16 больных ХЛЛ проведено 42 I-FISH-анализа: 

10, 3, 2 и 1 человек были обследованы 2, 3, 4 и 5 раз 
соответственно. Интервал времени между обследова-
ниями  варьировал  от  3  до  46  мес.  Первый  I-FISH-
анализ у 7 человек был выполнен при установлении 
диагноза ХЛЛ, у 9 человек – спустя 7–128 мес от даты 
установления диагноза.

Делеция 17p13
Делеция 17p13 считается самым неблагоприятным 

цитогенетическим маркером, свидетельствующим о пло-
хом прогнозе и резистентности к стандартной терапии. 
Медиана выживаемости больных с этим нарушением 
составляет 32 мес [3, 5]. Эта маркерная аберрация вы-
является у 2–6 % больных ХЛЛ при установлении ди-
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1 агноза  (de novo  делеция)  или  в  дебюте  заболевания, 

но может появиться и в процессе развития болезни, 
особенно  у  пациентов,  уже  получивших  химиотера-
пию. В работе [6] было показано, что при рецидиви-
рующем  или  резистентном  ХЛЛ  доля  пациентов 
с del17p увеличивается до 30 %. Тем не менее в ряде 
работ установлено, что у части больных с этим нару-
шением прогноз не является неблагоприятным. В ис-
следовании [7] обнаружено, что пациенты, имевшие 
от 5 до 20 % клеток с del17p13, ответили на лечение 
так же, как и пациенты без этой делеции, в то время 
как  больные  с  высокой  частотой  аберрантных  кле-
ток – лишь в 13 % случаев. Были выявлены достовер-
ные различия и по медиане общей выживаемости меж-
ду больными с низким и высоким содержанием клеток 
с потерей локуса 17p13. Однако при дальнейшем на-
блюдении за этими пациентами первоначальные ре-
зультаты  не  были  подтверждены,  а  частота  клеток  c 
del17p13, ниже которой больные имели благоприят-
ный  прогноз,  была  установлена  на  уровне  10 %  [8]. 
В работах [9, 10] также было показано, что у части па-
циентов с del17p13 болезнь может протекать бессимп-
томно в течение длительного периода. Авторы сделали 
вывод, что потеря 17p13 является предиктором только 
прогрессиррования заболевания, но не выживаемости 
больных.

При первичном FISH-анализе нами было установ-
лено, что у 5 из 8 пациентов с del17p13 частота аберрант-
ных клеток была высокой (74 % и выше), а у 3 боль-
ных  –  низкой  (не  более  20  %)  (табл.  1).  У  2  из  8 
пациентов  (П1  и  П3)  del17p13  была  единственной, 
у остальных – сочеталась с del13q14. Кроме того, у па-

циента П4 была выявлена и нехарактерная для ХЛЛ 
моносомия хромосомы 12 в 78 % клеток.

У  всех  больных  с  высокой  частотой  клеток 
с del17p13 были клинические показания к безотлага-
тельному началу цитостатической терапии. Пациенту 
П5 лечение не проводили из-за сопутствующих забо-
леваний. У этого пациента частота клеток с del17p13 
через 8 мес со времени 1-го FISH-исследования не от-
личалась от первоначальной (74 и 80 % соответственно), 
а еще через 5 мес больной умер от прогрессии ХЛЛ. 
Продолжительность жизни этого пациента со времени 
установления диагноза ХЛЛ составила 13 мес (табл. 2).

Пациентам П1, П2, П4 после завершения терапии 
1-й линии было выполнено повторное I-FISH-иссле-
дование. У всех больных наблюдалось снижение ко-
личества клеток с del17p13: у пациента П2 – на 30 %, 
у пациентов П1 и П4 – до нормальных значений. Па-
циенту  П3  I-FISH  проводили  сразу  по  завершении 
лечения и через 13 и 24 мес в связи с прогрессирова-
нием ХЛЛ. После лечения 1-й линии все цитогенети-
ческие  маркеры  оказались  в  пределах  нормальных 
значений, при 1-й прогрессии частота клеток с del17p13 
достигла  первоначального  уровня  (96 %),  при  2-й  – 
несколько снизилась (72 %), еще через 2 мес у больно-
го была констатирована трансформация ХЛЛ в В-кле-
точную диффузную крупноклеточную лимфому.

Непосредственными причинами смерти большин-
ства пациентов с ХЛЛ являются инфекционные и ау-
тоиммунные осложнения (аутоиммунная гемолитиче-
ская анемия, аутоиммунная тромбоцитопения). Лишь 
у небольшой части больных (2–8 %) ХЛЛ трансфор-
мируется в более агрессивную В-клеточную диффуз-

Таблица 1. Результаты динамического молекулярно-цитогенетического наблюдения за больными с делецией 17p13

Код 
 пациента

Пол
Возраст, 

лет
Выявленная мар-
керная  аберрация1

Частота клеток с маркерной аберрацией в разные сроки обследования,  
% (время от постановки диагноза)

FISH 1 FISH 2 FISH 3 FISH 4

П1 Ж 49 del17p13 93,0 ± 1,8* (30 мес) Норма2** (38 мес) – –

П2 М 60
del17p13
del13q14

89,0 ± 3,1*
82,0 ± 3,8* (28 мес)

62,0 ± 3,4**
43,0 ± 3,5** (32 мес)

– –

П3 М 49 del17p13 88,0 ± 2,3 (0 мес) Норма** (3 мес) 95,5 ± 1,5* (13 мес) 71,5 ± 3,2* (24 мес)

П4 М 47
del17p13
del13q14

77,5 ± 3,0*
13,0 ± 2,4* (28 мес)

Норма**
Норма** (33 мес)

– –

П5 М 76
del17p13
del13q14

73,5 ± 3,2
72,5 ± 3,2 (0 мес)

79,5 ± 2,9
82,0 ± 2,7 (8 мес)

– –

П6 М 57
del17p13
del13q14:

18,0 ± 2,7
89,0 ± 2,2 (7 мес)

75,5 ± 3,0*
84,0 ± 2,6* (53 мес)

– –

П7 Ж 70
del17p13
del13q14

11,5 ± 2,3
58,0 ± 3,5 (128 мес)

Норма*
77,5 ± 3,0* (160 мес)

– –

П8 Ж 59
del17p13
del13q14

8,5 ± 2,0
72,5 ± 3,2 (0 мес)

9,3 ± 1,7
77,0 ± 3,0 (31 мес)

Норма
76,5 ± 3,0 (48 мес)

-

1Частота достоверно превышает нормальные значения (p < 0,05); 2del17p13 < 7 %, del 13q14 < 6 %; *рецидив/прогрессирование; **после лечения.
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1ную  крупноклеточную  лимфому  (синдром  Рихтера) 

[11].  В  нашем  исследовании  событием,  приведшим 
к  смерти  пациентов  П1  и  П4,  были  аутоиммунные 
осложнения, пациентов П2 и П3 – синдром Рихтера. 
Продолжительность жизни этих больных после уста-
новления диагноза ХЛЛ составила 42, 41, 40 и 33 мес 
соответственно (см. табл. 2). Таким образом, выживае-
мость больных ХЛЛ с большей долей клеток с del17p13 
не превысила 42 мес.

Низкая (не более 20 %) частота клеток с del17p13 
при первичном I-FISH-анализе была зарегистрирова-
на у 3 пациентов (П6, П7 и П8) (см. табл. 1). Необхо-
димость начала терапии у пациента П6 была опреде-
лена  через  20  мес  от  даты  установления  диагноза, 
у пациента П7 – с момента установления диагноза.

У  пациента  П6  при  первичном  I-FISH-анализе, 
проведенном через 7 мес со времени установления ди-
агноза  ХЛЛ,  частота  клеток  с  del17p13  cоставляла 
18 %, при повторном I-FISH-анализе, выполненном 
через 46 мес в связи с рецидивом ХЛЛ, увеличилась 
до 76 %, в то время как частота клеток с сопутствову-
ющей del13q14, преимущественно биаллельной, не из-
менилась, составив 89 и 84 % соответственно. Таким 
образом, у этого больного мы наблюдали клональ-
ную эволюцию, при которой потенциально несуще-
ственный субклон клеток с del17p13 стал значимым. 
Клональная эволюция свидетельствует об ухудшении 
прогноза  в  процессе  прогрессирования  заболевания 
[12, 13].

Первый FISH-анализ у пациента П7 был выполнен 
через 128 мес со времени установления диагноза, по-
вторный – при прогрессировании, спустя 32 мес. Было 
обнаружено, что процент клеток, имеющих del17p13, 
снизился с 11,5 % до нормальных значений, а клеток 
с сопутствующей del13q14 достоверно увеличился с 58 
до 78 % (p < 0,05). Через 3 мес у больного было конста-
тировано прогрессирование ХЛЛ, приведшее к смерти 
(период наблюдения – 163 мес) (см. табл. 2).

У пациента П8 клинические показания к началу 
терапии отсутствовали на протяжении всего периода 
наблюдения, в процессе которого I-FISH-анализ был 
выполнен трижды: при установлении диагноза и спу-
стя 31 и 48 мес. При первых 2 обследованиях частота 
клеток с del17p13 была достоверно выше контрольного 
уровня, составляя 8,5 и 9,3 % соответственно (p < 0,05). 
При последнем I-FISH-анализе у пациента наблюда-
лось достоверное снижение этого показателя до нор-
мального уровня (p < 0,05), а частота клеток с сопутст-
вующей del13q14 оставалась постоянной на протяжении 
всего периода наблюдения, находясь в пределах 73–77 %. 
Спонтанное исчезновение клона с небольшой часто-
той del17p13 наблюдали и авторы работы [12].

Таким образом, больные ХЛЛ, имеющие низкую 
долю клеток с del17p13, могут быть отнесены к под-
группе неблагоприятного прогноза, однако при адек-
ватной  терапевтической  тактике  это  обстоятельство 
не приводит к сокращению общей выживаемости.

Делеция 11q22
Делеция 11q22 также считается неблагоприятным 

прогностическим фактором. Это нарушение наблю-
дается у 13–31  % больных ХЛЛ [14, 15]. По данным 
литературы [3] у 50 % больных с del11q22 необходи-
мость начала лечения возникает в течение 24 мес от вре-
мени установления диагноза ХЛЛ, а медиана выжива-
емости  составляет  78  мес.  Как  и  в  случае  с  del17р13, 
на время до начала лечения и выживаемость больных 
влияет количество клеток с этим нарушением. В ра-
боте [16] было показано, что через 3 года наблюдения 
после проведения первичного FISH-анализа в группе 
больных,  имевших  менее  25 %  аберрантных  клеток 
с del11q22, 66 % пациентов все еще не нуждались в ле-
чении.  В  то  же  время  в  группе  больных  с  частотой 
аберрантных клеток, превышавшей 25 %, 73 % паци-
ентов уже получали лечение. В этих группах медиана 
времени до начала терапии составила 40 и 14 мес со-

Таблица 2. Данные по времени начала терапии, числу рецидивов, времени наблюдения и общей выживаемости больных с делецией 17p13

Код пациента
Частота делеций, %  

(время от постановки диагноза)
Время до начала терапии, 

мес
Число рецидивов/
прогрессирований

Время наблюде-
ния, мес

Общая  
выживаемость, мес

П1 93,0 ± 1,8* (30 мес) 0 2 42 42

П2 89,0 ± 3,1* (28 мес) 0 2 40 40

П3 88,0 ± 2,3 (0 мес) 0 2 33 33

П4 77,5 ± 3,0* (28 мес) 0 1 41 41

П5 73,5 ± 3,2 (0 мес) Лечение не проводилось – 13 13

П6 18,0 ± 2,7 (7 мес) 20 1 58 Н

П7 11,5 ± 2,3 (128 мес) 0 2 163 163

П8 8,5 ± 2,0 (0 мес) Лечение не требовалось 0 80 Н

Примечания. *Рецидив/прогрессирование; Н – не может быть оценена, так как выживаемость рассчитывается от даты начала лечения 
до смерти от любой причины или до даты последней явки больного.
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1 ответственно. В исследовании [17], проведенном на 196 

первичных больных с del11q22, частота аберрантных 
клеток, явившаяся пограничной относительно разли-
чия как по времени до начала лечения, так и по общей 
выживаемости, составила 58 %.

В нашем исследовании у всех больных, у которых 
del11q22 была основным патогенетическим маркером, 
частота  аберрантных  клеток  колебалась  в  пределах 
55–98 % (табл. 3). Необходимость начала лечения по 
клиническим показаниям определена у всех больных, 
причем у 7 из 8 пациентов, имевших более 73 % клеток 
с del11q22, лечение было начато в течение 5 мес со вре-
мени установления диагноза (табл. 4), у больного П16, 
имевшего 55 % клеток с del11q22, – спустя 21 мес. Сле-
дует  отметить,  что  при  первичном  I-FISH-анализе 
только у 2 из 8 пациентов (П15 и П16) del11q22 была 
единственной, у остальных – сочеталась с del13q14.

Пациенту  П9  первое  I-FISH-исследование  было 
выполнено после окончания очередного курса лече-
ния  (40  мес  после  установления  диагноза  ХЛЛ), 
при этом частоты всех молекулярно-цитогенетических 
маркеров были в пределах нормальных значений. По-
вторно I-FISH провели через 21 мес, при констатации 
прогрессии ХЛЛ, далее еще 2 анализа с интервалами 
в 3 мес – после завершения курса лечения и при оче-

редном прогрессировании заболевания. Частота клеток 
с  del11q22  составила  98,  68  и  93 %  соответственно, 
а одновременно выявленная частота клеток с del13q14–90, 
70  и  89 %  соответственно.  Еще  через  3  мес  больной 
умер от прогрессирования ХЛЛ. Продолжительность жиз-
ни составила 69 мес после установления диагноза ХЛЛ.

У пациента П10 I-FISH-анализ был выполнен 3 ра-
за, при возникновении рецидивов заболевания, – че-
рез 88, 101 и 111 мес от времени установления диагно-
за.  Обнаружено,  что  частота  клеток  с  del11q22  была 
высокой при всех обследованиях и составляла 90, 82 
и 81 % соответственно, тем не менее при повторных 
обследованиях была достоверно ниже, чем при первом 
(p < 0,05). В то же время частота клеток с del13q14 до-
стоверно увеличивалась, составляя 23, 42 и 56 % соот-
ветственно (p < 0,05). Продолжительность жизни это-
го пациента со времени установления диагноза ХЛЛ 
составила 121 мес.

