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Внедрение принципов высокочувствительной проточной цитометрии в диагностику пароксизмальной ночной гемоглоби-
нурии (ПНГ) увеличило частоту обнаружения ПНГ-клона у больных апластической анемией (АА) уже на ранних этапах 
установки диагноза (до 79%). Однако выявление ПНГ-клона представляет интерес не только с точки зрения прогрессии 
в гемолитическую форму ПНГ (от 2 до 19% больных АА). Наличие ПНГ-клона у пациентов с апластической анемией 
может сопровождаться скрытыми нарушениями гемопоэза, риск проявления которых увеличивается в условиях проли-
феративного стресса, — в связи с чем необходимо мониторировать данный клон в течение всего времени наблюдения.
Настоящая работа является проспективным исследованием, в котором анализ динамики ПНГ-клона в процессе имму-
носупрессивной терапии (ИСТ) проводился 47 больным АА, среди которых ПНГ-клон первоначально выявлен у 59,6%. 
Медиана наблюдения составила 27 (9—48) мес. В зависимости от размера гранулоцитарного ПНГ-клона больные были 
распределены на четыре условные группы: 1-я группа — от 0,01 до 0,99% (n = 11); 2-я группа — от 1 до 9,99% (n = 8); 
3-я группа — от 10 до 49,9% (n = 4); 4-я группа — от 50 и более (n = 5).
В ходе исследования была выявлена разнонаправленная динамика ПНГ-клона. У 3 из 11 больных 1-й группы произошло 
увеличение медианы ПНГ-клона с минорных значений (менее 1%) до 3,55%; при этом у одного больного к 12-му мес на-
блюдения произошла полная элиминация ПНГ-клона. Заметная однонаправленная динамика была выявлена среди больных 
3-й группы: уже к 3-му месяцу наблюдения одновременно со становлением ремиссии медиана размера ПНГ-клона в группе 
уменьшилась с 22,9% (18,39—24,77%) до 5,6% (1,5—6,7%). ПНГ-клон среди больных 2-й и 4-й групп оставался стабиль-
ным. Развитие гемолитической формы ПНГ наблюдалось у всех больных из 4-й группы, т. е. у 18% больных АА с перво-
начально выявленным ПНГ-клоном. В процессе наблюдения у 37% больных АА без первоначально выявленного ПНГ-клона 
отмечалось его появление и персистенция (медиана — 0,34% (0,1—6,2%)).
Судя по результатам настоящего исследования, изменение размеров ПНГ-клона или его появление происходят при 
ответе на ИСТ и, вероятнее всего, зависят от преимущества роста в процессе восстановления нормального (ГФИ-
позитивного) или клонального (ГФИ-негативного) кроветворения. Получить более достоверные выводы позволят со-
вершенствование методов молекулярной диагностики одновременно с динамическим наблюдением за течением болезни 
у данных пациентов.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  апластическая анемия; ПНГ-клон; пароксизмальная ночная гемоглобинурия; проточная цито-
метрия.
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The implementation of principles of highly sensitive flow cytometry into diagnostic of paroxysmal nocturnal hemoglobinuria in-
creased rate of detection of paroxysmal nocturnal hemoglobinuria clone in patients with aplastic anemia already at early stages of 
diagnosis establishment (up to 79%). However, detection of paroxysmal nocturnal hemoglobinuria clone attracts interest not only 
from point of view of progression in% of patients with aplastic anemia). The occurrence of paroxysmal nocturnal hemoglobinuria 
clone in patients with aplastic anemia can be accompanied by hidden disorders of haemopoesis with increasing risk in conditions 
of proliferative stress. Hence, it is necessary to monitor the given clone during all period of observation.
The study is a prospective investigation analyzing dynamics of paroxysmal nocturnal hemoglobinuria clone in process of 
immune suppressive therapy applied to 44 patients with aplastic anemia. The mentioned clone was initially detected in 59.6% of 
patients. The median of observation amounted to 27 (9—48) months. Depending on size of granulocytic paroxysmal nocturnal 
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hemoglobinuria clone patients were allocated in four conditional groups: group I - from 0.01% to 0.99% (n=11); group II - from 
1% to 9.99% (n=8); group III - from10% to 49.9% (n=4); group IV - from 50% and more (n=5).
In the course of study the differently directed dynamics of paroxysmal nocturnal hemoglobinuria clone was revealed. In 3 out 
of 11 patients from group I median of paroxysmal nocturnal hemoglobinuria clone increased from minor values (less than 1%) 
to 3.55%; at that in one patient occurred total elimination of paroxysmal nocturnal hemoglobinuria clone to 12th month of 
observation. The noticeable unidirectional dynamics was established in patients of group III: already to 3d month of observation, 
simultaneously with becoming of remission, median of size of paroxysmal nocturnal hemoglobinuria clone in group diminished 
from 22.9% (18.39%-24.77%) to 5.6% (1.5%-6.7%). Among patients of groups II and IV paroxysmal nocturnal hemoglobinuria 
clone remained stable. The development of hemolytic form of paroxysmal nocturnal hemoglobinuria was observed in all patients 
of group IV i.e. in 18% of patients with aplastic anemia with primarily detected paroxysmal nocturnal hemoglobinuria clone. In the 
process of observation, in 37% of patients with aplastic anemia without primarily detected paroxysmal nocturnal hemoglobinuria 
clone its occurrence and persistence (median - 0.34% (0.1%-6.2%)) was noticed.
According to the results of study, alteration of sizes of paroxysmal nocturnal hemoglobinuria clone or its occurrence develop in 
case of response to ISP and, most probably, depend on advantage of growth in the process of repair of normal (GPI positive) or 
clonal (GPI negative) hemopoiesis. To acquire more reliable conclusions will be possible through development of techniques of 
molecular diagnostic simultaneously with dynamic observation of course of disease in the given patients.
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Введение. ПНГ-клон — это клон стволовой клетки крови 
с мутацией в PIG-A гене, в результате которой нарушается 
синтез гликозилинозитолфосфата (ГФИ) — гликолипида, 
с помощью которого к мембранам клеток крепятся белки 
ГФИ-комплекса, защищающего мембраны клеток крови от 
воздействия терминальных компонентов системы компле-
мента [1—4].

