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УДК 616.155.392.14-089.819.843-
008.853.2:612.017.11

М.В. Белевцев, Е.А. Ласюков, 
М.Г. Шитикова, А.Н. Купчинская, 
Ю.Е. Марейко, Л.В. Мовчан, Т.В. Шман

ОСОБЕННОСТИ ВОССТАНОВЛЕНИЯ СУБПОПУЛЯЦИЙ 
ЛИМФОЦИТОВ У ПАЦИЕНТОВ С ПЕРВИЧНЫМИ 

ИММУНОДЕФИЦИТАМИ ПОСЛЕ АЛЛОГЕННОЙ ТРАНСПЛАНТАЦИИ 
ГЕМОПОЭТИЧЕСКОЙ СТВОЛОВОЙ КЛЕТКИ

ГУ «РНПЦ детской онкологии, гематологии и иммунологии», г. Минск, Беларусь

Обследовано 33 пациента с первичными иммунодефицитами, перенёсших транс-
плантацию гемопоэтических стволовых клеток. Срок наблюдения составил 18 лет. 

Выявлено, что восстановление количества лимфоцитов в периферической крови при-
ближается к референтным значениям после 180 дня после аллоТГСК. Процентное со-
держание NК-клеток выше референтных значений до +180 дня, тогда как нормализация 
абсолютного содержания NК-клеток происходит после +60 дня. Процентное содержание 
В-клеток приближается к референтным значениям после +60 дня, абсолютное – после 
+100 дня после трансплантации. Процентное содержание Т-клеток достигает нормальных 
значений к +30 дню, однако абсолютное содержание этих клеток нормализуется только к 
+365 дню после аллоТГСК. Среди Т-клеток преобладают цитотоксические Т-лимфоциты 
и их процентное содержание находится выше референтных величин в течение года по-
сле аллоТГСК, абсолютное содержание кратковременно нормализуется после +60 дня. 
Восстановление Т-хелперов, тимических мигрантов и Т-регуляторных клеток начинает-
ся после +100 дня, однако процентное и абсолютное содержание остаётся значительно 
ниже нормы и после года наблюдения. На протяжении всего времени наблюдения про-
центное соотношение клеток памяти Т-хелперов и цитотоксических Т-лимфоцитов ведет 
себя сбалансированно относительно друг друга до достижения референтных величин к 
365 дню, а абсолютное количество наивных цитотоксических Т-лимфоцитов к 365 дню у 
некоторых пациентов превышает их. Анализ данных по восстановлению субпопуляций 
лимфоцитов периферической крови показывает необходимость динамического клиниче-
ского и лабораторного контроля пациентов с ПИД, перенёсших аллоТГСК. В программу 
иммунологического мониторирования, помимо определения основных популяций лим-
фоцитов (В-, Т-лимфоцитов и NK), целесообразно включение определения минорных 
субпопуляций лимфоцитов, таких как Т-хелперы и цитотоксические Т-лимфоциты наи-
вные и клетки памяти, тимические мигранты и Т-регуляторные клетки.

Ключевые слова: трансплантация гемопоэтических стволовых клеток, первичные 
иммунодефициты, субпопуляции лимфоцитов, проточная цитометрия

Введение
Первичные иммунодефициты (ПИД) 

являются гетерогенной группой генети-
ческих заболеваний, поражающих звенья 
врожденного и приобретенного иммуни-
тета. В настоящее время более чем с 420 
генами связывают заболевания иммунной 
системы [1]. Не смотря на постоянное 
улучшение сопроводительной терапии 

для пациентов с ПИД, единственной про-
цедурой, за исключением генной терапии, 
позволяющей достигнуть выздоровления 
для большинства пациентов с ПИД, явля-
ется аллогенная трансплантация гемопо-
этических стволовых клеток (аллоТГСК). 
Первые аллоТГСК для пациентов с ПИД 
были проведены 50 лет назад [2, 3], при 
этом улучшение результатов транспланта-

Клиническая медицина
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ций для этой группы пациентов стало воз-
можным после 2000 года [4]. В настоящее 
время вопросом дискуссий остаются пока-
зания для проведения аллоТГСК для раз-
личных групп иммунодефицитов, выбор 
донора, проведение манипуляций с транс-
плантатом и эффективность восстановле-
ния иммунной системы [5].