У  пациента  П11  первичный  I-FISH-анализ  был 
проведен при установлении диагноза ХЛЛ, повторный – 
через 44 мес, при возникновении рецидива. Частота 
клеток с del11q22 достоверно снизилась с 83 до 58 % 
(p < 0,05), в то время как доля клеток с del13q14 досто-
верно увеличилась с 28 до 44 % (p < 0,05), т. е. соотно-
шение между субклонами изменилось. Пациенту был 

Таблица 3. Результаты динамического молекулярно-цитогенетического наблюдения за больными с делецией 11q22

Код  
пациента

Пол
Возраст, 

лет

Выявленная 
маркерная  
 аберрация1

Частота клеток с маркерной аберрацией в разные сроки обследования,  
% (время от постановки диагноза)

FISH 1 FISH 2 FISH 3 FISH 4 FISH 5

П9 М 59
del11q22
del13q14

Норма2**
Норма**  
(40 мес)

98,4 ± 0,8*
90,4 ± 1,9* 

(61 мес)

67,5 ± 3,7**
70,0 ± 3,6**

(64 мес)

92,5 ± 1,9*
88,5 ± 2,3*

(67 мес)
–

П10 М 50
del11q22
del13q14

89,5 ± 2,2*
23,0 ± 3,0*

(88 мес)

82,0 ± 2,7*
42,0 ± 3,5*
(101 мес)

80,5 ± 2,8*
56,5 ± 3,5*
(111 мес)

– –

П11 М 54
del11q22
del13q14

82,5 ± 2,7
28,0 ± 3,2

(0 мес)

58,0 ± 3,5*
44,0 ± 3,5*

(44 мес)
– – –

П12 Ж 68
del11q22
del13q14

81,5 ± 2,7*
94,0 ± 1,7*

(18 мес)

80,5 ± 2,8*
84,0 ± 3,7*

(42 мес)
– – –

П13 Ж 75
del11q22
del13q14
del13q34

81,0 ± 2,8
79,0 ± 2,9
51,5 ± 3,5

(0 мес)

Норма**
Норма**
Норма**
(7 мес)

Норма
Норма
Норма

(34 мес)

– –

П14 М 67
del11q22
del13q14

76,5 ± 3,0*
78,0 ± 2,9*

(63 мес)

15,5 ± 2,6**
15,5 ± 2,6**

(73 мес)

80,5 ± 2,8*
67,0 ± 3,3*

(83 мес)

28,0 ± 3,2**
32,5 ± 3,3**

(131 мес)

61,0 ± 3,4**
74,5 ± 3,1**

(137 мес)

П15 M 66
del11q22
del13q14

72,5 ± 3,2
Норма
(0 мес)

76,5 ± 3,0*
14,5 ± 2,5*

(31 мес)
– – –

П16 М 50 del11q22 55,0 ± 3,5 (0 мес) 25,0 ± 3,5 (12 мес) – – –

1Частота достоверно превышает нормальные значения (p < 0,05); 2del11q23 < 4 %, del13q14 < 6 %, del13q34 < 9 %; *рецидив/прогрессирова-
ние; **после лечения.
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1

проведен курс противоопухолевой терапии, и при по-
следнем наблюдении (80 мес после установления ди-
агноза) он находился в ремиссии заболевания. По данным 
литературы,  при  ХЛЛ  клональная  эволюция  может 
быть неоднородной: от одиночных клонов, стабильных 
в течение продолжительного времени, до переключе-
ния доминантности соотношения между субклонами 
опухолевых клеток после проведения терапии [13].

Пациенту П12 I-FISH-анализ был выполнен дважды, 
при  возникновении  рецидивов,  –  через  18  и  42  мес 
от  времени  установления  диагноза.  Частота  клеток 
с del11q22 оставалась постоянной (82 и 81 % соответ-
ственно), а частота клеток с del13q14 (преимуществен-
но биаллельной) была высокой, но достоверно ниже 
первоначальной – 94 и 84 % соответственно (p < 0,05). 
В настоящее время (спустя 52 мес от даты установле-
ния диагноза ХЛЛ) больной находится в процессе про-
ведения противорецидивной терапии.

У  пациента  П13  первичный  I-FISH-анализ  был 
выполнен при установлении диагноза: частота клеток 
с del11q22 составила 81 %, а с del13q14–79 %. Повтор-
ные I-FISH-анализы, выполненные через 7 и 34 мес – 
после окончания курса лечения и в постклиническом 
периоде, – показали, что все молекулярно-цитогене-
тические  маркеры  ХЛЛ  находились  в  пределах  нор-
мальных значений. При последнем визите (через 43 мес 
после установления диагноза ХЛЛ) у больного конста-
тировано сохранение ремиссии.

У пациента П14 I-FISH анализ проводился 5 раз. 
Первое исследование было выполнено спустя 63 мес 
после установления диагноза, при развитии рецидива. 
Доля клеток с del11q22 и del13q14 составила 77 и 78 % 
соответственно.  После  проведенной  терапии  прои-
зошло  достоверное  снижение  обоих  показателей 
до  16 %  (p  <  0,05).  Третье  исследование  проведено 
при наступлении очередного рецидива ХЛЛ. Частота 
клеток с del11q22 и del13q14 составила 81 и 67 % соот-
ветственно, т. е. показатели достоверно выросли по срав-

нению  с  предыдущим  исследованием  (p  <  0,05). 
По сравнению с первичными данными частота клеток 
с del11q22 вернулась к своему первоначальному зна-
чению, а частота клеток с del13q14 достоверно умень-
шилась (p < 0,05). Четвертый I-FISH анализ был вы-
полнен  спустя  48  мес  после  окончания  очередного 
курса терапии. Доля клеток с del11q22 и del13q14 вновь 
достоверно снизилась, составив 28 и 33 % соответст-
венно (p < 0,05). Пятое I-FISH-исследование было вы-
полнено в процессе терапии при очередном прогрес-
сировании  заболевания,  при  этом  частота  клеток 
с del11q22 и del13q14 составила 61 и 75 % соответст-
венно, что достоверно превышало результаты преды-
дущего исследования (p < 0,05).

Таким образом, в разные сроки обследования у по-
лучавшего лечение пациента может меняться не только 
доля клеток с маркерными аберрациями, но и соотно-
шение между ними. Аналогичные данные были получе-
ны и другими исследователями, наблюдавшими лече-
ных больных ХЛЛ в течение длительного периода [12, 13].

У пациента П15 1-й I-FISH-анализ был выполнен 
при установлении диагноза ХЛЛ, 2-й – через 31 мес, 
при развитии рецидива: доля клеток с del11q22 соста-
вила 73 и 77 % соответственно. Доля клеток с del13q14 
была в пределах нормы при 1-м исследовании, при по-
вторном  составила  15 %,  т.  е.  достоверно  превысила 
норму (p < 0,05), что свидетельствовало о по явлении 
нового субклона опухолевых клеток. В настоящее вре-
мя больной проходит очередной курс терапии по по-
воду прогрессирования заболевания.

У пациента П16 1-й I-FISH-анализ был выполнен 
при установлении диагноза, повторный – через год. 
В течение этого периода противоопухолевое лечение 
не проводилось. Установлено, что частота клеток с del11q22 
в качестве единственного нарушения достоверно сни-
зилась с 55 до 25 %, оставаясь выше нормальных зна-
чений  (p  <  0,05).  В  настоящее  время  пациент  после 
курса терапии ХЛЛ находится в ремиссии. Таким образом, 

Таблица 4. Данные по времени начала терапии, числу рецидивов, времени наблюдения и общей выживаемости больных с делецией 11q22

Код пациента
Частота делеций, %  

(время от постановки диагноза)
Время до начала 

 терапии, мес
Число рецидивов/
прогрессирований

Время наблюдения, 
мес

Общая выживае-
мость, мес

П9 98,4 ± 0,8* (61 мес) 0 4 69 69

П10 89,5 ± 2,2* (88 мес) 0 3 121 121

П11 82,5 ± 2,7 (0 мес) 0 1 80 Н

П12 81,5 ± 2,7* (18 мес) 5 3 52 Н

П13 81,0 ± 2,8 (0 мес) 3 0 43 Н

П14 76,5 ± 3,0* (63 мес) 0 3 145 Н

П15 72,5 ± 3,2 (0 мес) 5 1 38 Н

П16 55,0 ± 3,5 (0 мес) 21 0 48 Н

Примечания. *Рецидив/прогрессирование; Н – не может быть оценена, так как выживаемость рассчитывается от даты начала лечения 
до смерти от любой причины или до даты последней явки больного.



Гемобластозы: диагностика, лечение, сопроводительная терапия36
О

Н
К

О
Г

Е
М

А
Т

О
Л

О
Г

И
Я

  
2

’2
0

1
6

   
Т

О
М

 1
1

  
 

  
O

N
C

O
H

E
M

A
T

O
L

O
G

Y
  2

’2
0

1
6

  
V

O
L.

 1
1 у больных, не получавших противоопухолевое лечение, 

также могут наблюдаться существенные колебания часто-
ты клеток с маркерными аберрациями хромосом.

Заключение
Анализ полученных данных позволяет сделать сле-

дующие предварительные выводы:
• высокая частота (более 70 %) клеток с del17p13 явля-

ется цитогенетическим маркером неблагоприятного 
течения ХЛЛ и низкой продолжительности жизни;

• низкая частота клеток с del17p13 может быть пре-
диктором прогрессирования ХЛЛ, что при эффек-
тивном лечении не отражается на выживаемости 
больных;

• высокая  частота  (более  70 %)  клеток  с  del11q22 
свидетельствует о необходимости раннего начала 
лечения;

• частота аберрантных клеток с del17p13 или del11q22 
после лечения достоверно снижается, а при реци-
диве  и/или  прогрессировании,  как  правило,  до-
стигает первоначального уровня;

• при отсутствии лечения ХЛЛ частота аберрантных 
клеток может существенно меняться или даже сни-
жаться до контрольного уровня;

• соотношение между субклонами клеток с различ-
ными маркерными нарушениями в процессе лечения 
и после его окончания может меняться, возможно 
появление новых субклонов лейкозных клеток.
Таким образом, проведение FISH-исследования при 

ХЛЛ может дать больше полезной информации, чем 
просто отнесение больного к определенной группе про-
гноза при постановке диагноза, поскольку на прогноз 
течения заболевания могут влиять не только качествен-
ные показатели (есть или нет нарушения), но и коли-
чественные (% клеток с нарушением). Динамическое 
молекулярно-цитогенетическое наблюдение за боль-
ными ХЛЛ позволяет отслеживать изменения в харак-
тере течения заболевания. Учитывая широкий спектр 
вариантов  течения  ХЛЛ  и  возможность  клональной 
эволюции, выполнение динамического FISH- анализа 
может быть полезным инструментом при данном за-
болевании.
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Комбинированный режим терапии руксолитинибом  
и малыми дозами цитозара или меркаптопурина  
у пациентов с бластным кризом миелофиброза

М. С. Фоминых, В. А. Шуваев, И. С. Мартынкевич, Л. Б. Полушкина, В. Ю. Удальева, К. М. Абдулкадыров
ФГБУ «Российский научно-исследовательский институт гематологии и трансфузиологии Федерального  

медико-биологического агентства»; Россия, 191024, Санкт-Петербург, 2-я Советская ул., 16

Контакты: Михаил Сергеевич Фоминых m.s.fominyh@gmail.com

Медиана выживаемости при бластной трансформации миелофиброза составляет от 3 до 6 мес. Тактика терапии определяется 
возрастом пациентов и сопутствующей патологией. Химиотерапия по схемам лечения острых лейкозов приносит временный 
эффект у небольшой части больных. Первый ингибитор янус-киназ – руксолитиниб – продемонстрировал высокую клиническую 
эффективность у больных в хронической фазе миелофиброза. В статье приводится собственный опыт применения комбинированного 
режима терапии руксолитинибом и малыми дозами цитозара или меркаптопурина у пациентов с бластным кризом миелофиброза. 
Этот режим терапии продемонстрировал обнадеживающие результаты. Зарегистрированы удовлетворительная переносимость 
и возможность применения приведенной схемы лечения у этой категории пациентов.

Ключевые слова: миелофиброз, первичный миелофиброз, бластный криз, руксолитиниб, комбинированный режим терапии
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Combination therapy with ruxolitinib plus low-dose cytarabine or mercaptopurine in patients  
with blast-phase myelofibrosis

M. S. Fominykh, V. A. Shuvaev, I. S. Martynkevich, L. B. Polushkina, V. Yu. Udal’eva, K. M. Abdulkadyrov

Russian Research Institute of Hematology and Transfusiology, Federal Medical and Biological Agency;  
16 2nd Sovetskaya St., Saint Petersburg, 191024, Russia

Patients with myelofibrosis in blast-phase commonly have a median overall survival of only 3–6 months. Given the older median age of onset 
and heavy pretreatment, intensive chemotherapy often is not appropriate and has low efficacy with high toxicity. Ruxolitinib (a JAK1/2 in-
hibitor) has provided significant clinical benefits in patients with chronic phase myelofibrosis. We report our experience of treating blast-
phase myelofibrosis patients with the combination therapy of ruxolitinib plus low dose mercaptopurine or low-dose cytarabine. The cases 
presented here demonstrated the feasibility and tolerability of combination continuous ruxolitinib treatment with mercaptopurine or low-dose 
cytarabine for patients with blast-phase myelofibrosis. The efficacy of these combination regimens is encouraging.

Key words: myelofibrosis, primary myelofibrosis, blast-phase, ruxolitinib, combination treatment regimen

Введение
При развитии бластной трансформации миелофи-

броза (МФ) прогноз, как правило, неблагоприятный, 
медиана выживаемости составляет от 3 до 6 мес [1, 2]. 
Тактика  терапии  определяется  возрастом  пациентов 
и сопутствующей патологией. При сохранном обще-
соматическом статусе может быть предпринята попыт-
ка проведения курсовой химиотерапии по схемам ле-
чения острых лейкозов, которая приносит временный 
эффект у небольшой части больных. Пожилым больным 
с наличием существенной коморбидности и осложне-
ниями МФ целесообразно проведение сдерживающей 
паллиативной монохимиотерапии и назначение малых 
доз  глюкокортикостероидов.  Данные  мероприятия 
направлены на торможение роста опухоли и купиро-
вание  осложнений  (переливание  гемокомпонентов, 
лечение инфекционных осложнений и проч.) в целях 
улучшения качества жизни больного. Учитывая, что 

большинство пациентов к моменту развития бластно-
го криза (БК) имеют низкий общесоматический статус 
(ECOG 3–4 балла) и сильную предлеченность, прове-
дение высокодозной химиотерапии очень ограничено, 
а  токсичность,  которая  развивается  после  лечения, 
зачастую приводит к фатальным осложнениям [3].

Руксолитиниб (ингибитор янус-киназ) стал пер-
вым  таргетным  препаратом,  продемонстрировашим 
высокую клиническую эффективность у больных с МФ: 
уменьшение размеров селезенки, снижение интенсив-
ности симптомов опухолевой интоксикации и увели-
чение  общей  выживаемости.  Однако  руксолитиниб 
в ходе клинических исследований применяли только 
у больных в хронической фазе МФ [4].

В последние годы появились первые сообщения 
о применении руксолитиниба у пациентов с БК МФ. 
А. Mwirigi и соавт. в 2014 г. опубликовали результаты 
применения  5-азацитидина  или  малых  доз  цитозара 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1 в комбинации с руксолитинибом у больных с БК миело-

пролиферативных  новообразований  (МПН).  В  ходе 
применения этого комбинированного режима у 3 па-
циентов были получены обнадеживающие результаты 
c  увеличением  общей  выживаемости  [5].  R.  Deviller 
и соавт. представили собственный опыт применения 
руксолитиниба и интенсивной химиотерапии с после-
дующей  аллогенной  трансплантацией  гемопоэтиче-
ских стволовых клеток (алло-ТГСК) у 5 больных с БК 
МПН [6]. К сожалению, подавляющая часть пациен-
тов с БК МФ старше 60 лет и имеет высокий индекс 
коморбидности, и проведение алло-ТГСК у этой груп-
пы больных очень ограничено.

Мы представляем собственный опыт применения 
комбинированного режима терапии руксолитинибом 
и малыми дозами цитозара или меркаптопурина у 2 па-
циентов с БК МФ.

