
На правах рукописи 

 

 

 

 

ПЕРШИН ДМИТРИЙ ЕВГЕНЬЕВИЧ 

 

 

Разработка и оценка значимости метода определения экспрессии 

внутриклеточных белков в диагностике и мониторинге пациентов с врожденными 

дефектами иммунитета 

 

 

3.1.28. Гематология и переливание крови 

3.2.7.  Аллергология и иммунология 

 

 

АВТОРЕФЕРАТ 

диссертации на соискание ученой степени 

кандидата медицинских наук 

 

 

 

 

 

Москва – 2023 



2 

Работа выполнена в Федеральном государственном бюджетном учреждении 

«Национальный медицинский исследовательский центр детской гематологии, онкологии и 

иммунологии имени Дмитрия Рогачева» Министерства здравоохранения Российской 

Федерации 

Научные руководители: 

доктор медицинских наук             Масчан Михаил Александрович                                  

доктор медицинских наук              Щербина Анна Юрьевна 

             

Официальные оппоненты: 

доктор медицинских наук                          Латышева Татьяна Васильевна  

научный руководитель отделения иммунопатологии, заведующий отделением реанимации 

и интенсивной терапии федерального государственного бюджетного учреждения 

«Государственный научный центр «Институт иммунологии» Федерального медико-

биологического агентства России. 

доктор медицинских наук                         Скоробогатова Елена Владимировна 

заведующий отделением трансплантации костного мозга обособленного структурного 

подразделения Российская детская клиническая больница федерального государственного 

автономного образовательного учреждения высшего образования «Российский 

национальный исследовательский медицинский университет имени Н.И. Пирогова» 

Министерства здравоохранения Российской Федерации. 

Ведущая организация: 

Федеральное государственное автономное образовательное учреждение высшего 

образования «Российский университет дружбы народов» Министерства науки и высшего 

образования Россйской Федерации. 

Защита состоится «     »  2023 года в           часов  

на заседании диссертационного № 21.1.025.01 совета при федеральном государственном 

бюджетном учреждении «Национальный медицинский исследовательский центр детской 

гематологии, онкологии и иммунологии имени Дмитрия Рогачева» Министерства 

здравоохранения Российской Федерации по адресу: 117198, г. Москва, улица Саморы 

Машела 1. 

С диссертацией можно ознакомиться в библиотеке «Национальный медицинский 

исследовательский центр детской гематологии, онкологии и иммунологии имени Дмитрия 

Рогачева» Министерства здравоохранения Российской Федерации и на сайте www.fnkc.ru 

 

Автореферат разослан «           »  2023 года 

 

 

 

Ученый секретарь диссертационного совета, 

доктор медицинских наук                                              Жуков Н.В.

                                    



3 

ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

 

Актуальность темы исследования 

 

Внедрение новейших лабораторных технологий в фундаментальные и клинические 

исследования в области медицины позволило значительно улучшить понимание 

биохимических и молекулярных основ клеточной физиологии, а также выявить дефекты в 

этих процессах, лежащих в основе болезней человека. Таким образом, технический 

прогресс позволил не только произвести ряд открытий в области фундаментальной 

иммунологии, но и более глубоко понимать патогенез заболеваний, позволил создать 

методы быстрой диагностики этих состояний, а также предоставил возможности для 

разработки и внедрения улучшенных методов лечения пациентов. Ярким примером 

симбиоза науки и клинической практики являются области клинической иммунологии и 

гематологии. 

Врожденные дефекты иммунитета (ВДИ) — это гетерогенная группа (ранее именуемая 

Первичные иммунодефицитные состояния) генетически детерминированных состояний, 

затрагивающих различные компоненты иммунной системы и характеризующихся 

повторными тяжелыми инфекциями, аутоиммунными проявлениями и повышенной 

частотой развития опухолей. Согласно последней классификации Международного союза 

иммунологических сообществ (International Union of Immunological Societies, IUIS) на 

настоящий момент насчитывается более 450 генов, ответственных за развитие различных 

ВДИ и около 100 из них были обнаружены за последние несколько лет [Bousfiha A., 2019, 

Hands D. Ochs, 2016, Кузьменко Н.Б., 2017, Yu JE., 2018, Tangye SG., 2020]. По мере все 

более глубокого внедрения различных молекулярно-биологических технологий в 

повседневный терапевтический процесс и углубление в тонкие механизмы организации 

иммунной системы, круг вновь верифицированных ВДИ продолжает неуклонно 

расширяться [Aziz Bousfiha, 2018]. Ключом успешного выявления ВДИ среди столь 

разнопланового спектра характерных для них симптомов является тщательной сбор 

анамнеза, физикальный осмотр, а также грамотный подход к назначению и интерпретации 