Цель работы – оценить восстановле-
ние субпопуляций лимфоцитов перифери-
ческой крови после аллоТГСК.

Материал и методы исследования

В группу исследования вошли 33 паци-
ента (23 мальчика / 10 девочек) в возрасте 
от 3 месяцев до 21 года (медиана возраста 
2,74 (1,9-6,06) с первичным иммунодефи-
цитом с проведенной аллоТГСК в Центре 
детской онкологии, гематологии и иммуно-
логии с 2000 по 2018 годы. Группа пред-
ставлена пациентами с тяжёлыми комби-
нированными иммунодефицитами (ТКИН) 
(n=12), хронической гранулематозной бо-
лезнью (ХГБ) (n=4), врожденной нейтро-
пенией (n=3), дефицитом LAD1 (n=1), син-
дромом Вискотта-Олдрича (n=5), синдро-
мом Ниймегена (n=5), гемафагоцитарным 
лимфогистиоцитозом (n=3). 

В группу сравнения вошли здоровые 
дети в возрасте от 2 месяцев до 18 лет (n=71).

Определение состояния клеточного 
звена иммунитета пациентов с аллоТГСК 
проводили методом проточной цитофлу-
ориметрии в различные сроки до (за 7-10 
дней перед аллоТГСК) и после трансплан-
тации (+30, +60, +100, +180 и +365 дней). 
Для этого образец периферической крови 
(ПК) в объеме 3-5 мл набирали в пробирку, 
содержащую калий ЭДТА в качестве анти-
коагулянта. По 100 мкл ПК помещали в 
пробирки для проточной цитометрии и до-
бавляли моноклональные антитела (мАТ), 
в следующих комбинациях: CD3/CD8/
CD45/HLADR/CD4, CD3/CD16+CD56/
CD45/CD19, меченных FITC/PE/PerCP/
APC/PE-Cy7, в количествах, согласно ин-
струкции фирмы-производителя.

Для углубленного анализа субпопу-
ляций Т-клеток использовали различные 

комбинации мАТ. Для анализа количества 
наивных и Т-клеток памяти, а также тими-
ческих мигрантов использовали следую-
щую панель антител: CD45RA/CD31/CD4/
CD3, меченных FITC/PE/PE-Cy5/PE-Cy7. 
Для анализа количества Т-регуляторных 
клеток использовали панель антител CD4/
CD127/CD25, меченных FITC/PE/PE-Cy5. 

Образцы тщательно перемешивали и 
инкубировали в темноте при комнатной 
температуре в течение 20 минут. После 
инкубации проводили лизирование эри-
троцитов по безотмывочной технологии 
с использованием набора ImmunoPrep 
Reagent System на станции пробоподготов-
ки TQprep (Beckman Coulter). Учет и ана-
лиз результатов проводили на цитофлуори-
метрах FC 500 и Navios в программах CXP 
и Kaluza (Beckman Coulter). 

По экспрессии CD45 выделяли регион 
лимфоцитов или по показателям прямого 
(FSC) и бокового светорассеивания (SSC) в 
пробах без CD45. В пределах этого региона 
рассчитывали процент субпопуляций лим-
фоцитов: В-клеток по экспрессии СD19+; 
NК-клеток – по CD3-CD56+CD16+; 
Т-клеток – по CD3+; Т-хелперов – по 
CD3+CD4+; Т-цитотоксических клеток – 
по CD3+CD8+; активированных Т-клеток – 
по CD3+HLADR+ и CD4+CD25+; NКТ-
клеток – по CD3+CD56+CD16+. До-
полнительно анализировали количе-
ство наивных Т-хелперов по фенотипу 
CD3+CD4+CD45RA+, наивных цитоток-
сических Т-клеток – CD3+CD4-CD45RA+, 
тимических мигрантов – CD3+CD4+ 
CD45RA+СD31+, регуляторных Т-клеток – 
CD4+CD25+CD127-/low. Далее рассчи-
тывали абсолютные показатели для всех 
изучаемых субпопуляций на основании 
данных содержания лейкоцитов и процен-
то лимфоцитов среди них в общем анализе 
крови или с использованием частиц для аб-
солютного подсчета.