Однако одно лишь присутствие ПНГ-клона не подразу-
мевает диагноза пароксизмальной ночной гемоглобинурии, 
которая характеризуется не только наличием клона клеток с 
дефицитом или полным отсутствием ГФИ, но и четкой кли-
нической картиной [5].

В настоящее время продолжается поиск причинных свя-
зей между развитием и эволюцией ПНГ-клона у больных с 
костномозговой недостаточностью. Различные исследования 
свидетельствуют о наличии внутренних факторов эволюции 
ПНГ-клона [6, 7]. Гипотеза иммунной привилегированности 
[8] предполагает наличие у ГФИ-дефектного клона преиму-
щества, позволяющего ему избегать иммуноопосредованной 
атаки на костномозговое кроветворение. Однако причины 
эволюционного течения ПНГ-клона с развитием гемолитиче-
ской формы пароксизмальной ночной гемоглобинурии оста-
ются неизвестными. Так, увеличение размера ПНГ-клона 
продолжается у некоторых больных АА на фоне проведения 

иммуносупрессивной терапии (ИСТ) и после достижения 
ремиссии, а у больных с гемолитической формой парок-
сизмальной ночной гемоглобинурии клиническая манифе-
стация не всегда сочетается с клиническими проявлениями 
костномозговой недостаточности [9]. Более того, небольшие 
популяции PIG-A мутантных клеток могут определяться и у 
здоровых людей, что свидетельствует о наличии дополни-
тельных внутренних факторов, способствующих экспансии 
ГФИ-дефектного клона [10]. Таким образом, целью настоя-
щей работы является определение изменений ПНГ-клона в 
процессе ИСТ.