различных лабораторных исследований [Aziz Bousfiha, 2018, Abraham RS. 2011, Родина 

Ю.А., 2020, Charlotte Cunningham-Rundles, 2005, Fischer А. 2000]. Золотым стандартом 

диагностики иммунодефицитных состояний по-прежнему остается выявление 

генетического дефекта в гене-кандидате, подозреваемом в развитие заболевания. Как 

правило, для обнаружения молекулярно-генетического дефекта с помощью стандартных 

методик требуется от 2 до 8 недель. Как и для любого заболевания, для группы ВДИ 

скорейшая постановка точного диагноза является ключевым моментом, так как 

определение тактики куративной терапии (трансплантации гемопоэтических стволовых 

клеток (ТГСК), заместительной терапии с применением препаратов человеческого 

иммуноглобулина, и таргетной иммуносупрессивной/иммуномодулирующей терапии 

нередко напрямую зависит от знания подлежащего молекулярного дефекта. 

Кроме того, клиническая значимость ранее не описанных мутаций может быть не ясна, 

а нахождение мутации в области недоступной к прочтению стандартными молекулярно-

генетическими методами, может усложнять конечную интерпретацию состояния пациента. 

В этих случаях специализированные лабораторные исследования могут помочь 

верифицировать диагноз. 

Разработка стандартизованных методик, валидация которых основана на анализе данных 

клинической и молекулярно-генетической картины пациента, а также их корреляционный 

анализ, является важной и актуальной задачей. Сочетанное применение различных 

иммунологических методов не только позволяет быстро подтвердить диагноз и определить 

тактику дальнейшей терапии пациента, но и дает целостную картину состояния звеньев 

иммунитета, помогая врачу в прогнозировании и оценке тяжести течения заболевания. 

Одним из давно зарекомендовавших себя в диагностике ВДИ подходов является 
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использование лабораторных методов на основе проточной цитофлуориметрии (ПЦ). ПЦ 

представляет из себя пластичный инструмент, позволяющий не только определить в 

короткие сроки наличие или отсутствие различных популяций иммунокомпетентных 

клеток, но и провести исследования, нацеленные на оценку функций иммунной системы, 

такие как, фосфорилирование белков или продукция цитокинов [REBECCA H., 2000, Appay 

V., 2008, Delmonte OM., 2019, Abraham RS., 2016, Yongmao Yu, 2009, Joao B., 2009, Galen 

H., 1995, Nielsen J., 2015]. Для ряда моногенных ВДИ, исследование уровня экспрессии 

белков является ключевым диагностическим маркером. Исследование содержания 

внутриклеточных белков часто упоминается в научных работах, посвящённых изучению 

ВДИ, но, как правило, детали метода бывают не описаны или в основе протокола 

используются уникальные моноклональные антитела, являющиеся интеллектуальной 

собственностью лаборатории. К сожалению, даже при условии наличия специфических 

антител, ПЦ является чувствительным методом, требующим четкого соблюдения 

преаналитического и аналитического этапов. Исследуя экспрессию белков в различных 

клеточных популяциях, нужно учитывать большое количество факторов, таких, как время 

транспортировки образца, влияние температурных условий в период его хранения, 

жизнеспособность исследуемой популяции клеток, особенности деградации белка и пр. Для 

ряда ВДИ описаны мутации, при которых сохраняется остаточная экспрессия белка 

(гипоморфные мутации) или происходит его неполноценный/укороченный синтез. Все эти 

особенности ведут к невозможности анализа результирующих данных в отсутствие 

единообразного подхода к их оценке, в конечном итоге отрицательно влияя на 

диагностический путь пациента. Кроме того, ряд ВДИ находится на стыке медицинских 

специальностей, например, иммунологии и гематологии. Гематологические проявления 

ВДИ нередко бывают первыми, и наиболее значимыми с точки зрения угрозы жизни и 

здоровью пациента, тем не менее, маскируют иммунологические проявления и затрудняют 

верификацию диагноза. Отсутствие правильной и вовремя подобранной терапии, в свою 

очередь, может привести к гибели пациента. Все вышеперечисленное обусловливает 

актуальность разработки методов быстрой и точной диагностики ВДИ. К ВДИ, имеющим 

гематологические проявления и наиболее часто встречающимся в практике врача-

гематолога, относятся синдром Вискотта-Олдрича (СВО) и Х-сцепленный 

лимфопролиферативный синдром 1 и 2 типов (ХЛП 1 и ХЛП 2).  