Для математической обработки данных 
использовали программы Microsoft Excel, 
Statistica 6.0 и GraphPad Prism 8. Результа-
ты представлены в виде значений медианы 
и диапазона (минимум – максимум), на гра-
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фиках данные представлены в виде средних 
значений и 95 % доверительного интервала.

Результаты исследования

Первая аллогенная ТГСК для пациен-
тов с ПИД в Центре детской онкологии, ге-
матологии и иммунологии была проведена 
в 2000 года пациенту с хронической грану-
лематозной болезнью. С 2000 года по 2018 
год аллогенные ТГСК были проведены для 
33 пациентов с ПИД. В таблице 1 пред-
ставлена общая характеристика пациентов 
и проведенных ТГСК.

Для исследуемой группы медиана воз-
раста пациентов на момент постановки 
диагноза составила 1,4 года (1 месяц – 21 
год), медиана времени от диагностики 
ПИД до проведения аллоТГСК составила 
1,1 года (1 месяц – 7,6 лет).

Приживление трансплантата было до-
стигнуто у 31 из 33 пациентов. Медиана до-
стижения уровня лейкоцитов ≥1×109/л при-
ходилась на 19 (7-58) день, восстановление 
нейтрофилов ≥0,5×109/л – на 21 (7-64) день, 
тромбоцитов ≥50×109/л – на 20 (0-93) день.

Далее были проанализированы показа-
тели иммунологического восстановления 
для 28 пациентов в течение первого года 
после аллоТГСК (в анализ не вошли дан-
ные 9 пациентов, которые умерли в тече-
ние первых 130 дней после транспланта-
ции, и одного пациента, у которого не было 
приживления донорского трансплантата). 
Данные анализа представлены на рисун-
ках 1-3, где серая зона отражает диапазон 
референтных значений, полученных для 
группы здоровых детей.

На рисунке 1 представлены данные 
восстановления лейкоцитов и лимфоцитов.

Из представленных на рисунке 1 дан-
ных виден широкий индивидуальный диа-
пазон показателей лейкоцитов и лимфоци-
тов после аллоТГСК. В общем для иссле-
дуемой группы пациентов показатели вос-
становления лимфоцитов приближаются к 
референтным значениям после 180 дня. 

На рисунке 2 представлены показате-
ли восстановления основных популяций 
лимфоцитов. 

Согласно представленным на рисунке 
2 данным видно, что содержание В-клеток 
имеет резкое снижение на период +30 
дней, с тенденцией к увеличению этого 
показателя наблюдается после +60 дня с 
дальнейшим ростом за все время наблю-
дения, абсолютное значение приближается 
к референтным величинам после +100 дня 

Таблица 1 – Характеристика пациентов и 
проведенных ТГСК

Характеристики Количество
Все пациенты
Пол

33
23 мальчика /  

10 девочек
Возраст на момент 
трансплантации, медиана 
(мин-макс)

3 года  
(3 месяца –  

21 год)
Диагноз
ТКИН\КИН
ХГБ
Врожденная нейтропения
Дефицит LAD1
Синдром Вискотта-Олдрича
Синдром Ниймеген
Гемафагоцитарный 
лимфогистиоцитоз

12
4
3
1
5
5
3

Тип выполненной 
трансплантации
Родственная совместимая
Родственная несовместимая 
(гаплоидентичная)
Неродственная совместимая
Неродственная несовместимая

7
4

18
4

Режимы кондиционирования
RIC
MAC
Без кондиционирования

25
7
1

Источник стволовой клетки
Костный мозг
Периферическая стволовая 
клетка
Пуповинная кровь

20
6

7
Характеристика трансплантата
Общая клеточность 
трансплантата, ×108, медиана 
(мин-макс)
Доза CD34+ клеток, ×106, 
медиана (мин-макс)

4,1 (0,14-12,2)

6,0 (0,26-18,0)

Манипуляции с клеточным 
составом трансплантата
Без манипуляций
Селекция CD34+ клеток
Деплеция В-клеток и TCRαβ 
Т-клеток 

29
2
2

Клиническая медицина
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после трансплантации. Процентное содер-
жание NК-клеток (ЕК) выше референтных 
значений до +180 дня, тогда как нормали-
зация абсолютного содержания NК-клеток 
происходит после +60 дня. Процентное со-
держание Т-клеток достигает референтных 
значений к +30 дню с дальнейшим сниже-
нием показателей, в то время как абсолют-
ное содержание этих клеток нормализует-
ся только к +365 дню после аллоТГСК.