Материал и методы. Анализ динамики ПНГ-клона на 
фоне ИСТ проводился 47 больным АА, которые впервые бы-
ли госпитализированы в ФГБУ «ГНЦ» МЗ РФ с мая 2011 г. 
по июнь 2015 г. Среди них было 25 женщин и 22 мужчины, 
больных тяжелой АА — 17 человек, нетяжелой АА — 11. На 
момент диагностики АА ПНГ-клон выявлен у 28 (59,6%) из 
47 больных. Медиана наблюдения составила 27 (9—48) мес. 
Всем больным проводилась программная ИСТ, включающая 
курсы лечения лошадиным антитимоцитарным глобулином 
(АТГАМ) и длительную терапию циклоспорином А в соче-
тании с лапароскопической спленэктомией или без ее выпол-
нения [11].

В зависимости от размера ПНГ-клона по гранулоцитам, 

Т а б л и ц а  1
Распределение больных АА в зависимости от размера ПНГ-клона

Размер ПНГ-клона 1 группа (n = 11) 2 группа (n = 8) 3 группа (n = 4) 4 группа (n = 5)

Размер ПНГ-клона (гранулоциты), % 0,01—0,99 1—9,99 10—49,9 50—100
ПНГ-клон (гранулоциты), медиана (мин—макс), % 0,40 (0,12—0,76) 2,10 (1,09—6,7) 22,80 (18,39—24,77) 89,90 (61,5—99,5)
ПНГ-клон (эритроциты, тип ii + тип iii), медиана 
(мин—макс), %

0,04 (0—0,70) 0,20 (0,03—0,7) 2,25 (0,27—14,21) 5,35 (3,5—11,95)

ПНГ-клон (моноциты), медиана (мин—макс), % 0,80 (0,3—10) 5,40 (0,92—47,9) 27,69 (6,12—46,36) 91,10 (76,43—99,2)
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определенного в начале заболевания, больные были распреде-
лены по четырем условным группам (табл. 1): 1-я группа — от 
0,01 до 0,99% — 11 больных (39%); 2-я группа — от 1 до 9,99% 
— 8 больных (29%); 3-я группа — от 10 до 49,9% — 4 больных 
(14%); 4-я группа — от 50 и более — 5 больных (18%).

Определение ПНГ-клона проводилось методом высо-
кочувствительной проточной цитометрии, предложенным 
Международным обществом по клинической цитометрии в 
2010 г. [12]. Стандартизация данного метода позволяет при 
динамическом наблюдении сопоставлять результаты, полу-
ченные в разных лабораториях [13, 14]. По данному протоко-
лу возможно выявить ПНГ-клон с чувствительностью 0,01% 
на трех популяциях клеток — эритроцитах, гранулоцитах и 
моноцитах. Таким образом исследуется экспрессия характер-
ных для каждой клеточной популяции ГФИ-связанных бел-
ков (cd59, cd24, cd14) и flaer (табл. 2).

Образцы периферической крови забирали у больных в 
объеме 2 мл в пробирку с ЭДТА.

Пробоподготовку для эритроцитов проводили следую-
щим образом: из пробирки с цельной кровью отбирали  
20 мкл, разбавляли cellwash (bd) в 100 раз, затем отбирали 
20 мкл и добавляли моноклональные анти-cd235 и анти-
cd59 антитела в объемах, указанных в рекомендациях про-
изводителя, после чего инкубировали 20 мин при комнатной 
температуре в темноте с последующей двойной отмывкой 
cellwash (bd) при 1000 об/мин в течение 5 мин.

Линейноспецифичные антитела к cd235a, меченные 
fiTc, использовали для исключения из анализа «дебриса», 
ГФИ-специфичные антитела к cd59, меченные РЕ, — для 
выявления эритроцитов с ПНГ-фенотипом. Эритроциты с 
нормальным фенотипом имели высокую экспрессию cd59 
(тип i) по сравнению с ПНГ-эритроцитами с частичным (тип 
ii) и полным отсутствием cd59 (тип iii). Полный размер 
клона ПНГ на эритроцитах является суммой «тип ii + тип 

iii». Соответственно, процент клеток с фенотипом cd235+ / 
cd59– от общего числа эритроцитов определял размер ПНГ-
клона среди эритроцитов.