В связи с этим, эти заболевания были выбраны нами как модели для разработки и 

валидизации лабораторных подходов к их диагностике, основанных на анализе экспрессии 

ключевых для этих состояний белков с помощью ПЦ. 

 

Цель исследования 

 

Разработка и оценка значимости метода определения экспрессии внутриклеточных 

белков с использованием проточной цитофлюорометрии в диагностике и мониторинге 

пациентов с подозрением на синдром Вискотта-Олдрича и Х-сцепленный 

лимфопролиферативный синдром 1 и 2 типа. 

Задачи исследования 

 

1. Разработать и валидировать методику диагностики СВО путем определения 

экспрессии белка WASP c использованием метода проточной 

цитофлуориметрии. 

2.  Разработать и валидировать методику диагностики ХЛП 1 и 2 типов путем 

определения экспрессии белков SAP и XIAP, соответственно, c 

использованием метода проточной цитофлуориметрии. 
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3. Провести оценку корреляции тяжести течения СВО и индекса экспрессии белка WASP 

с целью определения прогностической значимости данного метода для 

оптимизации терапии и прогнозирования сроков выполнения ТГСК. 

4. Оценить возможность применения данных протоколов для определения статуса 

носительства мутаций WAS, SH2D1A и XIAP у родственниц женского пола 

пациентов с подтвержденными диагнозами СВО и ХЛП 1/2 типа, с целью 

дальнейшего семейного консультирования и рассмотрения их в качестве 

донора ГСК. 

5. Оценить возможность применения метода определения экспрессии белка WASP в 

различных клетках крови пациентов с СВО, перенесших процедуру ТГСК, с 

целью определения наличия и уровня донорского химеризма в отдельных 

клеточных линиях. 

6. Изучить феномен частичной экспрессии белка WASP у пациентов с СВО с целью 

подтверждения наличия соматического мозаицизма и его влияния на тяжесть 

клинического течения заболевания. 

Научная новизна 

В данном исследовании впервые в России разработана и валидирована лабораторная 

методика, позволяющая эффективно диагностировать СВО и ХЛП 1/2 типов, определять 

прогноз тяжести заболевания СВО, а также подтверждать статус носительства мутантного 

аллеля при семейном консультировании. Впервые в мире исследована возможность 

применения метода в быстрой оценке линейного химеризма у пациентов СВО после 

процедуры ТГСК.  

Научно-практическая значимость 

 

Внедрение разработанных и валидированных в ходе работ протоколов в работу 

иммунологических лабораторий позволит улучшить раннюю диагностику СВО и ХЛП 1/2 

типа, что непосредственно влияет на дальнейший прогноз заболевания. Внедрение 

простого и точного метода определения донорского химеризма у пациентов с СВО, 

перенесших ТГСК, значительно ускорит получение результата и уменьшит его стоимость. 

Изучение редкого феномена реверсивного мозаицизма способствует лучшему пониманию 

молекулярно-генетических механизмов, лежащих в основе врожденных иммунологических 

и гематологических заболеваний. На основании данных проведенного анализа описаны 

лабораторные диагностические методы, позволяющие применять их на лабораторных базах 

центров, занимающихся диагностикой и лечением пациентов с ВДИ.  

Основные положения выносимые на защиту 

1. На примере СВО и ХЛП 1\2 типа разработанные методы определения экспрессии 

внутриклеточных белков с помощью ПЦ зарекомендовали себя как   

чувствительные, специфичные для быстрой диагностики данных ВДИ, а также 

пригодные для применения при транспортировке материала из удаленных 

регионов РФ. 

2.  Определение экспрессии соответствующих белков является инструментом для 

прогнозирования тяжести течения заболевания у пациентов с СВО, а также для 

определения статуса носительства мутаций генов WAS, SH2D1A. 



6 

3.  Разработанная методика может быть использована для количественного определения 

донорского химеризма в клеточных линиях у пациентов с СВО, перенесших 

процедуру ТГСК. 

4.   Феномен реверсивного соматического мозаицизма встречается у 19% пациентов с 

СВО и затрагивает в первую очередь CD8+ Т лимфоциты. Он не влияет на 

тяжесть течения заболевания, однако значимость данного феномена требует 

дальнейшего изучения, в том числе и с применением разработанной  методики 

определения внутриклеточной экспрессии белков методом ПЦ. 