В результате анализа динамики вос-
становления уровней лейкоцитов и субпо-
пуляций лимфоцитов было установлено, 
что пациенты с отдельными нозологиями 
ПИД, такими как ХГБ, синдром Неймегена 
и Вискотт-Олдрич синдром, имеют схожую 
между собой тенденцию восстановления 
субпопуляционного состава лимфоцитов. 
В связи с этим и небольшим числом паци-
ентов в группах данные были объединены 
для дальнейшего анализа. 

На рисунке 3 представлены показатели 
восстановления субпопуляций Т-клеток.

После аллоТГСК среди Т-клеток пре-
обладают цитотоксические Т-лимфоциты 
и их процентное содержание находится 
выше референтных значений в течение 
года после аллоТГСК, тогда как кратко-
временная нормализация абсолютного 
содержания наблюдается после +60 дня. 
Динамика восстановления Т-хелперов на-

чинается после +100 дня, однако процент-
ное и абсолютное содержание Т-хелперов 
значительно ниже нормы до +365 дня.

Для части пациентов с 2009 года про-
водились исследования минорных субпо-
пуляций лимфоцитов. На рисунке 4 пока-
зана динамика отдельных популяций.

Примечание: красная линия – 
CD45RA+клетки (наивные), синяя линяя – 
CD45RO+клетки (клетки памяти).

На рисунке 4 можно увидеть, что 
восстановление CD4+Т-клеток замед-
лено относительно CD8+Т-клеток. Аб-
солютное и относительное количество 
CD3+CD4+CD45RA+ клеток (наивные 
Т-хелперы) за первый год не достигает ре-
ферентных значений, в то время как абсо-
лютное количество CD3+CD8+CD45RA+ 
(наивные цитотоксические Т-лимфоциты) 
к 365 дню у некоторых пациентов пре-
вышает их. Особенности динамики ко-
личества наивных цитотоксических 
Т-лимфоцитов при учёте дополнительных 
параметров частично объясняются гете-
рогенностью условно «наивной» субпопу-
ляции, а также позволяют предположить 
внетимический генез этих клеток. На про-
тяжении всего восстановления процентное 
соотношение клеток CD3+CD8+CD45RO+ 
(Т-цитотоксические клетки памяти) и 
CD3+CD4+CD45RO+ (Т-хелперы памяти) 

Рисунок 1 – Восстановление лейкоцитов и лимфоцитов после аллоТГСК у детей с ПИД



Медико-биологические проблемы жизнедеятельности. 2020. № 1(23)                 113

ведет себя сбалансированно относительно 
друг друга до достижения референтных ве-
личин к 365 дню. 

Рост тимических мигрантов начина-
ется в интервале между 100-ым и 180-ым 
днём. В этот же период отмечается рост 
абсолютного количества Т-регуляторных 
клеток и наивных Т-хелперов, что позволя-
ет предположить тимический генез данных 
субпопуляций. Но достижения уровней ре-
ферентных значений этих показателей не 
наблюдается и после года наблюдения.

Таким образом, у перенёсших ал-
лоТГСК пациентов с ПИД в течение пер-
вого года после трансплантации до рефе-
ренсных значений восстанавливается абсо-
лютное количество NК-клеток и В-клеток. 

Абсолютное количество Т-клеток норма-
лизуется к +365 дню, однако по резуль-
татам дополнительных тестов видно, что 
субпопуляции тимических мигрантов, 
Т-регуляторных клеток и Т-хелперов пол-
ностью не восстановились.