Клинический случай 1
Пациентка 73 лет, диагноз первичного МФ установ-

лен в октябре 2012 г. (DIPSS – высокий риск, CALR 
(ins5) – позитивный, мутация гена ASXL1 отсутство-
вала, гемотрансфузионная зависимость, нормальный ка-
риотип, ECOG 2–3 балла). В течение года больная полу-
чала терапию гидроксикарбамидом. Прогрессирование 
заболевания в БК развилось в июле 2013 г. – в костном 
мозге 56 % бластных клеток (в крови – 81 %), сплено-
мегалия (8 см ниже левой реберной дуги) и конституци-
ональные симптомы. Курс терапии по схеме «5 + 2» (ци-
тозар 200 мг/м2/день × 5 дней + идарубицин 12 мг/м2/день 
× 2 дня) был неэффективен, уровень бластов в костном 
мозге увеличился до 70 % и осложнился развитием тром-
боцитопении IV степени (15 × 109/л). Назначение 
руксолити ниба (5 мг 2 раза в день, постоянный прием) 
и меркаптопурина (50 мг 1 раз в день, каждые 28 дней) 
привело к исчезновению симптомов опухолевой интокси-
кации, уменьшению размеров селезенки и снижению по-
требности в гемотрансфузиях. Согласно критериям 
ответа для БК МПН максимальный достигнутый эф-
фект оценивался как частичный ответ [7]. Из ослож-
нений, которые наблюдались в ходе лечения: на 6-м ме-
сяце терапии развилась внебольничная пневмония 
(с разрешением после проведенной антибактериальной 
терапии). Суммарно пациентка получала такой режим 
комбинированной терапии в течение 10 мес и внезапно 
умерла дома (возможно, от бактериальной инфекции) 
спустя 13 мес от момента прогрессирования заболева-
ния.

Клинический случай 2
Пациентка 62 лет с начальным диагнозом истинной 

полицитемии, которая впоследствии трансформирова-
лась в постполицитемический МФ, JAK2-V617F-пози-

тивный (DIPSS – риск промежуточный-1). В ходе лече-
ния истинной полицитемии больная в течение 20 лет 
получала гидроксикарбамид, интерферон-α, бусульфан 
и меркаптопурин. В течение последнего года до момента 
трансформации (август 2015 г.) проводилась терапия 
гидроксикарбамидом без должного эффекта (отсутст-
вие гематологического ответа). В момент прогрессии 
в БК у пациентки в костном мозге наблюдался бластоз 
до 77 % (в крови – 33 %), массивная спленомегалия (16 см 
ниже левой реберной дуги), нормальный кариотип, обна-
ружена мутация гена ASXL1, появились симптомы опу-
холевой интоксикации и гемотрансфузионная зависи-
мость (эритроцитсодержащие среды). В течении недели 
после верификации БК была инициирована индукцион-
ная терапия по схеме «7 + 3» (цитозар 200 мг/м2/день 
× 7 дней + идарубицин 12 мг/м2/день × 3 дня), которая 
оказалась неэффективна и осложнилась тяжелым сеп-
сисом (Pseudomonas aeruginosa). После разрешения ин-
фекционных осложнений и восстановления гемопоэза 
была начата комбинированная терапия малыми дозами 
цитозара (20 мг подкожно 2 раза в день в течение 5 дней, 
каждые 28 дней) и руксолитиниба (20 мг 2 раза в день, 
постоянный прием). Это привело к драматическому 
улучшению состояния: уменьшение интенсивности сим-
птомов опухолевой интоксикации, редукция размеров 
селезенки до 80 % (в сравнении с размерами на момент 
БК МФ), снижение гемотрансфузионной зависимости. 
В общей сложности больной было проведено 5 комбини-
рованных курсов терапии без осложнений с достижени-
ем стабилизации заболевания. Пациентка умерла спустя 
9 мес от даты развития БК от острой дыхательной не-
достаточности без прогрессирования основного заболева-
ния (в результате двусторонней внебольничной сегментар-
ной пневмонии неуточненной бактериальной этио логии).

Заключение
Представленные  клинические  случаи  продемон-

стрировали удовлетворительную переносимость и воз-
можность  применения  комбинированного  режима 
терапии руксолитинибом и малыми дозами цитозара 
или меркаптопурина у пациентов с БК МФ. Несмотря 
на малое количество наблюдений, этот режим терапии 
показал  обнадеживающие  результаты.  У  пациентов 
было зарегистрировано снижение интенсивности кон-
ституциональных симптомов и уменьшение размеров 
селезенки с возможностью достижения ответов с ми-
нимальными осложнениями и токсичностью. Мы пла-
нируем в дальнейшем применять этот комбинирован-
ный режим лечения.

Конфликт интересов: авторы заявляют об отсутст-
вии конфликта интересов.

Финансирование: исследование не имело спон сор-
ской поддержки.
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Фундаментальные исследования в практической медицине на современном этапе

Сравнительный анализ методов генотипирования минорных 
антигенов гистосовместимости

А. С. Вдовин1, А. М. Постовская1,2, Н. А. Быкова1, Д. С. Романюк1, А. Х. Алиева3, П. Р. Ефимова1,2,  
С. А. Шитиков2, У. Л. Джулакян1, Г. А. Ефимов1

1ФГБУ «Гематологический научный центр» Минздрава России; Россия, 125167, Москва, Новый Зыковский проезд, 4; 
2ФГБОУ ВПО «Московский государственный университет имени М. В. Ломоносова»;  

Россия, 119991, Москва, ул. Ленинские Горы, 1; 
3ФГБУН «Институт молекулярной генетики Российской академии наук»; Россия, 123182, Москва,  

площадь академика И. В. Курчатова, 2

Контакты: Григорий Александрович Ефимов grigory@efimov.info
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The wide range of techniques could be employed to find mismatches in minor histocompatibility antigens between transplant recipients and their 
donors. In the current study we compared three genotyping methods based on polymerase chain reaction (PCR) for four minor antigens. Three 
of the tested methods: allele-specific PCR, restriction fragment length polymorphism and real-time PCR with TaqMan probes demonstrated 
100% reliability when compared to Sanger sequencing for all of the studied polymorphisms. High resolution melting analysis was unsuitable for 
genotyping of one of the tested minor antigens (HA-1) as it has linked synonymous polymorphism. Obtained data could be used to select the 
strategy for large-scale clinical genotyping.

Keywords: minor histocompatibility antigen, single nucleotide polymorphism, allogeneic hematopoietic stem cells transplantation, genotyp-
ing, allelic discrimination

Введение
Аллогенная трансплантация гемопоэтических ство-

ловых клеток (алло-ТГСК) широко применяется для 
лечения гемобластозов. При алло-ТГСК клетки иммун-
ной системы пациента уничтожаются методом пред-
трансплантационного кондиционирования и заменя-
ются клетками иммунной системы донора [1]. Помимо 
восстановления кроветворения, трансплантация за счет 
иммунного ответа донорских Т-клеток против клеток 
хозяина приводит к элиминированию остаточных опу-
холевых клеток. Аллореактивность против злокачест-

венного клона получила название реакции «трансплан-
тат против опухоли» (РТПО). Однако зачастую в ходе 
посттрансплантационного иммунного ответа поража-
ются и здоровые ткани пациента (реакция «трансплан-
тат против хозяина», РТПХ). Оба эти эффекта имеют 
одинаковую природу и зависят от совместимости до-
нора и реципиента по главному комплексу гистосов-
местимости (Major Histocompatibility Complex, MHC) 
и  минорным  антигенам  гистосовмес тимости  (Minor 
Histocompatibility Antigens, MiHA). Главный комплекс 
гистосовместимости – группа поверхностных белков, 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чьей основной функцией является презентация вну-
триклеточных (MHC I класса) и внеклеточных (MHC 
II класса) антигенов Т-лимфоцитам. Гены, кодирующие 
эти белки (Human Leukocyte Antigen, HLA), высокопо-
лиморфны [2], т. е. полное совпадение по этим  генам 
у неродственных людей – редкое событие. В то же вре-
мя существенное различие по аллелям MHC при транс-
плантации  стволовых  клеток  крови  влечет  за  собой 
выраженную  и  потенциально  летальную  РТПХ  [3]. 
По этой причине были созданы специальные банки 
для подбора доноров, совместимых по аллелям MHC. 
Но даже полное совпадение по генам MHC не может 
полностью предотвратить аллореактивность. Впервые 
РТПХ  при  HLA-идентичной  ТГСК  была  описана 
в 1970 годы [4]. Мишени алллореактивных Т-клеток 
по лучили название Минорных антигенов. Потребова-
лось почти 20 лет, чтобы охарактеризовать MiHA на мо-
лекулярном уровне [5]. Выяснилось, что это пептиды, 
презентируемые  на  поверхности  клеток  реципиента 
в контексте общего с донором аллеля МНС. Тот факт, 
что они вызывают иммунный ответ, ука зывает на то, 
что они не были представлены в ходе не гативного от-
бора в тимусе донора.

Причина  существования  MiHA  –  полиморфизм 
человеческого генома [6]. Небольшие различия в бел-
ковых последовательностях между индивидуумами при-
водят к различным наборам пептидов, получающимся 
вследствие расщепления белков протеасомой, и в ко-
нечном итоге к разным наборам пептидов, представ-
ленным на поверхности клеток в МНС. Известно всего 
несколько MiHA, обусловленных структурными вари-
антами генома (делеция гена) [7], тогда как происхожде-
ние большинства MiHA вызвано присутствием однонук-
леотидных полиморфизмов (ОНП), благодаря которым 
два гомологичных пептида донора и реципиента отли-
чаются друг от друга лишь 1 аминокислотой [8]. Из-за 
диплоидности генома необходимыми условиями воз-
никновения MiHA являются гомозиготность донора 
по одному (неиммуногенному) аллелю и присутствие 
хотя  бы  одного  варианта  альтернативного  (иммуно-
генного) аллеля у донора. Количество таких комбина-
ций полиморфизмов в каждой паре донор–реципиент 
велико – более 3000 [9], однако не все потенциально 
иммуногенные  комбинации  приводят  к  появлению 
иммунного ответа на MiHA [10]. На сегодняшний день 
идентифицированы около 50 полиморфизмов, связан-
ных с MiHA, иммуногенность которых подтверждена 
экспериментально [8]. Различие, различие донора и ре-
ци пиента (пациента) по этим полиморфизмам указы-
вает на мишени аллореактивного ответа в данной паре 
донор–пациент, что позволяет изучить влияние кон-
кретных MiHA на РТПО и РТПХ.

Описание свойств MiHA позволит предсказывать 
уровень иммунного ответа при алло-ТГСК и своевре-
менно  корректировать  курс  лечения.  В  перспективе 
предсказание мишеней аллореактивности позволит се-
лективно модифицировать трансплантат [11].

Генотипирование полиморфизмов методом аллель-
специфичной ПЦР (АС-ПЦР) было описано для ми-
норных антигенов HA-1 [12], HA-2 [13] и HA-3 [14]. 
В  этом  методе  используются  два  прямых  праймера, 
комплементарных своим 3’-концом к одному или дру-
гому  аллельному  варианту  ОНП  гена  MiHA,  и  один 
общий обратный праймер. Одну и ту же пробу анали-
зируют в двух параллельных реакциях с помощью двух 
пар праймеров, затем результат ПЦР визуализируют 
при помощи гель-электрофореза. Аллельная дискри-
минация обеспечивается тем, что присоединение по-
лимеразой нуклеотидов к 3’-концу праймера проис-
ходит при полном связывании праймера на 3’-конце, 
т.  е.  при  полной  комплементарности  в  месте  ОНП. 
Однако на практике различие в один нуклеотид не всег-
да достаточно для обеспечения избирательного син-
теза  полимеразой,  что  может  затруднять  аллельную 
дискриминацию [15]. Еще одним фактором, важным 
для последующего клинического применения, явля-
ется возможность проведения анализа для максималь-
ного числа полиморфизмов  одновременно.  Одновре-
менного  типирования  нескольких  MiHA  методом 
АС-ПЦР существуют ограничения: так как специфич-
ность реакции амплификации достигается за счет того, 
что 3’-конец одного из праймеров приходится на це-
левой полиморфизм, число возможных вариантов прай-
меров сильно ограничено, соответственно, ограничены 
и свойства олигонуклеотидов. Вариант параллельного 
типирования на 10 аутосомных MiHA методом АС-ПЦР 
был опи сан ранее [16] (табл. 1).

В  данной  работе  мы  исследовали  применимость 
альтернативных методов генотипирования для однов-
ременного анализа MiHA-полиморфизмов.

Метод полиморфизма длины рестрикционных фраг-
ментов (ПДРФ) основан на способности эндонуклеаз 
рестрикции (рестриктаз) специфически узнавать опре-
деленные последовательности ДНК и расщеплять обе 
нити ДНК в месте или рядом с местом узнавания [17]. 
Для генотипирования ОНП должен находиться в сайте 
узнавания рестриктазы, при этом один из аллельных 
вариантов должен приводить к исчезновению сайта. 
Это  означает,  что  для  каждого  гена  MiHA  требуется 
подбирать свою рестриктазу. Аллельная дискримина-
ция проводится путем наработки фрагментов, содер-
жащих исследуемый ОНП, методом ПЦР и последу-
ющей  их  инкубации  со  специфичной  рестриктазой. 
Затем  длина  получившихся  продуктов  рестрикции 
анализируется агарозным гель-электорофорезом. Этот 
метод дешев и не требует синтеза специальных флуо-
ресцентных зондов, а существующее на сегодняшний 
день разнообразие эндонуклеаз рестрикции позволяет 
подобрать специфичные рестриктазы для почти лю-
бого полиморфизма.

Метод плавления в высоком разрешении (ПВР) ос-
нован на различии термостабильности двухцепочеч-
ных фрагментов ДНК с полностью комплементарны-
ми нитями и фрагментов с одним или несколькими 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неспаренными нуклеотидами. В качестве способа де-
текции используют интеркалирующие флуоресцентные 
красители, интенсивность свечения которых возраста-
ет на порядок при включении в образуемые двухцепо-
чечные фрагменты ДНК. За амплификацией исследу-
емого участка следуют постепенное нагревание проб 
и  регистрация  флуоресценции  в  реальном  времени. 
Ожидается, что образцы, в которых сформировались 
гетеродуплексы, раньше начнут денатурировать, образуя 
отдельные нити и высвобождая краситель, при этом 
из-за свойств красителя свечение в образце понижа-
ется.  По  результатам  серии  измерений  программой 
формируются кривые плавления двухцепочечных фраг-
ментов  [18,  19].  При  этом  различие  лишь  по  одному 
нуклеотиду при длине фрагмента до 300 пар оснований 
вносит достаточные изменения в форму кривой плав-
ления. Сравнивая кривые плавления контролей и образ-
цов, можно определить гетерозиготу и оба гомозигот-
ных варианта. Этот метод генотипирования образцов 
не  требует  дополнительных  манипуляций  (обработка 
рестриктазами, электрофоретический анализ).