Внедрение результатов работы в практику 

 

Протоколы научно-исследовательской работы внедрены в лечебно-диагностическую 

работу лабораторных и клинических подразделений ФГБУ НМИЦ ДГОИ имени Дмитрия 

Рогачева Министерства здравоохранения Российской Федерации. 

Результаты представлены и обсуждены на следующих мероприятиях: V 

МЕЖДУНАРОДНАЯ НАУЧНО-ПРАКТИЧЕСКАЯ КОНФЕРЕНЦИЯ «АКТУАЛЬНЫЕ 

ВОПРОСЫ ПЕРВИЧНЫХ ИММУНОДЕФИЦИТОВ» (г. Минск, 2018 год); Х конгресс 

Национального общества детских гематологов и онкологов (г. Сочи, 2019 год); 19th Biennial 

Meeting of the European Society for Immunodeficiencies (2020 год); научно-клинический 

совет ФГБУ НМИЦ ДГОИ имени Дмитрия Рогачева Министерства здравоохранения 

Российской Федерации (г. Москва, 2020 год); III рабочее совещание аллергологов-

иммунологов с международным участием “Первичные иммунодефициты и 

аутовоспалительные заболевания” (2020 год), Российский конгресс «Детская онкология, 

гематология и иммунология XXI века: от науки к практике» (г. Москва, 2021 год), Научно-

практическая конференция с международным участием «Первичные иммунодефициты у 

детей и взрослых - в фокусе инфекции» (г. Москва, 2021 год), XXII ВСЕРОССИЙСКИЙ 

НАУЧНО-ОБРАЗОВАТЕЛЬНЫЙ ФОРУМ «МАТЬ И ДИТЯ - 2021» (г. Москва, 2021 год), 

По теме диссертации опубликованы три печатные работы в отечественных журналах, 

рекомендованных в перечне Высшей аттестационной комиссии Министерства образования 

и науки Российской Федерации.  

Автор непосредственно участвовал во всех этапах работы – в анализе литературных 

данных, в постановке цели и определении задач, представлении результатов работы на 

конференциях и конгрессах. Автор лично принимал участие в пробоподготовке 

биологического материала пациентов, обработке данных полученных с проточных 

цитофлюориметров, а также в анализе необходимой медицинской документации 

пациентов, вошедших в исследование. 

 

Структура и объём диссертации 

 

Диссертационная работа изложена на 97 страницах печатного текста и включает в себя 

следующие разделы: введение (состоящее из актуальности проблемы, целей, задач, научной 

новизны, практической значимости и внедрения результатов в практику), обзор 

литературы, материалы и методы исследования, результаты, обсуждение полученных 

результатов, выводы и указатель используемой литературы. 

Работа проиллюстрирована 12 таблицами и 14 рисунками.  

Библиография содержит 190 ссылки, в том числе 8 отечественных источников и 182 на 

иностранных языках. 
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                                                        СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ 

Материалы и методы 

Пациенты 
В данной работе были проанализирован материал 540 пациентов, с подозрением на СВО 

(оценка экспрессии WASP n=178), ХЛП 1 типа (оценка экспрессии SAP n=165) и ХЛП 2 

типа (оценка экспрессии XIAP n=197). Все образцы венозной крови поступили в 

лабораторию трансплантационной иммунологии и иммунотерапии гемобластозов НМИЦ 

ДГОИ им. Дмитрия Рогачева в период с января 2016 г. по январь 2022 г. В исследование 

были включены только образцы пациентов, у которых в дальнейшем были обнаружены 

мутации генов SH2D1A (n=11 пациентов из 10 семей, все мужского пола, медиана возраста 

7,5 лет), XIAP (n=10 пациентов из 9 семей, все мужского пола; медиана возраста 1,5 года) и 

WAS (n=56 пациентов из 47 семей, (55 мужского и 1 женского пола; медиана возраста 2 

года). Все пациенты имели клинико-анамнестические данные, схожие с картиной, 

наблюдаемой при СВО/ХСТ или ХЛП. Окончательный клинический диагноз СВО или ХЛП 

1 и 2 типа был установлен на основании критериев ESID. Клинические фенотипы пациентов 

с мутациями в гене WAS: СВО (n=40), ХСТ (n=14); для двух пациентов клинический 

фенотип установить невозможно, ввиду отсутствия полноты медицинской документации. 