Пробоподготовку для лейкоцитов проводили следующим 
образом: из пробирки с цельной кровью отбирали 50 мкл, ли-
зировали pharmlyse (bd) согласно инструкции производите-
ля, затем осаждали при 1000 об/мин в течение 5 мин.

Осадок встряхивали, после чего клетки разносили по 
двум цитометрическим пробиркам: добавляли комбинацию 
линейноспецифичных антител, flaer и gpi-специфичные 
антитела для гранулоцитов (Сd24) и моноцитов (cd14). 
Антитела добавляли в объемах, указанных в рекомендациях 
производителя, 20 мин инкубировали в темноте при комнат-
ной температуре, затем отмывали cellwash (bd) при 1000 об/
мин в течение 5 мин.

Выделение гранулоцитарного гейта проводили по параме-
трам каналов светорассеяния, показателям экспрессии cd45, 
cd15 и бокового светорассеяния. Гранулоциты с нормаль-
ным фенотипом имели высокую активность флуоресценции 
по cd24 и flaer по сравнению с ПНГ-гранулоцитами с 
полностью отсутствующей флуоресценцией по flaer и 
cd24 одновременно.

Моноциты также выделяли по параметрам каналов свето-
рассеяния, показателям экспрессии cd45, cd64 и бокового 
светорассеяния. Определение экспрессии flaer и cd14 на 
моноцитах проводили с помощью точечных графиков. Про-
центное отношение числа моноцитов с полным отсутствием 
одновременной флуоресценции по flaer и cd14 ко всем 
моноцитам определяли как размер ПНГ-клона среди моно-
цитов.

ПНГ-гранулоциты/ПНГ-моноциты находились в левом 
нижнем квадранте точечных графиков, нормальные грануло-
циты/моноциты — в правом верхнем.

В контрольную группу вошло 10 доноров в возрасте от 23 
до 42 лет. Данные выявления ПНГ-клона у доноров не при-
вели к ложноположительным результатам.

Результаты. Анализ динамики размеров ПНГ-клона, 
оцененного по гранулоцитам, позволил выявить следующие 
изменения.

В 1-й группе увеличение ПНГ-клона в размерах, превы-
шающих первоначальные значения более чем в 10 раз, на-
блюдалось у 3 больных уже через 3 мес после начала лече-
ния, с медианой размера клона по гранулоцитам до и после 
лечения 0,4 и 3,55% соответственно. В дальнейшем, как и у 
остальных больных из данной группы, значительных изме-
нений в размере ПНГ-клона не наблюдалось. Уменьшение 
вплоть до полной элиминации к 12-му месяцу произошло у 
одного больного из этой группы (с 0,1 до 0,00%).

Т а б л и ц а  2
Набор моноклональных антител для определения ПНГ-клона 
для разных клеточных популяций

Клеточные популяции

Гранулоциты Моноциты Эритроциты

Набор мкАТ cd45-percp cd45-percp Сd235а-fiTc
cd15-apc cd64-apc cd59-pe
cd24-pe cd14-pe

flaer-alexa 488 flaer-alexa 
488

Рис. 1. Изменение соотношения числа больных в группах в 
зависимости от размера ПНГ-клона до и после лечения.

Рис. 2. Динамика ПНГ-клона на фоне иммуносупрессивной 
терапии среди больных без первоначального клона.
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Среди больных 2-й группы значимых изменений разме-
ра ПНГ-клона, оцененного по гранулоцитам, не отмечено: 
медиана клона до ИСТ и на момент анализа составила 2,1% 
(1,09—6,7) и 2,03% (0,07—5,4) соответственно. И только у 3 
больных из этой группы произошло снижение ПНГ-клона до 
минорных значений.