Генотипирование ПЦР-РВ с использованием зондов 
TaqMan –метод, требующий специальных составных 
олигонуклеотидов – TaqMan-зондов, двумя концами 
конъюгированных с флуоресцентными красителями: 
сигнальным флуорофором на 5’-конце и гасящим флу-
орофором на 3’-конце. Спектр излучения сигнальной 
метки  совпадает  со  спектром  поглощения  гасителя, 

поэтому, когда обе молекулы связаны вместе олиго-
нуклеотидом, свет сигнальной молекулы поглощается 
гасящим флуорофором. В такой ПЦР-РВ используют-
ся четыре олигонуклеотида: два праймера для ампли-
фикации, фланкирующие область полиморфизма, и два 
аллель-специфичных TaqMan-зонда, связанные с дву-
мя различными красителями, детектируемыми в разных 
флуоресцентных каналах. Зонды отличаются на один 
нуклеотид и комплементарны участку, непосредствен-
но  окружающему  ОНП.  На  этапе  элонгации  в  ходе 
ПЦР  Taq-полимераза  с  5’-экзонуклеазной  активно-
стью, двигаясь от праймера, может наткнуться на зонд, 
связавшийся с этой же нитью в месте полиморфизма. 
В этом случае полимераза расщепляет этот зонд и сиг-
нальная метка разобщается с гасителем, в результате 
чего возникает флуоресцентный сигнал, который да-
лее нарастает за счет экспоненциального накопления 
продуктов  ПЦР  и,  соответственно,  возрастающего 
количества сайтов связывания и расщепления зондов. 
При  правильно  подобранной  температуре  реакции 
не полностью комплементарный зонд связывается ме-
нее стабильно, поэтому флуоресценция от другого кра-
сителя не наблюдается или ее рост значительно замед-
лен. В результате оба аллеля могут быть обнаружены 
в  ходе  одной  реакции  в  одной  пробирке  в  режиме 
ПЦР-РВ, что требует минимальных временных затрат. 
Зная соответствующий красителю TaqMan-зонда ал-
лель, можно по графикам роста флуоресценции раз-
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HA-1 rs1801284

0,404752

HMHA1 экзон 19

А Н VLHDDLLEA
HLA-

A*02:01

да

Миелоидная, 
лимфоидная

0,595248 G R VLRDDLLEA нет

0,404752 А Н KECVLHDDLL
HLA-

B*40:01

да

0,595248 G R KECVLRDDLL нет

НА-2 rs61739531
0,863019

MYO1G экзон 7
G V YIGEVLVSV

HLA-
A*02:01

да
Миелоидная, 
лимфоидная

0,136981 A М YIGEVLVSM нет

ACC-
1Y

rs1138357

0,352037

BCL2A1 экзон 15

A Y DYLQYVLQI
HLA-

A*24:02

да
Миелоидная, 
лимфоиднаяАСС-

1С
0,647963 G C DYLQCVLQI да

АСС-2 rs3826007
0,203474

BCL2A1 экзон 15
A D KEFEDDIINW

HLA-
B*44:03

да
Миелоидная, 
лимфоидная

0,796526 G G KEFEDGIINW нет

Примечания. Жирным шрифтом и подчеркиванием выделены вариантные аминокислоты.
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Фундаментальные исследования в практической медицине на современном этапе

делить тестируемые образцы на гомо- и гетерозиготы. 
Наглядно  разделить  аллели  можно,  если  построить 
двумерный график на основе данных флуоресценции 
для  обоих  красителей  с  одного  из  поздних  циклов 
ПЦР-РВ.

Для сравнительного исследования были выбраны 
следующие MiHA: НА-1, HA-2, АСС-1 и АСС-2. При 
выборе мы учитывали клиническую важность: соот-
ветствующие этим MiHA полиморфизмы часто встре-
чаются в популяции (следовательно, возникновение 
иммуногенной комбинации генотипов донора и реци-
пиента высоко вероятно). Аллели HLA, представляющие 
эти MiHA, также относятся к наиболее распространен-
ным (см. табл. 1), кроме того, ранее был разработан 
протокол АС-ПЦР для этих MiHA [16]. Помимо этого, 
данные MiHA специфичны для гемопоэтических клеток, 
что делает их перспективными с точки зрения разде-
ления эффектов РТПО и РТПХ. Так, для HA-1, HA-2 
и ACC-1 было по казано, что появление специфичных 
к ним Т-клеток предшествует ремиссии после инфу-
зии лимфоцитов донора [20, 21].

Материалы и методы
Выделение геномной ДНК.  Геномная  ДНК  была 

выделена из крови 10 здоровых доноров с помощью 
набора WizardGenomic DNA Purification Kit (Promega, 
США) согласно протоколу производителя.

Подготовка контрольных матриц.  Для  контроля 
всех  методов  анализа  ОНП  были  сконструированы 
плазмиды,  содержащие  фрагменты  геномной  ДНК 
с обоими аллельными вариантами исследуемых ОНП. 
Для этого с тотальной ДНК доноров, с помощью ре-
комбинантной полимеразы Pfu (Thermo Scientific, США) 
нарабатывались фрагменты ДНК, содержащие изучае-
мые ОНП. Полученные фрагменты очищались электро-
форетически в 1,5 % агарозном геле, для выделения 
ДНК из геля использовался Gene Jet Gel Extraction Kit 

(Thermo  Scientific,  США).  Фрагменты  лигировались 
в вектор pJET1.2 с помощью CloneJET PCR Cloning 
Kit (Thermo Scientific, США) по тупым концам. Ком-
петентные клетки штамма E. сoli штамма DH5α, по-
лученные кальциевым способом, трансформировали 
полученными  плазмидами  методом  теплового  шока. 
После отбора на селективном агаре колонии культи-
вировались ночь в инкубаторе при 37°С, затем плаз-
мидную ДНК выделяли с помощью GeneJET Plas mid 
Miniprep Kit (Thermo Scientific, США). Все получен-
ные контрольные матрицы были проверены секвени-
рованием по Сэнгеру (Евроген) [22].

АС-ПЦР. Условия амплификации искомых фраг-
ментов геномной ДНК методом аллель-специфичной 
ПЦР, состав смеси ПЦР и последовательности прай-
меров  (табл.  2)  с  небольшими  изменениями  были 
заимствованы из ранее опубликованной работы [16]. 
ПЦР-смесь содержала 80 нг геномной ДНК, 0,25 Ед. 
Taq-поли меразы (ThermoScientific, США), 0,01 % жела-
тина, 0,2 мM dNTP (ThermoScientific, США), по 0,5 мкM 
праймеров (Евроген, Россия), 1,5 мM MgCl

2
, 50 мM KCl, 

10 мM Tris-HCl (pH 8,3) и 6 % сахарозы (S7903, Sigma-
Aldrich, Германия). Для увеличения выхода ПЦР кон-
центрация  праймеров  для  HA-1  была  удвоена.  Кон-
центрация dNTP была снижена с 0,8 мМ до 0,2 мМ, 
поскольку исходная концентрация значительно пре-
вышала оптимальную и ингибировала реакцию. Цикл 
амплификации начинался с 2 мин при 94°C, затем 10 цик-
лов: 10 с на 94°C и 60 с на 65°C, далее 20 циклов про-
ходили  при  следующих  условиях:  10  с  на  94°C,  50  с 
на 61°C, 30 с на 72°C. Образцы были проанализирова-
ны при помощи электрофореза на 2 % агарозном геле.

Подбор праймеров для ПВР и TaqMan-ПЦР. Подбор 
праймеров,  фланкирующих  полиморфные  регионы 
(см.  табл.  2),  производился  с  использованием  про-
грамм Beacondesigner 7.0 и Primer 3 [23]. Во избежание 
попадания  праймеров  на  другие  ОНП,  для  каждого 

Таблица 2. Последовательности праймеров для аллель-специфичной полимеразной цепной реакции

MiHA
Аллельный вариант 

(вариантная  аминокислота) 
Прямой праймер Обратный праймер

HA-1 H CTTAAGGAGTGTGTGCTGCA
ACTCCTACACATCCCTCAGA

HA-1 R CTTAAGGAGTGTGTGTTGCG

HA-2 V
ACAGTCTCTGAGTGGCTCAG

GCTCCTGGTAGGGGTTCAC

HA-2 M GCTCCTGGTAGGGGTTCAT

ACC-1 Y
CATTGCCTCAACAGCTTCAAG

GGTTGTGGTATCTGTAGGGCGT

ACC-1 C GGTTGTGGTATCTGTAGGGCGC

ACC-2 D GATGGAAAAGGAGTTTGAAGGCGA
CAGCCTCCGTTTTGCCTTATC

ACC-2 G GATGGAAAAGGAGTTTGAAGGCGG

Примечание. Приведены 5’–3’-последовательности олигонуклеотидов. Жирным шрифтом выделены аллель-специфичные нуклеотиды 
на 3’-конце, подчеркиванием – дополнительные замены, внесенные для увеличения специфичности полимеразной цепной реакции.
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Фундаментальные исследования в практической медицине на современном этапе

ОНП были взяты фланкирующие нуклеотидные по-
следовательности  из  генома  человека  версии  hg38 
(UCSCGenomeBrowser – http://hgdown  load.soe.ucsc.edu/ 
goldenPath/hg38/database/), на которых отмечались ва-
рианты нуклеотидных полиморфизмов  из базы данных 
dbSNP версии 142 (ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/snp/database), 
встречающиеся более чем в 1 % человеческой популя-
ции. Проверка на специфичность подоб ранных прайме-
ров к исследуемым областям генома проводилась с по-
мощью ресурса Primer-Blast, NCBI.

ПДРФ. Фрагменты, содержащие исследуемые ОНП, 
амплифицировались с помощью ПЦР. В реакционную 
смесь входили 1,5 мМ MgCl

2
, 200 мкМ dNTP, 0,5 мкМ 

прямого праймера, 0,5 мкМ обратного праймера, Taq-
полимераза (Thermoscientific, США), буфер для Taq-
по лимеразы  с  KCl  (ThermoScientiffic,  США)  и  10  нг 
геномной ДНК. Контрольные пробы содержали 0,5 нг 
контрольной матрицы. ПЦР проходила при следующих 
температурных условиях: 95 °С – 5 мин, 30 циклов; 95 °С – 
30 сек, 60 °С – 30 сек, 72 °С – 8 сек, 72 °С – 5 мин.

После завершения реакции амплификации непо-
средственно в ПЦР-смесь добавляли соответствующие 
эндонуклеазы: для HA1 и HA2 – 2 Ед. FatI (СибЭнзим, 
Россия), ACC1 – 10 Ед. RsaI (СибЭнзим, Россия), ACC2 – 
10 Ед. SfaNI (СибЭнзим, Россия). Рестрикция прохо-
дила в течение 30 минут при 37°С. Получившиеся фраг-
менты  разделялись  в  10 %  полиакриламидном  геле, 
приготовленном на однократном TBE буфере. Для ви-
зуализации гель помещали в раствор бромистого эти дия 
(0,5 мкг/мл) и инкубировали, перемешивая, 15 минут. 
Анализ аллельных вариантов проводили по наличию 
фрагментов ДНК определенной длины (табл. 3).

ПЦР-РВ с использованием технологии TaqMan. Для 
амплификации фрагментов геномной ДНК, содержа-
щих  изучаемые  полиморфизмы,  методом  ПЦР-РВ 
использовались  подобранные,  как  описано  выше, 
праймеры, приведенные в таблице 4. Подбор TaqMan-

зондов,  комплементарных  полиморфному  региону, 
про изводился с использованием программ Beacon De-
signer 7.0 и Primer3 [23]. Использовались флуоресцент-
ные красители – FAM и HEX и гаситель флуоресцен-
ции BHQ1.

Список  использованных  флуоресцентных  зон-
дов (выделен нуклеотид, комплементарный соответ-
ствующему полиморфизму):

НА1-G: 5’ – FAM-TGGCTCTCACCGTCACGCAA-
CACA-BHQ1-3’

НА1-A: 5’ – HEX-TGGCTCTCACCGTCATGCAA-
CACA-BHQ1-3’

НА2-C: 5’ – FAM- TGGTGTCCGTGAACCCCTAC 
BHQ1-3’

НА2-T: 5’ – HEX- TGGTGTCCATGAACCCCTAC-
BHQ1-3’

АСС1-С: 5’ – FAM–CTATCTGCAGTGCGTCCTA-
CAGA-BHQ1-3’

АСС1-Т: 5’ – HEX–CTATCTGCAGTACGTCCTA-
CAGA-BHQ1-3’

АСС2-С: 5’ – FAM-AGTTTGAAGACGGCATCAT-
TAACTGG-BHQ1-3’

АСС2-Т: 5’ – HEX- AGTTTGAAGACGACATCAT-
TAACTGG -BHQ1-3’.

ПЦР-РВ  проводили  на  приборе  CFX96  (BioRad, 
США). В состав 25 мкл реакционной смеси входили 
10 нг ДНК, по 400 нМ прямого и обратного прайме-
ров, по 100 нМ каждого из двух зондов, qPCRmix-HS 
(Евро ген, Россия), содержащий HSTaq ДНК-полиме-
разу, смесь нуклеотидтрифосфатов, Mg2+ и реакцион-
ный  буфер.  Каждый  образец  анализировался  в  трех 
повторностях. Цикл амплификации начинался с 60 сек 
при 50°C, затем 300 сек – 95°C, далее 40 циклов: 95°C – 
10 сек, 62,5°C – 20 сек, 72°C – 30 сек. Аллельная дис-
криминация  ОНП  производилась  при  помощи  про-
граммного обеспечения BioRad CFXManager 3.1.

Метод ПВР. Для  амплификации  фрагментов  ге-
номной ДНК, содержащих изучаемые полиморфизмы, 
методом  ПВР  использовались  праймеры  (таблица  4), 
подобранные и проанализированные с использовани-
ем алгоритма программы Primer3 [23]. Размер ампли-
фицируемого фрагмента составлял 80–100 пар нукле-
отидов  и  включал  в  себя  полиморфизм.  Реакция 
ПЦР-РВ проводилась в смеси Precision Melt Supermix 
(Bio-Rad, США) при рекомендованных производите-
лем условиях, после чего снималась кривая плавления 
полученного продукта. Кривые плавления были про-
анализированы при помощи программного обеспече-
ния Precision Melt Analysis (Bio-Rad, США), присутст-
вие  аллельных  вариантов  в  пробах  определялось 
по кластеризации кривых плавления образцов с кри-
выми, полученными на контрольных матрицах.

Cеквенирование по Сэнгеру
ПЦР-амплификация кодирующих MiHA участков 

проводилась Phusion High-Fidelity ДНК-полимеразой 
(Thermo Scientific, США).

Таблица 3. Длина фрагментов при типировании методом полимор-
физма длины рестрикционных фрагментов

MiHA Аллель Рестриктаза
Наличие сайта 

рестрикции

Длина фрагментов 
с учетом липких 

концов п. н. 

HA1
A

FatI

+ 85 и 54

G - 135

HA2
G - 135

A + 100 и 39

ACC1
A

RsaI
+ 47 и 69

G - 116

ACC2
A

SfaNI
- 126

G + 70 и 60
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Фундаментальные исследования в практической медицине на современном этапе

Плазмиды pJET и продукты ПЦР секвенировались 
в компании «Евроген» (Москва).

Для амплификации исследуемого фрагмента и его 
секвенирования применялись те же праймеры, что и для 
ПЦР-РВ. Для секвенирования плазмиды pJET приме-
нялись универсальные праймеры для этой плазмиды 
(«Евроген», Россия): прямой праймер pJET – CGACT-
CACTATAGGGAGAGCGGC,  обратный  праймер  – 
AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG.

Результаты секвенирования анализировались с по-
мощью  программного  обеспечения  CLC  Genomics 
Work bench (QIAGEN, Германия) и Geneious Pro (Bio-
matters, Новая Зеландия).

Результаты и обсуждение
Образцы ДНК от 10 доноров были протипирова-

ны с использованием 5 методов. Результаты АС-ПЦР 
(рис. 1), ПДРФ (рис. 2), ПЦР-РВ с использованием 
зондов TaqMan (рис. 3) и секвенирования по Сэнгеру 
совпали (табл. 5).

Секвенирование по Сэнгеру выступало в данном 
случае как контроль качества типирования. Получен-
ные результаты говорят о надежности указанных ме-
тодов. Выбор между ними зависит от области приме-
нения типирования по MiHA, которая, в свою очередь, 
определяет оптимальное сочетание временных и фи-
нансовых затрат, простоты и прочих параметров.