Исследование внутриклеточной экспрессии белков выполнено матерям пациентов, 

имеющим генетическое заключение, подтверждающее статус носительства мутантного 

аллеля или его отсутсвие: WAS (n=6), SH2D1A (n=5) и XIAP (n=9). 

Произведена оценка экспрессии белков в материале шести пациентов с СВО, 

получивших ТГСК. 

В разделе сравнительной характеристики методов оценки клеточного химеризма 

дополнительно использованы данные пациентов (n=8), маркируемые PX с СВО, 

перенесших ТГСК, но не включенных в основную группу исследования. Данные пациенты 

получили ТГСК до внедрения протокола оценки экспрессии белка и соответсвенно не 

имели инициальной оценки WI. 

В разделе сравнительной характеристики методов оценки носительства мутантного 

аллеля, использованы данные матери (маркируемые mPX) пациента с СВО, не включенные 

в основную группу сравнения.  

Для оценки экспрессии белков среди здоровой популяции людей, в исследование 

включены образцы периферической крови от условно здоровых индивидуумов (доноры 

компонентов крови отделения трансфузиологии, заготовки и процессинга гемопоэтических 

стволовых клеток НМИЦ ДГОИ им. Д. Рогачева) в возрасте от 18 до 50 лет (n=64 (WASP), 

n=93 (SAP), n=71 (XIAP)). 

Оценка экспрессии белка WASP 

Образцы венозной крови были собраны в пробирки с этилендиаминтетрауксусной 

кислотой (ЭДТА) и проанализированы в течение 24 часов после венепункции. Для контроля 

качества преаналитического и аналитического этапов в каждое исследование включали 

дополнительный̆ образец крови, полученный ̆ от здорового индивидуума. Забор крови 

здорового индивидуума и пациента производили в одно и то же время, образцы хранились 

и транспортировались при одинаковых условиях (не более 24 часов от момента забора, при 

температуре 18–25°С).  

Основные этапы пробоподготовки включали: выделение мононуклеарных клеток 

периферической крови методом центрифугирования в градиенте плотности (Lymphocytes 

Separation Media, Capricorn Scientific), фиксацию и пермеабилизацию реагентами Cell 

Fixation & Permeabilization Kit (Flow Cytometry, Abcam). Далее проводилась окраска 
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моноклональными антителами представленными в Таблице 1. Среднее значение 

интенсивности флюоресценции (СИФ, Mean Fluorescence Intensity, MFI) ключевой 

параметр используемый при оценке уровня экспрессии белка WASP. 

Оценку производили на основании полученных значений СИФ по каналу флуоресценции, 

соответствующему анти-WASP и изотипическому контрольному антителу в популяции 

лимфоцитов. Полученные значения были взяты в расчет индекса экспрессии белка WASP 

(WASP Index, WI) согласно следующей̆ формуле: WI = MFI (образца, окрашенного анти-

WASP) – MFI (образца, окрашенного изотипическим антителом)/100. 

Экспрессия WASP классифицировалась нормальной в случае нахождения значения WI 

выше порогового диагностического значения (получение порогового диагностического 

значения раздел 3.2). При значениях WI < 1 экспрессия белка WASP трактовалась как 

отсутствующая/резко сниженная. 

Анализ образцов проводили на проточном цитометре FACS Canto II (Becton Dickinson). 

Для каждого образца было собрано не менее 20 000 событий в регионе лимфоцитов. При 

анализе данных использовали программное обеспечение Kaluza Analysis (Beckman Coulter).  

Для части пациентов был применен более детализированный подход, заключающийся в 

оценке линейно-специфичной экспрессии, а именно в CD3+CD4+, CD3+CD8+ (Т-

лимфоцитах), CD19+ (В-лимфоцитах) и CD56+ (NK-лимфоцитах), с использованием 

антител представленных в Таблице 2. К такому типу оценки обращались в случае 

обнаружения бимодальной/нетипичной экспрессии белка, встречающейся у пациентов 

после ТГСК и имеющих смешанный клеточный химеризм или в случае подозрения на 

наличие РСМ. В отличие от классической картины сниженной или отсутствующей 

экспрессии WASP при СВО, имеющей унимодальный характер, у данных пациентов имел 

место дополнительный пик экспрессии. Для 9 из 11 пациентов, с подозрением на РСМ, была 

выполнена линейная оценка экспрессии белка, для остальных - в пулах лимфоцитов и 

моноцитов.  