Среди 33 трансплантированных паци-
ентов 9 умерли и вероятность общей вы-
живаемости составила 0,64±0,1. Медиана 
смертей приходилась на 170 день (от 13 
до 853 дня), 5 пациентов умерли в тече-
ние первых 130 дней. Причинами смертей 
были: смерть в индукции (n=1), смерть в 
результате неприживления, отторжения 
или вторичной недостаточности транс-
плантата (n=5), инфекций (n=2) или других 
осложнений (n=2).

Рисунок 2 – Показатели восстановления основных субпопуляций 
лимфоцитов после аллоТГСК у детей с ПИД

Клиническая медицина
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Обсуждение результатов

ПИД – гетерогенная группа заболева-
ния, характеризующая тяжёлыми повторя-
ющимися инфекциями, повышенным ри-
ском развития онкологических и аутоим-
мунных болезней. Даже при применении 
немиелоаблативных протоколов кондицио-
нирования у большинства пациентов гемо-
поэз не восстанавливается до значений, на-
блюдаемых у клинически здоровых людей 
[6]. По результатам нашего исследования 
это особенно заметно по динамике восста-
новления Т-клеточного звена иммунитета.

По данным Sung-Yan et al. на восста-
новление иммунитета после трансплан-
тации у пациентов с ТКИН влияет тип 
трансплантации. Реципиенты, получившие 
трансплантат от совместимого родствен-
ного донора, имеют значительно лучшие 

показатели восстановления Т-клеточного 
звена иммунитета, нежели реципиенты, 
получившие трансплантат от несовмести-
мого родственного донора или совмести-
мого неродственного донора. Кроме того, 
у реципиентов с ТКИН, имевших фенотип 
B+, активность восстановления Т-клеток 
значительно лучше, чем у реципиентов с 
фенотипом B- или Blow. Отсутствие ин-
фекций на момент трансплантации явля-
ется важным прогностическим критерием. 
Пациенты без перенесённых инфекций в 
анамнезе имели значительно лучшие по-
казатели динамики восстановления им-
мунитета. У пациентов после RIC или 
MAC наблюдается повышенный прирост 
CD4+CD45RA+ наивных Т-клеток относи-
тельно пациентов, не подвергавшихся кон-
диционированию [7]. 

Рисунок 3 – Показатели восстановления субпопуляций 
Т-лимфоцитов после аллоТГСК у детей с ПИД
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По данным Moratto et al. пациенты с 
синдромом Вискотта-Олдрича лучше вос-
станавливаются после трансплантации, не-
жели пациенты с ТКИН. Бессобытийная 
двухлетняя выживаемость для пациентов с 
синдромом Вискотта-Олдрича составляет 
около 75%. Однако такие пациенты, как и 
пациенты с ХГБ, имеют повышенную пред-
расположенность к аутоиммунным заболе-
ваниям ввиду особенности мутаций [8].

В исследовании Yanir et al. описа-
но, что использование повышенных доз 
алемтузумаба в составе протокола кон-
диционирования при ТГСК для паци-
ентов с ХГБ приводит к значительному 
росту частоты развития аутоиммунных 
заболеваний. К сожалению, в работе 
Yanir et al. на основе стандартных им-
мунограмм корреляции между восста-
новлением субпопуляций лимфоцитов 

Рисунок 4 – Показатели восстановления минорных субпопуляций 
лимфоцитов после аллоТГСК у детей с ПИД

Клиническая медицина
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и развитием аутоиммунных патологий 
найдено не было [9].

В работе Wolska-Kusmierz et al. отмеча-
ется, что негативными прогностическими 
критериями для пациентов с синдромом 
Ниймегена являются снижение соотноше-
ния CD4+/CD8+ Т-лимфоцитов, преобла-
дание CD45RO+ относительно CD45RA+ 
Т-хелперов, повышенное содержание 
TCRγδ T-клеток и слабый ответ клеток в 
реакции бласттрансформации [9].

Выводы

В ходе проведённого исследования 
определено, что в исследуемой группе па-
циентов показатели восстановления лим-
фоцитов приближаются к референтным 
значениям после 180 дня. Процентное со-
держание NК-клеток выше референтных 
значений до +180 дня, тогда как нормали-
зация абсолютного содержания NК-клеток 
происходит после +60 дня. Процентное со-
держание В-клеток приближается к рефе-
рентным значениям после +60 дня, абсо-
лютное – после +100 дня после трансплан-
тации. Процентное содержание Т-клеток 
достигает нормальных значений к +30 
дню, однако абсолютное содержание этих 
клеток нормализуется только к +365 дню 
после аллоТГСК. 