АС-ПЦР  и  ПДРФ  –  наиболее  дешевые  из  всех 
описанных методов, однако они проигрывают по по-
казателю затрачиваемого на анализ времени. В обоих 
случаях для получения конечного результата требуется 
разделение продуктов ПЦР при помощи электрофо-
реза. АС-ПЦР осложняется тем, что на каждый обра-
зец требуется ставить 2 реакции. Кроме того, посколь-
ку один из праймеров для АС-ПЦР строго привязан 
к полиморфизму, это осложняет подбор условий для 
унифицированного типирования одновременно боль-
шой панели MiHA. Этот метод обычно применяется 
для определения аллельных вариантов при исследова-
нии отдельных MiHA, но не подходит для масштаб-

Таблица 4. Последовательности праймеров, использованных для генотипирования (в направлении 5’–3’)

MiHA
Ал-
лель

Прямой праймер Обратный праймер
Фрагмент, 

п. н.
Метод

HA-1

H CTTAAGGAGTGTGTGCTGCA
ACTCCTACACATCCCTCAGA 190 АС-ПЦР

R CTTAAGGAGTGTGTGTTGCG

H, R GTCGTCGAGGACATCTCCC TCTGGCTCTGTCTTCCACC 135
TaqMan ПЦР, ПДРФ, сек-
венирование по Сэнгеру

H, R GCTGAGGGCCTTGAGAAACT CTTGGGTCTGGCTCTGTCTT 96 ПВР

НА-2

V
ACAGTCTCTGAGTGGCTCAG

GCTCCTGGTAGGGGTTCAC
271 АС-ПЦР

M GCTCCTGGTAGGGGTTCAT

V, M CACAGCATAGAGATGGGGTG CGCATCTACACCTACATCGG 135
TaqMan ПЦР, ПДРФ, сек-
венирование по Сэнгеру

V, M AGGGGCAGCTCCTGGTAG TGTGTCCAGGTTCGAGAAGG 84 ПВР

ACC-1

Y
CATTGCCTCAACAGCTTCAAG

GGTTGTGGTATCTGTAGGGCGT
137 АС-ПЦР

С GGTTGTGGTATCTGTAGGGCGC

Y, C CCACCAGGCAGAAGATGACA GGACGTTTTGCTTGGACCTG 116
TaqMan ПЦР, ПДРФ, сек-
венирование по Сэнгеру

Y, C AGCACTCTGGACGTTTTGCT CAGGCTGGCTCAGGACTATC 81 ПВР

АСС-2

D GATGGAAAAGGAGTTTGAAGGCGA
CAGCCTCCGTTTTGCCTTATC 197 АС-ПЦР

G GATGGAAAAGGAGTTTGAAGGCGG

D, G CGTAGACACTGCCAGAACACTATT
CGTAGAAGTTTCTT 

GATGAGAATACCTTC
126

TaqMan ПЦР, ПДРФ, сек-
венирование по Сэнгеру

D, G CCGTAGACACTGCCAGAACA TGGTTACAATTCTTCCCCAGT 87 ПВР

Примечание. ПЦР – полимеразная цепная реакция, АС-ПЦР – аллель-специфичная полимеразная цепная реакция, ПДРФ – полиморфизм 
длины рестрикционных фрагментов. Подчеркиванием отмечены аллель-специфичные нуклеотиды.
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Фундаментальные исследования в практической медицине на современном этапе

Рис. 2. Типирование образцов ДНК при помощи анализа полиморфизма 
длины рестрикционных фрагментов

Рис. 1. Типирование образцов ДНК при помощи аллель-специфичной 
полимеразной цепной реакции

ного типирования, что потенциально востребовано 
в клинике.

ПДРФ  помимо  электрофоретического  анализа 
включает еще одну дополнительную стадию – реак-
цию рестрикции. При типировании панелей MiHA 
возникает  необходимость  использования  большого 
набора эндонуклеаз, что не только увеличивает время 
анализа, но и повышает вероятность ошибки. Кроме 
того, для эффективной работы некоторых рестриктаз 
может потребоваться этап очистки ДНК после ампли-
фикации и/или большее время инкубации. Необходи-
мость  электрофоретического  анализа  для  АС-ПЦР 
и ПДРФ также создает угрозу контаминации рабочего 
пространства и реагентов продуктами ПЦР, особенно 

при регулярном проведении типирования, что может 
послужить причиной ложно-положительных резуль-
татов.

Метод  ПЦР-РВ  с  использованием  флуоресцент-
ных  зондов  TaqMan  требует  минимальных  затрат 
по времени и позволяет получить результат типирова-
ния  сразу  после  проведения  ПЦР.  После  отработки 
условий этот метод возможно масштабировать для ти-
пирования большого числа доноров на целые панели 
MiHA.  Ограничением  является  лишь  относительно 
большая стоимость реагентов.

Метод анализа кривых плавления показал надеж-
ные результаты только для 3 из 4 исследуемых MiHA: 
HA-2, ACC-1 и ACC-2. В случае HA-1 обработка ре-
зультатов  позволяет  отличить  только  гомозиготные 
образцы  от  гетерозиготных  (рис.  4).  Для  всех  MiHA 
в изучаемом полиморфизме пара G/C в одном аллель-
ном варианте заменяется на A/T в другом. Такие заме-
ны  являются  наиболее  распространенными  среди 
ОНП, и обычно разница в энергии связывания между 
ними  позволяет  детектировать  изменения  в  кривых 
плавления.

Более редкие замены G/C на C/G и A/T на T/A 
определить гораздо труднее, и это не всегда удается. 
Для полиморфизма rs3764653, дающего начало анти-
гену HA-1, ситуация осложняется еще и тем, что всего 
в 3 нуклеотидах от него находится сцепленный поли-
морфизм rs1801284, таким образом, замена G/C на A/T 
в rs3764653 всегда сопровождается заменой Т/A на С/G 
в rs1801284, что не дает значительного изменения 
в  энергии  связывания.  Тем  не  менее  такой  случай 
не относится к числу распространенных, и метод ПВР 
может  применяться  для  типирования  других  MiHA. 
Это важно, поскольку по скорости анализа и простоте 
он практически не уступает ПЦР-РВ и при этом более 
экономически выгодный.

Заключение
Основное  внимание  при  выборе  оптимального 

метода следует уделить таким параметрам, как затра-
чиваемое на анализ время, стоимость анализа и воз-
можность масштабирования для большого числа па-
циентов и изучаемых полиморфизмов. Экономически 
самые выгодные – АС-ПЦР и ПДРФ. Однако, если 
перед исследователем стоит задача массового и регу-
лярного  генотипирования  больших  объемов  образ-
цов, более перспективными представляются методы, 
не тре бующие дополнительных манипуляций после 
проведения ПЦР. Метод ПВР показал свою эффек-
тивность для 3 из 4 изучаемых полиморфизмов. Не-
применимость ПВР для типирования HA-1 обусловле-
на особенностя ми строения участка ДНК, а именно 
наличием близлежащего сцепленного полиморфиз-
ма. Метод ПЦР-РВ сочетает в себе универсальность 
и быстроту получения результатов, ограничением для 
его применения является лишь его относительно вы-
сокая стоимость.
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Рис. 3. Аллельная дискриминация образцов ДНК методом полимеразной цепной реакции в реальном времени с использованием зондов TaqMan: HA-1 (а), 
HA-2 (б), ACC-1 (в), ACC-2 (г). По осям X и Y отложена флуоресценция в каналах FAM и HEX. Различными значками обозначены кластеризующиеся 
по уровню флуоресценции образцы
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Рис. 4. Типирование образцов ДНК при помощи метода плавления в высоком разрешении: HA-1 (а), HA-2 (б), ACC-1 (в), ACC-2 (г). Приведены 
графики скорости изменения интенсивности флуоресценции от температуры. Различными цветами обозначены кластеризующиеся образцы
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Таблица 5.Сводная таблица результатов типирования

Донор MiHA
Метод типирования

АС-ПЦР ПДРФ ПВР TaqMan Секвенирование по Сэнгеру

1

HA-1 G/G G/G G/G или A/A G/G G/G

HA-2 G/G G/G G/G G/G G/G

ACC-1 G/G G/G G/G G/G G/G

ACC-2 G/G G/G G/G G/G G/G

2

HA-1 G/A G/A G/A G/A G/A

HA-2 G/G G/G G/G G/G G/G

ACC-1 A/A A/A A/A A/A A/A

ACC-2 A/A A/A A/A A/A A/A

3

HA-1 G/G G/G G/G или A/A G/G G/G

HA-2 G/A G/A G/A G/A G/A

ACC-1 G/G G/G G/G G/G G/G

ACC-2 G/G G/G G/G G/G G/G

4

HA-1 G/A G/A G/A G/A G/A

HA-2 G/A G/A G/A G/A G/A

ACC-1 G/A G/A G/A G/A G/A

ACC-2 G/A G/A G/A G/A G/A

5

HA-1 G/A G/A G/A G/A G/A

HA-2 G/A G/A G/A G/A G/A

ACC-1 G/A G/A G/A G/A G/A

ACC-2 G/A G/A G/A G/A G/A

6

HA-1 G/A G/A G/A G/A G/A

HA-2 G/G G/G G/G G/G G/G

ACC-1 G/G G/G G/G G/G G/G

ACC-2 G/G G/G G/G G/G G/G

7

HA-1 A/A A/A G/G или A/A A/A A/A

HA-2 A/A A/A A/A A/A A/A

ACC-1 G/G G/G G/G G/G G/G

ACC-2 G/G G/G G/G G/G G/G

8

HA-1 G/A G/A G/A G/A G/A

HA-2 G/G G/G G/G G/G G/G

ACC-1 G/A G/A G/A G/A G/A

ACC-2 G/A G/A G/A G/A G/A

9

HA-1 G/A G/A G/A G/A G/A

HA-2 A/A A/A A/A A/A A/A

ACC-1 G/G G/G G/G G/G G/G

ACC-2 G/G G/G G/G G/G G/G

10

HA-1 G/A G/A G/A G/A G/A

HA-2 G/G G/G G/G G/G G/G

ACC-1 G/G G/G G/G G/G G/G

ACC-2 G/G G/G G/G G/G G/G
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Приглашение к обсуждению

Клинические исследования – что это такое и каково их значение  
в развитии медицинской науки

Очевидно, что главная цель клинических исследований (КИ) новых препаратов (и целых лечеб-
ных протоколов) состоит в том, чтобы определить их безопасность и эффективность, выявить 
вероятные побочные действия для пациентов и возможности их избежать. Только когда на эти 
вопросы будут получены убедительные и всесторонне доказанные ответы, лекарство разрешат 
к применению и официально зарегистрируют.

Клиническая оценка любых средств лечения с участием людей – это завершающий этап долго-
го пути препарата из  теории в  практику. Сам факт необходимости организации КИ вызывает 
противоречивое отношение широкой медицинской общественности, в частности потому, что по-
нимание необходимости их непростой и дорогой организации, высокие требования к выполне-
нию вызывают скептицизм и желание избежать участия в этой форме работы. Помимо прочего, 
КИ уделяется очевидно мало внимания со стороны организаторов здравоохранения, хотя созда-
ются различные приказы, но к КИ не привлекают студентов, участие в них не входит в подготов-
ку ординаторов, даже среди давно утвердившихся в профессии специалистов культура прове-
дения КИ завоевывает свои позиции в  широкой практике очень медленно. Возможно, это 
результат неумения усвоить новые принципы взаимоотношений в научно-практической меди-
цине, принять обязательные постулаты, свойственные этой дисциплине  – строго соблюдать 
правила выполнения, уметь правильно сформулировать происходящие с пациентом события, 
соблюдать временные параметры лечебных мероприятий. Исследования у  детей вызывают 
особенно много вопросов, и даже многим врачам, не говоря уже о родителях больного ребенка, 
бывает трудно согласиться на участие в исследовании, посвященном оценке свойств неапроби-
рованного препарата.

Учитывая исключительную важность этой проблемы, журнал планирует публикацию материалов 
о КИ с надеждой, что эта информация постепенно достигнет того уровня понимания, которое 
поможет быстрее добиться появления новых качественных препаратов в арсенале современной 
медицины.

ОТ РЕДАКЦИИ
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Теория и практика клинических исследований  
в онкологии и гематологии
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В эпоху доказательной медицины основным поводом для адаптации новых методов лечения являются результаты клинических 
исследований. Однако проведение клинических исследований давно превратились в отдельную область знаний, зачастую малоиз-
вестную клиницистам, что не позволяет им адекватно интерпретировать результаты исследований. В статье изложены ос-
новные принципы проведения и интерпретации клинических исследований в гематологии и онкологии.

Ключевые слова: клинические исследования, онкология, гематология, фазы клинических исследований, статистическая значи-
мость, статистическая сила
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Theory and practice of clinical trials in oncology and hematology

N. V. Zhukov1, 2

1 Federal Research Center of Pediatric Hematology, Oncology and Immunology named after Dmitry Rogachev;  
1 Samory Mashela str., Moscow, 117997, Russia; 

2 Pirogov Russian National Research Medical University; 1 Ostrovitianov str., Moscow, 117997, Russia

In the era of evidence-based medicine the main reason for the implementation of new treatment methods are the results of clinical trials. 
However, clinical trials is a separate area of knowledge, which is often little known to clinicians, that does not allow them to adequately in-
terpret the results of studies. The article describes the basic principles for the conduct and interpretation of clinical trials in hematology and 
oncology.

Key words: clinical studies, oncology, hematology, clinical trial phase, statistical significance, statistical power.

Уже давно в своей практической деятельности вра-
чи  опираются  не  столько  на  субъективный  личный 
опыт, сколько на результатыклинических исследова-
ний. Однако, что и как «извлекает» врач из результатов 
исследования,  зависит  от  того,  насколько  точно  он 
представляет механизм их получения. В связи с этим 
освещение базовых понятий, касающихся проведения 
и интерпретации результатов клинических исследова-
ний, представляется крайне актуальным.

Проспективные и ретроспективные исследования
В  «иерархии»  системы  доказательств  ретроспек-

тивные исследования занимают невысокое место, что 
обусловлено рядом факторов, повышающих риск по-
лучения в них ошибочных заключений. Безусловно, 
при наличии данных ретроспективного и проспектив-
ного исследования, посвященных одному и тому же 
вопросу, предпочтение почти всегда будет отдано по-
следнему. Однако место для ретроспективных иссле-
дований имеется и по сей день. Более того, подобные 
исследования могут принести большую пользу – во-

прос лишь в правильной организации и интерпрета-
ции их данных. «В защиту» возможности проведения 
адекватных ретроспективных исследований хотелось 
бы отметить, что согласно современным рекоменда-
циям наибольшим уровнем доказательности обладают 
метаанализы, предусматривающие суммацию данных 
нескольких проспективных рандомизированных ис-
следований. Однако по сути сами метаанализы явля-
ются исследованиями ретроспективными, так как ана-
лизируют уже полученные ранее результаты.

Для России, где из-за скудности финансовой базы 
и постоянно меняющихся условий финансирования 
здравоохранения клинические исследования в области 
онкологии и гематологии до сих пор в основном ре-
троспективные, это имеет принципиальное значение. 
Для большинства молодых (и не очень) специалистов 
добывание архивных данных является единственной 
возможностью  написания  диссертации  или  статьи. 
В ряде случаев ретроспективный формат оказывается 
практически неизбежным (по крайней мере на началь-
ных этапах изучения проблемы), например при редких 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заболеваниях или редких клинических ситуациях (ре-
цидивы опухолей с высокой частотой инициального 
излечения – лимфома Ходжкина, острый лимфобласт-
ный лейкоз, саркомы костей; высоко «гетерогенные» 
или редкие нозологии – мягкотканые саркомы, опу-
холи раннего детского возраста и др.).