Заметная однонаправленная динамика отмечена в 3-й 
группе: у всех 4 больных произошло уменьшение ПНГ-клона 
с 22,9% (18,39—24,77) до 5,6% (1,5—6,7) уже к 3-му меся-
цу наблюдения одновременно со становлением ремиссии. В 
дальнейшем его размер оставался без значительных измене-
ний. Все больные данной группы достигли хорошего ответа 
на ИСТ в кратчайшие сроки (табл. 3). Разнонаправленная 
динамика у данных больных отмечена в эритроцитарном и 
моноцитарном клонах.

Изменения в размере ПНГ-клона среди больных 4-й груп-
пы не наблюдались.

За время наблюдения процентное соотношение больных АА 
с ПНГ-клоном менее 10% увеличилось с 68 до 82% (рис. 1).

При анализе данных, полученных при динамическом ис-
следовании больных, у которых ПНГ-клон не был выявлен 
в начале заболевания, его появление и персистенция были 
зафиксированы в процессе ИСТ у 7 (37%) из 19 больных 
без ПНГ-клона, ответивших на лечение (рис. 2). Следует от-
метить, что у большинства больных (5 из 7) значения ПНГ-
клона не выходили за пределы минорного диапазона.

При оценке проявлений внутрисосудистого гемолиза по-
лучены следующие данные: повышение ЛДГ более 1,5 ВГН 
на момент установки диагноза АА и до начала ИСТ отмеча-
лось у 2 больных из 3-й группы и у 3 больных из 4-й группы 
(медиана ПНГ-клона 61,5% (18,39—98,2)), что составило 5 
(18%) из 28 больных с ПНГ-клоном. На момент последнего 
обследования нарастание внутрисосудистого гемолиза с раз-
витием ПНГ-синдрома при достижении гематологического 
улучшения наблюдалось у всех больных (n = 5) 4-й группы 
(медиана ПНГ-клона 89,9% (61,5—99,5)), и регрессия у 2 
больных из 3-й группы при уменьшении размера грануло-
цитарного ПНГ-клона. Таким образом, при динамическом 
наблюдении размеры ПНГ-клона у больных 4-й группы (раз-
мер ПНГ-клона — более 50%) существенно не изменялись, 
однако на фоне становления ремиссии отмечалось развитие 
ПНГ-синдрома у всех больных данной группы (5 (18%) из 28 
человек), что к концу наблюдения позволило констатировать 
у них гемолитическую форму пароксизмальной ночной гемо-
глобинурии с предшествующей или сопутствующей аплази-
ей костного мозга.

Обсуждение. При динамическом исследовании ПНГ-
клона у больных АА в процессе ИСТ и после ее проведения 
отмечалась разнонаправленная динамика. Однако анализ дан-
ных, полученных за период наблюдения, показал увеличение 
числа больных АА с ПНГ-клоном менее 10% (68% больных 
до лечения и 82% — после) с одновременным уменьшением 
числа пациентов с минорным ПНГ-клоном.

В экспериментах in vitro был выявлен сниженный ответ 

на цитотоксическое воздействие у ГФИ-негативных клеток 
[15]. Возможно, развитие ГФИ-негативного кроветворения 
(ПНГ-клона) является «шунтовым» механизмом в условиях 
аутоагрессии, а его пролиферация, обусловленная внешним 
преимуществом, позволяет приспособиться к создавшимся 
условиям. Мы наблюдаем значительные изменения в разме-
ре ПНГ-клона при ответе на ИСТ, т. е. восстановление «нор-
мального» кроветворения при блокировании аутоагрессии, 
и в то же время среди больных с ПНГ-клоном более 50% 
ответ на лечение достигается при более интенсивном воз-
действии и за больший промежуток времени. Вместе с тем 
ГФИ-дефектные клетки появляются при ответе на лечение 
в периферической крови больных АА без первоначально 
выявленного ПНГ-клона. Впрочем, количество их не столь 
велико, и стоит отметить, что данные больные ответили на 
минимальный объем ИСТ. Судя по вышеизложенному, суще-
ствует необходимость более детальной оценки костномоз-
гового кроветворения и поиска оптимальных лабораторных 
подходов.
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