Среди Т-клеток преобладают цитоток-
сические Т-лимфоциты и их процентное 
содержание находится выше референтных 
величин в течение года после аллоТГСК, 
абсолютное содержание кратковременно 
нормализуется после +60 дня. Восстановле-
ние Т-хелперов начинается после +100 дня, 
однако процентное и абсолютное содержа-
ние Т-хелперов остаётся значительно ниже 
нормы до 365 дня. Абсолютное и относи-
тельное количество наивных Т-хелперов за 
первый год не достигает референтных ве-
личин, в то время как количество наивных 
Т-цитотоксических клеток к +365 дню у не-
которых пациентов превышает их. На про-
тяжении всего восстановления процентное 
соотношение Т-хелперов и цитотоксиче-
ских клеток памяти ведет себя сбалансиро-

ванно относительно друг друга до достиже-
ния референтных величин к 365 дню. 

Рост тимических мигрантов и 
Т-регуляторных клеток начинается в ин-
тервале между 100-ым и 180-ым днём, но 
без достижения уровней референтных зна-
чений и после года наблюдения.

Анализ данных по восстановлению суб-
популяций лимфоцитов периферической 
крови показывает необходимость динами-
ческого клинического и иммунологическо-
го контроля пациентов с ПИД, перенёсших 
аллоТГСК. В программу иммунологиче-
ского миниторирования, помимо опреде-
ления основных популяций лимфоцитов 
(В-, Т-лимфоцитов и NK), целесообразно 
включение определения минорных субпо-
пуляций лимфоцитов, таких как Т-хелперы 
и цитотоксические Т-лимфоциты наивные 
и клетки памяти, тимические мигранты и 
Т-регуляторные клетки.
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FEATURES OF RECOVERY OF LYMPHOCYTE SUBPOPULATIONS 
IN PATIENTS WITH PRIMARY IMMUNODEFICIENCY AFTER 

ALLOGENEIC HEMATOPOIETIC STEM CELL TRANSPLANTATION

33 patients with primary immunodeficiency (PID) who underwent hematopoietic stem cell 
transplantation (HSCT) were examined. The follow-up period was 18 years.

It was found that the recovery of the number of lymphocytes in the peripheral blood is approach-
ing the reference values after 180 days after alloHSCT. The percentage of NK cells is higher than 
the reference values before +180 days, while the normalization of the absolute content of NK cells 
occurs after +60 days. The percentage of B cells approaches the reference values after +60 days, 
the absolute value-after +100 days after transplantation. The percentage of T cells reaches normal 
values by +30 days, but the absolute content of these cells is normalized only by +365 days after 
alloHSCT. Among T-cells, cytotoxic T-lymphocytes predominate and their percentage is higher than 
the reference values for a year after alloHSCT, the absolute content is briefly normalized after +60 
days. Recovery of T-helper cells, thymic migrants and T-regulatory cells begins after +100 days, 
but the percentage and absolute content remains significantly below the norm even after a year of 
observation. During the entire observation period, the percentage of memory cells of T-helper cells 
and cytotoxic T-lymphocytes behaves in a balanced manner relative to each other until the reference 
values are reached by day 365, and the absolute number of naïve cytotoxic T-lymphocytes exceeds 
them by day 365 in some patients. Analysis of data on recovery of peripheral blood lymphocyte 
subpopulations shows the need for dynamic clinical and laboratory control of patients with PID who 
have undergone alloHSCT. In addition to determining the main populations of lymphocytes (B-, T-
lymphocytes, and NK), it is advisable to include the definition of minor subpopulations of lympho-
cytes, such as T-helper and cytotoxic T-lymphocytes naïve and memory cells, thymic migrants and 
T-regulatory cells in the immunological monitoring programme.

Key words: hematopoietic stem cell transplantation, primary immunodeficiency, lymphocyte 
subpopulations, flow cytometry
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