В связи с этим, если все же выбран формат ретро-
спективного исследования, основная задача состоит 
в том, чтобы сделать его именно исследованием, экс-
периментом  с  заранее  обговоренными  правилами, 
для того, чтобы максимально снизить влияние субъ-
ективных факторов на результаты.

Как в проспективных, так и в адекватно органи-
зованных  ретроспективных  исследованиях  «правила 
игры» должны оговариваться заранее, а не после под-
счета собранных данных. За какой срок анализируется 
материал, по каким принципам он отбирается, какие 
данные  извлекаются  для  анализа,  какими  методами 
они анализируются и т. д. – все это определяется перед 
началом исследования и вольным изменениям не под-
лежит.  Соблюдение  этих  правил  позволяет  значимо 
уменьшить шанс получения неправильных результатов, 
при несоблюдении – и проспективное исследование 
вряд  ли  будет  источником  адекватной  информации. 
Однако ретроспективный формат исследования все же 
сопряжен с гораздо большим риском «добросовестно-
го заблуждения». Основным отличием ретроспектив-
ных исследований является то, что на момент начала 
оцениваемое в них событие уже свершилось: ремиссии 
уже достигнуты (или не достигнуты), прогрессирова-
ние случилось (или не случилось), побочные эффекты 
зафиксированы и т. д. В этом кроется основной недо-
статок  ретроспективных  исследований:  назначение 
лечения, стадирование, наблюдение за пациентом не 
подконтрольны исследователю и возможность оценки 
этих данных ограничена (даже по хорошо организо-
ванным  регистрам).  Исследователь  может  повлиять 
лишь на адекватность переноса информации из пер-
вичной документации в свою базу данных, на метод 
статистического анализа, но на адекватность отражения 
проведенного  лечения  в  первичной  документации, 
на  выбор  тактики  лечения  или  объем  обследования 
влиять не может. В рутинной практике (являющейся 
основой для анализа в ретроспективных исследованиях) 
выбор лечения обычно осуществляется на основании 
субъективной оценки прогноза пациента конкретным 
врачом,  а  спектр  диагностических  мероприятий  для 
оценки эффективности лечения или токсичности мо-
жет значительно варьировать от пациента к пациенту. 
В этом и кроются причины «добросовестных ошибок». 
Так,  например,  если  в  результате  ретроспективного 
анализа было выявлено, что больные, получавшие те-
рапию с четким соблюдением «тайминга» (больные, 
которым удалось своевременно провести трансплан-
тацию, выполнить весь запланированный объем лече-
ния и т. д.), имели лучшую выживаемость, чем те, у кого 
это не удалось, не торопитесь делать выводы. Сначала 

задумайтесь, почему при формально одинаковом ди-
агнозе и стадии у одних больных выдержана интенсив-
ность терапии, а у других – нет. Вполне возможно, что 
агрессивную терапию выдерживали пациенты с мень-
шей распространенностью и агрессивностью болезни 
(в  рамках  формально  одинаковой  стадии  и  общего 
состояния). И именно этим, а не соблюдением «тай-
минга» или проведением трансплантации обусловле-
ны  лучшие  результаты  лечения.  Возможно  и  обрат-
ное – соблюдение «тайминга» действительно оказало 
положительное влияние на результаты лечения. К со-
жалению, эти вопросы не могут быть сняты в рамках 
даже самого хорошо организованного ретроспектив-
ного  исследования.  Тем  не  менее  это  исследование 
может (и должно) быть использовано в качестве от-
правной точки для проведения исследования проспек-
тивного  (генерация  идеи).  И,  если  задуматься,  так 
происходит  очень  часто:  идеи  по  организации  про-
спективных исследований в новых, ранее не исследо-
вавшихся областях не берутся из воздуха, а основаны 
на анализе ранее полученных данных.

Однако в дальнейшем мы все же сосредоточимся 
на  проспективных  исследованиях,  так  как  именно 
с  ними  чаще  приходится  встречаться  в  зарубежной 
литературе и рекомендациях, на которые мы ориенти-
руемся. И именно благодаря проспективным клини-
ческим исследованиям в нашей практике появляются 
новые эффективные препараты и методики.

Фазы исследований
Фазы исследования – это то, что очень часто ука-

зывают в заголовках статей, но редко понимают врачи-
клиницисты. В большей степени это интересно орга-
низаторам клинических исследований, регулирующим 
организациям,  однако  и  для  практикующего  врача 
«фаза» потенциально несет много интересной инфор-
мации – прежде всего о том, насколько можно адап-
тировать полученные результаты в практической дея-
тельности.

Исследования I фазы
Исследования  данного  типа  являются  наиболее 

ответственными и «ресурсоемкими», так как представ-
ляют  собой  первый  опыт  использования  препарата 
или методики на людях. Исследование предполагает 
сверхтщательное наблюдение (для выявления любых 
побочных эффектов) и готовность бороться с неожи-
данными  (непривычными)  побочными  эффектами 
лечения. Именно поэтому большинство исследований 
I фазы зарубежные фармкомпании предпочитают про-
водить  в  «своих»  странах.  В  России  проходят  лишь 
единичные исследования I фазы зарубежных препара-
тов. Однако сейчас свои инновационные препараты 
начинают создавать и отечественные производители, 
поэтому у ряда клиник существует реальный шанс по-
участвовать в подобных исследованиях. Особенно это 
касается клиник педиатрических, так как современ-
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ные правила предусматривают «повторную» регистра-
цию препарата у несовершеннолетних с прохождени-
ем ранних фаз исследований.

Задачей I фазы является определение переносимо-
сти, а также отработка дозы и режима введения ново-
го препарата для использованияв дальнейших иссле-
дованиях. В большинстве областей медицины I фазу 
исследований  проводят  на  здоровых  добровольцах, 
однако по понятным причинам в онкологии это не-
возможно,  и  в  «онкологической»  I  фазе  принимают 
участие только пациенты.

Эффективность лечения никогда не является пер-
вичной целью исследования I фазы. Безусловно, до-
стижение противоопухолевого эффекта – желанный 
результат, однако дизайн исследования разрабатыва-
ется  для  оценки  переносимости,  фармакокинетики, 
фармакодинамики  препарата,  а  не  эффективности. 
В связи с этим исследования I фазы обычно не пред-
усматривают включения больных с каким-либо опреде-
ленным видом опухоли (подразумевается, что больные 
с любым видом опухоли переносят лечение одинаково 
и «подходят» для основных задач исследования).

Отбор в исследование ведется с учетом того, что 
эффективность и токсичность нового препарата лишь 
предположительные  (на  основании  исследований 
на животных). С этической точки зрения в исследова-
ния  I  фазы  включают  только  больных,  не  имеющих 
шансов на достижение клинически значимого противо-
опухолевого эффекта при использовании стандартной 
терапии, доступной в настоящее время. Альтернати-
вой  для  них  служит  проведение  симптоматического 
лечения и/или эмпирической терапии с использова-
нием доступных препаратов, не входящих в стандарты 
лечения. С учетом этих особенностей контингента боль-
ных, включаемых в исследования I фазы, шанс на до-
стижение у них противоопухолевого эффекта невелик, 
однако такая возможность все же существует. Это эти-
чески оправдывает проведение подобных исследований. 
Более того, ряд препаратов действительно изменили 
судьбу пациентов, принявших участие в исследовани-
ях I фазы, – многие больные с герминогенными опу-
холями,  впервые  получившие  цисплатин,  больные 
ХМЛ, впервые получившие иматиниб, и больные ме-
ланомой, получившие ипилимумаб, были излечены. 
А все пациенты, находившиеся в это время в схожей 
клинической ситуации, но не попавшие в исследова-
ния, погибли, так как эти заболевания были абсолют-
но фатальны на тот момент.

Существует и второе условие, без соблюдения ко-
торого проведение исследований I фазы стало бы бес-
смысленным.  Несмотря  на  отсутствие  терапевтиче-
ских перспектив, у больных должна быть сохранены 
функции основных органов и систем, что необходимо 
для  адекватной  переносимости  лечения.  В  случае 
включения больных, имеющих серьезные нарушения 
функции органов, выбранная для последующих иссле-
дований доза, скорее всего, будет неадекватно низкой, 

что  может  послужить  поводом  для  признания  не-
эффективным препарата, который при применении 
в  адекватных  дозах  мог  бы  оказаться  клинически 
успешным.

«Классические» исследования I фазы в онкологии 
предусматривают начало с очень малой дозы препара-
та, от которой по опыту предклинических испытаний 
не ожидается развития серьезной токсичности ни у од-
ного пациента. По ходу исследования доза увеличива-
ется от одной когорты пациентов к другой по заранее 
запланированной  ступенчатой  методике.  Эскалация 
до следующего дозового уровня происходит, если во всей 
исследуемой когорте не отмечено дозолимитирующей 
токсичности (ДЛТ). Последний уровень, при котором 
не было отмечено ДЛТ, рекомендуется для использо-
вания в дальнейших испытаниях.

В связи с развитием целевой (таргетной) терапии 
стали  проводиться  и  так  называемые  исследования 
IB фазы. Кроме стандартных задач классического ис-
следования I фазы, они при этом дополнительно изуча-
ют  взаимосвязь  между  дозой  препарата  и  развитием 
основного  биологического  эффекта,  например  эф-
фективность блокады рецепторов или связи антител 
с антигеном-мишенью. Необходимость подобных ис-
следований обусловлена тем, что эффективность и ток-
сичность  многих  таргетных  препаратов  в  меньшей 
степени связана с дозой, чем это характерно для цито-
статиков. Дополнительная информация, получаемая 
в исследованиях этого типа, позволяет частично ре-
шить эту проблему. Например, если при достижении 
ДЛТ удается добиться лишь минимального желатель-
ного биологического эффекта (блокада 5 % целевых 
рецепторов и т. д.), то ожидать клинического эффекта 
в последующих исследованиях, скорее всего, беспер-
спективно. Или, наоборот, длительная блокада 100 % 
целевых рецепторов может свидетельствовать об от-
сутствии  необходимости  эскалации  дозы,  несмотря 
на то, что ДЛТ не достигнута.

Исследования II фазы
В отличие от исследований I фазы, основная цель 

которых– отработка дозы и режима, исследования II фа-
зы  направлены  уже  на  определение  эффективности 
терапии при конкретных типах злокачественных но-
вообразований. В связи с этим в исследования II фазы 
больные включаются «по диагнозу», т. е. исследование 
проводится на больных с определенным типом опухо-
ли, при котором планируется оценить эффективность 
нового лечения.

Очевидно, что основная задача любого противо-
опухолевого лечения – это излечение, продление жиз-
ни больного и/или сохранение/улучшение ее качества. 
Однако  показатели,  оценивающие  достижение  этих 
целей (общая выживаемость, качество жизни) сложны 
в оценке, требуют длительного времени наблюдения 
и зачастую очень большого числа больных. Перед тем, 
как  проводить  столь  ресурсоемкие  «окончательные» 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исследования, необходим определенный промежуточ-
ный этап, который и представлен исследованиями II 
фазы. В них чаще всего оценивают «суррогатные» по-
казатели (выживаемость без прогрессирования, часто-
та достижения ремиссий), которые потенциально свя-
заны  с  основными  (общая  выживаемость,  качество 
жизни),  но  более  просты  в  оценке.  Предполагается, 
что терапия с высокой частотой достижения ремиссий 
и/или длительным периодом выживаемости без про-
грессирования  будет  чаще  приводить  к  излечению/ 
продлению жизни. Достаточно часто исследования II 
фазы не имеют проспективной контрольной группы 
и их задача лишь показать, что эффективность новой 
терапии выше определенного уровня (уровень инте-
реса).

Далеко не всегда препараты, показавшие эффек-
тивность в отношении «суррогатных» целей, в даль-
нейшем подтверждают ее при оценке в больших ис-
следованиях  III  фазы.  Существует  много  примеров, 
когда увеличение частоты ремиссий или медианы вы-
живаемости без прогрессирования не транслировалось 
в увеличение общей выживаемости. Однако, исследо-
вания II фазы важны как инструмент «негативной се-
лекции». В фарминдустрии они получили негласное 
название «убийцы препаратов», так как при разработке 
новых препаратов их основной задачей является ответ 
на вопрос, имеет ли смысл проводить в дальнейшем 
большое  и  дорогостоящее  исследование  III  фазы. 
«Академические» (вне рамок регистрации новых пре-
паратов и не спонсируемые напрямую фарминдустри-
ей)  исследования  II  фазы  часто  проводятся  с  целью 
оценки  эффективности  терапии  в  ситуациях,  когда 
проведение больших исследований III фазы малове-
роятно в силу редкости заболевания или невозможно-
сти  найти  достаточное  финансирование.  При  этом 
«академические» исследования II фазы часто бывают 
«окончательными»  –  после  их  проведения  терапия 
адаптируется  для  широкого  клинического  примене-
ния. Так, например, большинство режимов, исполь-
зуемых в качестве терапии 2-й линии при неходжкин-
ских лимфомах и лимфоме Ходжкина, герминогенных 
опухолях, практически всех опухолях у детей, никогда 
не исследовались в рамках больших исследований III 
фазы. Очень многие препараты, входящие в режимы 
«терапии спасения», не зарегистрированы для исполь-
зования с этой целью (подобное показание отсутству-
ет в инструкции). С одной стороны, подобная практи-
ка позволила расширить арсенал доступных онкологам 
и гематологам препаратов и режимов, с другой – ре-
альное их влияниена выживаемость больных в боль-
шинстве  случаев  остается  до  конца  недоказанным. 
Однозначные заключения об эффективности препа-
рата по результатам II фазы можно сделать лишь в си-
туации,  если  произошло  кардинальное  изменение 
судьбы больных – достигнута длительная ремиссия или 
излечение при ранее абсолютно фатальном заболева-
нии, быстро приводившем к смерти всех пациентов. 

Так, например, впервые были одобрены для клиниче-
ского применения иматиниб при гастроинтестинальных 
стромальных опухолях, кризотиниб при немелкокле-
точном раке легкого с транслокацией ALK, брентук-
симаб  ведотин  при  резистентной  к  высокодозной 
химиотерапии с трансплантацией аутологичных клеток-
предшественников гемопоэза лимфоме Ходжкина.

В соответствии со своими задачами исследование 
II фазы должно включить достаточное число пациен-
тов для того, чтобы «отсечь» неэффективные препара-
ты, но при этом «не пропустить» новый перспективный 
метод лечения, что достигается за счет использования 
различных методов планирования размеров выборки 
и формирования групп. При исследовании препарата 
в  качестве  монотерапии  часто  достаточно  показать, 
что он в переносимых дозах позволяет добиться эф-
фективности, превышающей определенный уровень 
интереса  (чаще  всего  уровень  эффективности  ранее 
использовавшейся  терапии).  В  то  же  время  сейчас 
остается все меньше ситуаций, в которых новый пре-
парат может быть исследован в качестве монотера-
пии – практически для каждой опухоли существует 
несколько линий лечения, к окончанию которых со-
стояние и степень предлеченности больных не позво-
ляют адекватно оценить эффективность и перено-
симость  нового  препарата.  В  связи  с  этим  все  чаще 
приходится  исследовать  новые  препараты,  добавляя 
их к ранее рекомендованному лечению. Подобные ис-
следования уже на этапе II фазы практически всегда 
требуют наличия группы сравнения, так как «вычле-
нить» эффект нового препарата без нее не представ-
ляется возможным.

Исследования III фазы
Чаще всего при оценке результатов клинических 

исследований III фазы мы обращаем внимание лишь 
на  уровень  статистической  значимости  р  (зачастую 
не  понимая  значения  этого  показателя)  и  величину 
абсолютного различия в анализируемых показателях. 
Однако информация, которую можно (и нужно) по-
лучать из анализа клинических исследований III фазы 
гораздо  более  обширна.  И,  к  сожалению,  далеко  не 
всегда р < 0,05 говорит об однозначном преимуществе 
нового лечение, а р > 0,05 об отсутствии такового.

К сожалению, наиболее важные клинические иссле-
дования, дающие окончательный ответ об эффектив-
ности или неэффективности новой терапии, наиболее 
трудны для организации, и неправильное планирова-
ние даже большого проспективного рандомизирован-
ного исследования может послужить причиной полу-
чения нетрактуемых результатов.

Если  учитывать,  что  результаты  исследований 
III фазы являются «последним этапом оценки» препа-
рата или методики перед внедрением в широкую кли-
ническую практику, их конечной целью должно быть 
доказательство  преимущества  в  отношении  показа-
телей,  напрямую  определяющих  выигрыш  пациента 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от проводимого лечения. Чаще всего таким показате-
лем служит общая выживаемость, позволяющая оце-
нить насколько благодаря новому лечению изменяется 
продолжительность жизни больных (доля пациентов, 
проживших определенный срок). Использование в ка-
честве первичной цели других показателей (выживае-
мость  без  прогрессирования,  бессобытийная  выжи-
ваемость, частота объективного ответа и т. д.) также 
возможно, однако в этом случае нужно понимать, что 
исследование  не  дает  однозначного  подтверждения 
продления жизни больных в результате используемой 
терапии,  а  «улучшение»  суррогатного  показателя  на 
самом деле может быть безразлично для пациента. Так, 
например, большая длительность ремиссии, получен-
ная за счет дополнительной токсичности, может быть 
не  важна,  если  не  приводит  к  улучшению  качества 
жизни или к увеличению ее продолжительности.

Важным фактором, позволяющим оценить, на ка-
кую популяцию можно экстраполировать результаты 
исследования, являются критерии отбора, т. е. какие 
признаки должны присутствовать у больных для вклю-
чения в исследование (критерии включения), а какие 
отсутствовать (критерии исключения). Критерии от-
бора присутствуют в исследованиях всех фаз, однако 
наиболее важную для клинициста информацию они 
несут именно в III фазе. В процессе проведения иссле-
дования  критерии  отбора  позволяют  сформировать 
более однородные группы для снижения шанса на не-
равномерное распределение прогностических факто-
ров. Чем строже и уже критерии отбора, тем больше 
шанс выявить различия между группами там, где оно 
действительно есть. Однако при практическом приме-
нении результатов исследования узкие критерии от-
бора  оставляют  неуверенность  при  использовании 
препарата или методики в популяциях больных, отли-
чающихся от включавшихся в исследование.

Большинство исследований III фазы подразуме-
вает наличие рандомизации (распределение больных 
случайным методом), что в определенной мере позво-
ляет избежать влияния других (кроме исследуемой 
терапии)  факторов  на  результаты.  Однако  создание 
одинаковых по прогнозу групп не является целью ран-
домизации, она лишь делает распределение больных 
с неизвестными и известными влияющими факторами 
случайным, что позволяет применять для анализа адек-
ватные статистические тесты.

Число больных, включаемых в исследования III фа-
зы,  не  является  произвольным  и  определяется  ста-
тис тиками,  исходя  из  ожидаемого  различия  между 
сравниваемыми  группами  –  чем  меньшее  различие 
планируется выявить, тем больше требуется больных. 
Ошибка в определении необходимого числа пациен-
тов может полностью перечеркнуть результаты иссле-
дования: если в исследование включено недостаточно 
больных, может быть упущено истинное, но неболь-
шое  по  магнитуде  различие.  Слишком  же  большое 
по объему включаемых пациентов исследование ри-

скует не закончиться в обозримом будущем, когда по-
явятся уже новые варианты терапии и его результаты 
будут представлять лишь исторический интерес.

Вероятность  получить  статистически  значимый 
результат в случае, если исследуемые методы лечения 
действительно отличаются по эффективности, назы-
вается статистической силой исследования. Статисти-
ческая сила исследования возрастает при увеличении 
размера выборки и удлинении интервала наблюдения 
за больными (увеличения числа неблагоприятных со-
бытий, оцениваемых в исследовании). С другой сто-
роны, чем больше размер выборки, тем более длитель-
ным и ресурсоемким будет исследование. Определение 
оптимального размера выборки – сложная задача, тре-
бующая привлечения профессиональных статистиков.

Многие публикуемые «негативные» исследования, 
не получившие заветного р < 0,05 (часто это касается 
редких  нозологий  и  препаратов/режимов,  не  пред-
ставляющих интереса для фармацевтических компа-
ний и оцениваемых в рамках «академических» иссле-
дований),  на  самом  деле  являются  нетрактуемыми 
в  связи  со  слишком  малым  размером  выборки.  Так, 
в исследовании с небольшой статистической силой, 
статистически  незначимой  может  оказаться  и  абсо-
лютная разница в 10–15 % выживаемости, в то время 
как при включении в исследование нескольких тысяч 
больных удается доказать статистически значимое раз-
личие выживаемости в 1–2 % или увеличение медиа-
ны  выживаемости  на  несколько  недель  и  даже  дней 
(при этом не обязательно, что оно будет медицински 
значимым, т. е. оправдывать использование подобной 
методики). Особенно важна статистическая сила в ис-
следованиях, предусматривающих «деэскалацию тера-
пии» – уменьшение доз, использование органосохра-
няющих операций и т. д. Недостаточная статистическая 
сила  может  привести  к  тому,  что  более  щадящее, 
но на самом деле менее эффективное лечение будет 
признано новым стандартом, так как недостаточное 
число больных в исследовании не позволит доказать 
наличие значимой разницы в эффективности с ранее 
существовавшим стандартом. Исследования на тера-
певтическую  эквивалентность  (т.  е.  доказательство 
того, что одно вмешательство не отличается от друго-
го) гораздо сложнее, чем исследования, направленные 
на  доказательство  преимущества  одного  метода 
над другим. В рамках существующих методов стати-
стики продемонстрировать эквивалентность различ-
ных  вариантов  лечения  невозможно,  можно  лишь 
доказать,  что  вероятность  различий  определенного 
уровня крайне низка. Однако какой уровень возмож-
ных различий является приемлемым, если речь идет 
об  излечении?  Менее  5 %,  менее  10 %,  менее  20 %? 
Чем меньше магнитуда различий, отсутствие которой 
предстоит доказать, тем больше должна быть выборка. 
В связи с этим настоящие исследования на терапевти-
ческую эквивалентность и исследования с дизайном 
non-inferiority  предусматривают  включение  гораздо 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большего числа больных, чем исследования, направ-
ленные на доказательство превосходства одного мето-
да лечения над другим (дизайн superiority).

С особой осторожностью нужно относится к иссле-
дованиям с факториальным дизайном, при которых пред-
усматривается двойная рандомизация (дизайн 2 × 2). 
Такой дизайн достаточно часто используется при не-
достаточном для проведения двух независимых иссле-
дований  числе  больных,  например,  в  педиатрии. 
При подобном дизайне реально имеется 4 лечебные 
группы, однако часто проводится анализ с объедине-
нием по одному из факторов. Первый фактор, напри-
мер, представляет 2 альтернативных вмешательства–
ампутацию  или  резекцию  пораженной  опухолью 
конечности. Второй – 2 альтернативных последующих 
вмешательства, например проведение или не проведе-
ние адъювантной химиотерапии. В случае, если влия-
ние факторов связано между собой (например, адъю-
вантная терапия эффективна только после резекции, 
но  не  улучшает  результаты  после  ампутации)  при 
оценке эффективности метода локального контроля 
можно сделать ложный вывод об их эквивалентности. 
На самом же деле без проведения адъювантной терапии 
резекция оказалась бы менее эффективной. Подобный 
дизайн возможен лишь в случае, если взаимодействие 
между анализируемыми факторами исключено.

К наиболее важным принципам оценки адекват-
ности исследований III фазы относят так называемый 
принцип анализа по включению или намерению ле-
чить (intention-to-treat principle). Этот принцип требу-
ет, чтобы все рандомизированные пациенты, получившие 
хотя бы одно введение препарата и/или одну специ-
фичную для исследования манипуляцию, были вклю-
чены  в  первичный  анализ.  Исключение  из  анализа 
пациентов в связи с отклонениями от плана лечения, 
ранней  смертью  или  с  отказом  больного  от  лечения 
может значительно исказить результаты. Часто имен-
но исключаемые пациенты имеют наихудший прогноз 
по сравнению с больными, оставшимися в исследова-
нии. Исключение таких больных из анализа исследова-
тели обычно обосновывают тем, что плохие результаты 
лечения данного больного обусловлены отклонениями 
(несоответствием или нежеланием пациента) в лече-
нии, однако все может быть совсем наоборот. Например, 
в одном из кардиологических исследований 5-летняя 
смертность пациентов, «не выдерживавших» план ле-
чения в группе плацебо, составила 28,3 %, что было 
статистически значимо больше, чем в группе, которая 
могла  получить  лечение  плацебо  в  жестких  рамках 
протокола исследования, – 15,1 %. Даже в рандоми-
зированных  исследованияхесть  вероятность  того, 
что соответствие плану исследования может быть хуже 
в  одной  из  групп  или  поводы  плохого  соответствия 
могут различаться между группами. Например, в од-
ной из групп основной причиной «выбытия» является 
прогрессирование, в другой – токсичность. Исключе-
ние  таких  пациентов  или  их  сепаратный  анализ, 

что эквивалентно исключению, в связи с любыми при-
чинами  (кроме  несоответствия  критериям  отбора) 
обычно признается неприемлемым. Если выводы ис-
следования основываются на анализе после исключе-
ния «неудобных» пациентов, эти выводы обычно на-
ходятся под сомнением. Во многом это обусловлено 
и тем, что в исследованиях оценивается весь план ле-
чения в целом (соответственно, на указанной популя-
ции больных), а практически любое лечение не может 
быть  проведено  в  полном  объеме  и  без  отклонений 
всем пациентам. В связи с тем, что задача исследова-
ний III фазы – выявление метода, рекомендованного 
для переноса в широкую клиническую практику, а не 
на группу отобранных пациентов с благоприятным прог-
нозом, все больные, отвечающие критериям включения, 
должны анализироваться в исследованиях III фазы.

Крайне важно для оценки адекватности результа-
тов, когда (и по каким критериям) выбирается время 
анализа данных. В адекватно организованных иссле-
дованиях заранее оговаривается количество проведен-
ных  анализов  данных  (т.  е.  сколько  раз  могут  быть 
проанализированы  данные  в  отношении  достиже-
ния/недостижения  уровня  статистической  значимо-
сти) и повод для проведения анализа (чаще всего после 
определенного количества неблагоприятных событий 
для  первичной  цели  исследования).  Однако  иногда, 
при отсутствии жесткого соблюдения протокола, ана-
лизы  проводят  произвольно  –  к  дате  конференции, 
апробации, защите или просто от нетерпения. К со-
жалению,  это  значимо  увеличивает  шанс  на  непра-
вильные выводы (обнаружение различий там, где их 
на  самом  деле  нет).  Например,  при  сравнении  двух 
абсолютно  одинаковых  методов  лечения  существует 
26 % вероятность выявить между ними различия (раз-
умеется, не существующие на самом деле), если в ис-
следовании,  длящемся  3  года,  тесты  на  статистиче-
скую  значимость  будут  проводиться  каждые  3  мес. 
Если провести даже поверхностный анализ онкологи-
ческой периодики, можно обнаружить, что во многих 
публикациях нет указаний целевого объема выборки, 
необходимого для достаточной статистической силы 
исследования, а также нет информации о том, чем же 
является данный анализ – запланированным проме-
жуточным анализом, финальным анализом исследо-
вания, или это просто реализация желания посчитать 
результаты к дате конференции. Промежуточные ана-
лизы  могут  часто  вводить  в  заблуждение,  а  уровень 
статистической значимости таких анализов не может 
рассматриваться  как  истинное  значение.  При  этом 
данные, полученные при незапланированном анализе, 
могут полностью «разрушить» исследование, так как 
выявление ложного различия не позволит продолжить 
включать больных в «худшую» группу. По этим причи-
нам промежуточные анализы проводит комитет по мо-
ниторингу данных, а не участвующие исследователи, 
и  это  стандарт  рандомизированных  многоцентровых 
исследований.  Такой  подход  помогает  предохранить 



58
О

Н
К

О
Г

Е
М

А
Т

О
Л

О
Г

И
Я

  
2

’2
0

1
6

   
Т

О
М

 1
1

  
 

  
O

N
C

O
H

E
M

A
T

O
L

O
G

Y
  2

’2
0

1
6

  
V

O
L.

 1
1

Приглашение к обсуждению

пациентов от результатов поверхностно проведенного 
анализа, исследование «от разрушения», но при этом 
позволяет  вовремя  отреагировать  на  действительно 
значимые изменения. Промежуточные результаты до-
ступны  только  комитету  по  мониторингу  данных, 
главные исследователи в данный комитет не входят, 
так как получение результатов заинтересованными ли-
цами может привести к конфликту интересов при про-
должении исследования. Только комитет принимает 
решение о том, являются ли данные достаточно зре-
лыми для опубликования и дальнейшего применения.

Формирование медицинского мнения об эффектив-
ности или неэффективности новой методики достаточ-
но сложно, и клиницисты часто неверно интерпретиру-
ют  тест  на  статистическую  значимость  (значение  р), 
видя  в  нем  четкую  грань  между  этими  понятиями. 
Уровень  статистической  значимости  при  сравнении 
результатов  отражает  вероятность  увидеть  различие 
столь  же  большое,  какое  наблюдается  при  анализе 
данных,  в  случае  если  виды  лечения  на  самом  деле 
равны, а различие обусловлено просто случайностью. 
В медицине наиболее часто в качестве «водораздела» 
используется р < 0,05, что обозначает 5 % вероятность 
принять  ошибочное  заключение  об  эффективности 
методики, на самом деле не отличающейся от терапии 
в контрольной группе. Величина р ни в коей мере не 
является эквивалентом шанса на равенство между груп-
пами (т. е. р = 0,05 не обозначает 5 % шанс, а р = 0,9–
90 % шанс на равенство между группами).

Статистическая значимость может стать помощью 
при интерпретации результатов исследования, однако 
величина р не должна оцениваться отдельно, в отрыве 
от смысловой части исследования. Далеко не всегда 
р =  0,0000001  более  «достоверное»,  чем  р =  0,045, 
а р = 0,09 подтверждает неэффективность новой тера-
пии. Уровень статистической значимости, находящийся 
под влиянием размера выборки, не служит эквивален-
том  отсутствия  различий  в  эффективности  лечения. 
Не существует простого индекса доверия при интер-
претации результатов. При ориентировке на уровень 
статистической  значимости  исследователь  должен 
проводить тщательный самостоятельный анализ дан-
ных,  скептически  их  оценивать  и  проявлятьть  осто-
рожность при анализе.

Публикация результатов клинических исследований
Публикация результатов – неотъемлемая часть хо-

рошо организованного исследования, по сути его ко-
нечная цель.

К сожалению, даже в развитых странах в большин-
стве обзоров отмечается плохое качество публикации 
результатов. Многие публикации являются результа-
том попыток преувеличить различие в эффективности 
лечения. Если формулировать кратко, желающие опу-
бликовать  данные  исследования  должны  соблюдать 
несколько простых принципов, а желающие адапти-

ровать результаты исследования – оценить, насколько 
эти принципы соблюдены авторами публикации.
1. Авторы должны коротко описать методы контроля 

качества полученных результатов, использованные 
с целью быть уверенными в том, что данные (вклю-
чая оценку ремиссии) являются полными и акку-
ратными.

2. Должны быть указаны все пациенты, зарегистриро-
ванные в исследовании.

3. Доля «неоцениваемых» пациентов не должна пре-
вышать 15 % для главной цели исследования.

4. В рандомизированных исследованиях отчет должен 
включать сравнение выживаемости и других основ-
ных конечных целей с использованием данных всех 
рандомизированных пациентов (кроме тех, которые 
не отвечают критериям отбора).

5. Размер выборки должен быть достаточным для обо-
снования  осмысленного  заключения  по  поводу 
наличия клинически значимого эффекта (тенден-
ции), для «негативного» заключения при сравнении 
терапевтических подходов, адекватность размеров 
выборки должна быть подтверждена представлени-
ем  конфиденциального  интервала  для  истинного 
различия в эффективности лечения.

6. В отчете должен быть представлен начальный пла-
нируемый  объем  выборки,  также  должно  быть 
указано какое количество промежуточных анализов 
было  проведено  и  каким  образом  было  принято 
решение по поводу остановки исследования и гене-
рации от чета.

7. Заявление о терапевтической эффективности не долж-
но основываться на результатах нерандомизирован-
ных исследований II фазы, за исключением случаев, 
когда заболевание очень редкое или прогноз заболе-
вания настолько плох, что проведение контролируе-
мого рандомизированного исследования невозможно. 
В таком случае результаты нерандомизированного 
исследования должны сравниваться с историческим 
контролем. Сравнение выживаемости между отве-
тившими и не ответившими на лечение пациентами 
не может служить доказательством терапевтической 
эффективности.

8. Пациенты, включенные в исследование, должны быть 
детально описаны. Возможность переноса заклю-
чений исследования на общую популяцию больных 
должно быть адекватно отражено в дискуссии. За-
явление  о  различии  в  эффективности  лечения 
по подгруппам должно быть тщательно документи-
ровано  и  подтверждено  статистическими  тестами 
(приведение  только  нескольких  сравнений  с  ис-
пользованием тестов на статистическую значимость 
недостаточно).

9. Методы статистического анализа должны быть опи-
саны в объеме достаточном для того, чтобы облада-
ющий  знаниями  читатель  мог  воспроизвести  ре-
зультаты исследования при наличии данных.
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ПРЕСС-РЕЛИЗ

Москва, 14 апреля 2016 г.

III Конгресс гематологов России

14 апреля 2016 г. в рамках III Конгресса гематологов России ведущие специалисты собрались в Москве, чтобы об-
судить инновационные методы борьбы с лимфопролиферативными заболеваниями. Эксперты представили последние 
мировые достижения в лечении онкогематологических заболеваний, ставшие доступными для российских пациентов. 
Важнейшей темой конференции стала регистрация в России нового показания препарата обинутузумаб (Газива®) – 
для иммунотерапии фолликулярной лимфомы. Применение препарата Газива® позволяет снизить риск прогрессиро-
вания заболевания почти в 2 раза и перевести его в фазу «глубокого сна» – в продолжительную ремиссию. Это впе-
чатляющие результаты, поскольку речь идет о пациентах с трудно поддающейся лечению формой фолликулярной 
лимфомы, для которых возможности терапии сильно ограничены. У таких больных с каждым новым рецидивом за-
болевание становится более резистентным к лечению.

 П Р Е С С - Р Е Л И З

Организаторами Конгресса выступили Министер-
ство  здравоохранения  Российской  Федерации,  феде-
ральные научные и медицинские центры, профессио-
нальные сообщества онкологов и гематологов. В рамках 
научного конгресса прошел ряд пленарных заседаний 
и сателлитных симпозиумов, на которых специалисты 
рассмотрели актуальные вопросы терапии онкогемато-
логических заболеваний, внедрения современных тех-
нологий лечения и инновационных препаратов. Одним 
из ключевых событий стал симпозиум «Новые перспек-
тивы лечения фолликулярных лимфом и хронического 
лейкоза», в рамках которого состоялся лонч нового пока-
зания препарата Газива® – для лечения фолликулярной 
лимфомы. Этот иммунотерапевтический таргетный пре-
парат ведущие специалисты всего мира называют про-
рывом в терапии лимфопролиферативных заболеваний, 
с прошлого года он уже успешно применяется в России 
для лечения хронических лимфоцитарных лейкозов.

Фолликулярная лимфома – наиболее частая фор-
ма индолентных (вялотекущих) лимфом. Каждый год 
в мире регистрируют более 75 тыс. человек, страдающих 
от этого злокачественного заболевания. В России фол-
ликулярной лимфомой ежегодно заболевают 3500 па-
циентов.

Точные причины злокачественного перерождения 
клеток в лимфатической системе неизвестны; ученые 
предполагают, что оно происходит вследствие цепоч-
ки  случайных  генетических  событий.  Исследования 
показывают, что развитию заболевания могут способ-
ствовать некоторые хромосомные нарушения, посто-
янные контакты с канцерогенными веществами и пе-
стицидами, длительное лечение иммунодепрессантами 
(например, после трансплантации органов), прожива-
ние в экологически неблагоприятной зоне, наследст-
венные и приобретенные поражения иммунной сис-
темы, аутоиммунные заболевания.

Опухоль состоит из зрелых В-лимфоцитов, которые 
в результате бесконтрольного размножения накапли-
ваются  в  фолликулах  лимфатической  системы  (ло-
кальных скоплениях лимфоидной ткани, где происходят 
рост и развитие клеток иммунной защиты человека). 
Поскольку такие центры содержатся не только в лим-
фатических узлах, но и в селезенке, миндалинах гор-
тани, слизистых оболочках пищеварительной систе-
мы, первоначальный очаг может возникнуть в любой 
части организма.

Фолликулярная лимфома характеризуется чередую-
щимися периодами ремиссий и рецидивов. На сегод-
няшний день полное излечение невозможно, однако 
при своевременной и правильной терапии большин-
ство пациентов могут прожить долгие годы, сохранив 
хорошее  качество  жизни.  Одна  из  основных  задач, 
стоящих перед учеными и врачами, – разработать эф-
фективные  схемы  лечения  для  достижения  стойкой 
и максимально продолжительной ремиссии.

«Золотым стандартом» лечения считают сочетание 
химиотерапии с таргетной терапией препаратом ри-
туксимаб  (Мабтера)  и  дальнейшую  поддержку  этим 
препаратом для увеличения периода ремиссии. Однако 
около 20–25 % пациентов с фолликулярной лимфомой 
не отвечают на стандартную терапию или имеют ре-
цидивы после нее. С появлением обинутузумаба – им-
мунотерапевтического препарата нового поколения – 
у этих больных появились реальные (подкрепленные 
многочисленными исследованиями) шансы на благо-
приятный исход.

Обинутузумаб (Газива®) – это первое гликоинже-
нерное моноклональное антитело II типа, воздейству-
ющее  на  белок  CD20,  находящийся  на  поверхности 
B-лимфоцитов. Препарат разрушает опухолевые клет-
ки-мишени и одновременно делает их уязвимыми для 
собственной иммунной системы организма.
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ПРЕСС-РЕЛИЗ

«Пациенты с фолликулярной лимфомой, у которых, 
несмотря на лечение, возникает рецидив или прогрес-
сирование заболевания, нуждаются в дополнительных 
способах терапии, поскольку с каждым новым реци-
дивом недуг все труднее поддается лечению. Каждая 
последующая ремиссия короче предыдущей, а лимит 
эффективных  терапевтических  опций  драматически 
снижается,  в  конечном  итоге  не  оставляя  пациенту 
шанса на получение эффективного лечения, – объяс-
няет  Ирина Поддубная, д.м.н., проф., чл.-корр. РАН, 
ведущий российский онкогематолог, зав. кафедрой он-
кологии Российской медицинской академии последи-
пломного образования. – Теперь этот шанс появляется 
благодаря  обинутузумабу  –  принципиально  новому 
средству, которое открывает дополнительные возмож-
ности лечения: и подавляет опухоль, и активирует соб-
ственную иммунную систему организма».

Согласно исследованиям, применение препарата 
Газива® в комбинации с бендамустином снижает риск 
прогрессирования заболевания или смерти у пациен-
тов с фолликулярной лимфомой на 52 %, а также по-
зволяет  на  длительное  время  отсрочить  проведение 
повторного лечения. Стойкая ремиссия и сохранение 
качества жизни больных связаны в том числе с низкой 
токсичностью данной схемы лечения.

«Использование  моноклональных  антител  –  это 
первый шаг к уходу от классической химиотерапии, 
сопровождаемой инфекциями, выпадением волос, 
тошнотой, которой так боятся наши пациенты. Мы 
должны увеличивать эффективность лечения, но при 
этом уменьшать его токсичность, повышая переноси-
мость. Появление препарата обинутузумаб в России 

позволяет успешно это делать», – отмечает Вадим 
Птушкин, д.м.н., проф., главный внештатный гематолог-
трансфузиолог Департамента здравоохранения г. Мо-
сквы.

К сожалению, Газива® пока не входит в Перечень 
жизненно необходимых и важнейших лекарственных 
препаратов.  Это  значит,  что  лечебные  учреждения 
смогут приобретать и применять его только за счет ре-
гиональных льгот и только по «старому» показанию – 
хронический лимфоцитарный лейкоз. Не секрет, что 
финансовые  возможности  регионов  очень  разнятся, 
но врачи уверены, что жизнь человека не должна за-
висеть от того, в какой точке на карте страны стоит его 
дом. «Болезни одинаково поражают жителей столицы 
и регионов. И любой гражданин России, заболевший 
лимфомой, вправе рассчитывать на самую эффектив-
ную  помощь.  Надеюсь,  что  в  ближайшее  время  мы 
сможем лечить всех, кто нуждается в помощи, за счет 
государственных средств», – говорит Ирина Поддубная.

Нельзя не отметить, что у врачей есть веское осно-
вание для подобного оптимизма. Благодаря сотрудниче-
ству производителя препарата компании «Рош» с отече-
ственным фармацевтическим гигантом «Фармстандарт» 
некоторые стадии производства препарата Газива® были 
успешно локализованы в России, что позволит сделать 
его более доступным для наших пациентов.

В  настоящее  время  препарат  одобрен  более  чем 
в 60 странах мира для лечения хронического лимфо-
лейкоза. Эксперты уверены, что регистрация в России 
нового показания – для терапии фолликулярной лим-
фомы – откроет новые горизонты для спасения паци-
ентов.
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При оформлении статей, направляемых в журнал «Онкогема-
тология», следует руководствоваться следующими правилами:

1. Статья должна быть представлена в электронном виде (в отдель-
ных файлах: текст статьи со списком литературы, таблицы, графики, рисун-
ки, подписи к рисункам, резюме).

Шрифт – Times New Roman, 14 пунктов, через 1,5 интервала. Все стра-
ницы должны быть пронумерованы.

2. На первой странице должно быть указано: название статьи, иници-
алы и фамилии всех авторов, полное название учреждения (учреждений), 
в котором (которых) выполнена работа, его (их) полный адрес с указанием 
индекса. 

Обязательно указывается, в каком учреждении работает каждый 
из авторов.

Статья должна быть подписана всеми авторами. В конце статьи 
должны быть обязательно указаны контактные телефоны, рабочий 
адрес с указанием индекса, факс, адрес электронной почты и фа-
милия, имя, отчество полностью, занимаемая должность, ученая 
степень, ученое звание автора (авторов), с которым редакция будет 
вести переписку.

3. Объем статей: оригинальная статья – не более 12 страниц; описа-
ние отдельных наблюдений, заметки из практики – не более 5 страниц; 
обзор литературы – не более 20 страниц; краткие сообщения и письма 
в редакцию – 3 страницы.

Структура оригинальной статьи: введение, материалы и методы, 
результаты исследования и их обсуждение, заключение (выводы).

К статьям должно быть приложено резюме на русском языке, отра-
жающее содержание работы, с названием статьи, фамилиями и инициа-
лами авторов, названием учреждений; для оригинальных статей – струк-
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4. Иллюстративный материал.
• Фотографии должны быть контрастными; рисунки, графики и диаграм-
мы – четкими.
• Фотографии представляются в оригинале или в электронном виде в фор-
мате TIFF, JPG, CMYK с разрешением не менее 300 dpi (точек на дюйм).
• Графики, схемы и рисунки должны быть представлены в формате EPS 
Adobe Illustrator 7.0–10.0. При невозможности представления файлов 
в данном формате необходимо связаться с редакцией.
• Все рисунки должны быть пронумерованы и снабжены подрисуночными 
подписями. Подписи к рисункам даются на отдельном листе. На рисунке 
указываются «верх» и «низ»; фрагменты рисунка обозначаются строчны-
ми буквами русского алфавита – «а», «б» и т. д. Все сокращения и обозна-
чения, использованные на рисунке, должны быть расшифрованы в подри-
суночной подписи.
• Все таблицы должны быть пронумерованы, иметь название. Все сокра-
щения расшифровываются в примечании к таблице.
• Ссылки на таблицы, рисунки и другие иллюстративные материалы при-

водятся в надлежащих местах по тексту статьи в круглых скобках, а их 
расположение указывается автором в виде квадрата на полях статьи слева.

5. Единицы измерений даются в СИ. 
Все сокращения (аббревиатуры) в тексте статьи должны быть полно-

стью расшифрованы при первом употреблении. Использование необще-
принятых сокращений не допускается.

Название генов пишется курсивом, название белков – обычным 
шрифтом.

6. К статье должен быть приложен список цитируемой литературы, 
оформленный следующим образом.
• Список ссылок приводится в порядке цитирования. Все источники 
должны быть пронумерованы, а их нумерация – строго соответствовать 
нумерации в тексте статьи. Ссылки на неопубликованные работы не допу-
скаются.
• Для каждого источника необходимо указать: фамилии и инициалы авто-
ров (если авторов более 4, указываются первые 3 автора, затем ставится 
«и др.» в русском или «et al.» – в английском тексте).
• При ссылке на статьи из журналов указывают также название статьи, 
название журнала, год, том, номер выпуска, страницы.
• При ссылке на монографии указывают также полное название книги, 
место издания, название издательства, год издания.
• При ссылке на авторефераты диссертаций указывают также полное 
название работы, докторская или кандидатская, год и место издания.
• При ссылке на данные, полученные из Интернета, указывают элек-
тронный адрес цитируемого источника.
• Все ссылки на литературные источники печатаются арабскими цифрами 
в квадратных скобках (например, [5]).
• Количество цитируемых работ: в оригинальных статьях желательно 
не более 20–25 источников, в обзорах литературы – не более 60.

7. Представление в редакцию ранее опубликованных статей не допу-
скается.

8. Все статьи, в том числе подготовленные аспирантами и соискателя-
ми ученой степени кандидата наук по результатам собственных исследо-
ваний, принимаются к печати бесплатно.

Статьи, не соответствующие данным требованиям,  к рас - 
смотрению не принимаются. 

Все поступающие статьи рецензируются.
Присланные материалы обратно не возвращаются.
Редакция оставляет за собой право на редактирование ста-

тей, представленных к публикации.
Авторы могут присылать свои материалы по адресу: 115478, Мос-

ква, Каширское шоссе, 24, стр. 15, либо по электронной почте на адрес 
ответственного секретаря: j.roumiantseva@mail.ru с обязательным ука-
занием названия журнала.