9 

Используемое в работе антитело к WASP специфично к С-концевому участку белка 

(области VCA-домена), без учета особенностей̆ аутоингибированной или активной формы 

белка (клон EP2541Y). В литературе отсутствуют работы, описывающие применение 

данного клона антитела в диагностики СВО. В связи с этим большинство вариантов 

синтезируемых белков в теории должны быть доступны для оценки данной методикой.  

Шкала тяжести СВО и клинический фенотип пациентов с мутацией в гене WAS 

Для более детальной оценки фенотипа была использована расширенная шкала оценки 

тяжести состояния пациентов с СВО ранее описанная в работах [Khoreva A. 2021, Першин 

Д.Е., 2020], применяемая в НМИЦ ДГОИ им. Д.Рогачева, основанная на оригинальной 

балльной классификации О. Zhu и соавторов [Zhu Q., 1995], учитывающая выраженность 

тромбоцитопении и геморрагического синдрома, экземы, частоту и тяжесть инфекционных 

осложнений, аутоиммунных процессов и развитие опухолей (Таблица 3). Клинический 

фенотип пациента классифицировался как ХСТ, в случае суммы баллов не более 4.  

Оценка экспрессии белков SAP и XIAP 

Образцы венозной крови с ЭДТА фиксировались и пермеабилизировались с помощью 

набора реагентов IntraPrep Permeabilization Reagent (Backman Coulter). Затем производилось 

поэтапное окрашивание первичными моноклональными антителами представленными в 

Таблице 4.  

Сбор данных проводился на проточном цитометре FACS Canto II (Becton Dickinson), для 

каждого образца было собрано не менее 20 000 событий в регионе лимфоцитов. Анализ 

данных выполнен с помощью программного обеспечения Kaluza Analysis (Beckman 

Coulter). Оценка экспрессии белков проводилась в регионах CD3+ (Т-лимфоциты) и CD56+ 

(NK-лимфоциты) в сравнении с уровнями экспрессии в контрольном образце (условно 
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здоровый индивидуум). Для исключения неспецифического связывания использовались 

изотипические контрольные антитела. Долю клеток, содержащих SAP/XIAP, определяли 

путем постановки на гистограмме, совмещающей̆ данные контрольного и исследуемого 

образцов, гейта, захватывающего < 2% клеток изотипического контроля. 

Используемое в работе антитело к SAP специфично к N-концевому участку белка (клон 

1C9, 1a.a.Ḑ128 a.a). Антитело к XIAP (клон 48/hILP, 268a.a.Ḑ426a.a). 

Качественная интерпретация уровня экспрессии: 0–10% – отсутствие белка, 11–30% – 

резкое снижение белка, > 30% (до установленного порогового значения) – количество белка 

снижено. 

Статистическая обработка данных 

Были рассчитаны референсные интервалы экспрессии белков SAP/XIAP и индекса 

экспресии белка WASP (на основе 2,5 и 97,5 перцентилей) для следующих когорт: условно 

здоровые индивидуумы и пациенты с подтвержденным ХЛП/СВО. Проверка нормальности 

распределения проводилась по критерию Шапиро-Уилка. Согласно полученным 

результатам, все данные не подчинялись закону нормального распределения. В связи с этим 

форматом представления центра распределения была выбрана медиана и 95% 

доверительный интервал (ДИ) [95% ДИ]. Также в связи с отсутствием нормального 

распределения для сравнения выборок использовался непараметрический U-критерий 

Манна–Уитни. В дальнейшем проведен ROC-анализ для определения оптимизированного 

порогового диагностического значения в целях увеличения чувствительности и 

специфичности теста для исследуемых белков и WI в каждой̆ отдельной ̆ клеточной ̆

популяции. Для ROC-анализа использовались данные 56 пациентов с СВО, 10 пациентов c 

ХЛП 1 и 12 больных с ХЛП 2. Оценку корреляции экспрессии WI и тяжести клинического 

состояния проводили при помощи ранговой оценки Спирмена (n=54). Обработка данных 

проводилась при помощи программного обеспечения PRISM 7 (GraphPad Software). 

Различия считали статистически значимыми при значении р < 0,05. Расчет мощности 

критерия производили в программе G*Power 3.1. Размер выборки предварительно не 

рассчитывался. 

Молекулярно-генетический анализ 

Для выявления первичных (герминальных) и соматических мутаций геномная ДНК была 

выделена из периферической крови/клеточного продукта методом магнитной селекции 

(при наличии РСМ) с использованием набора «ДНК-сорб-B» (ИнтерЛаб-Сервис, Россия) 

или с помощью автоматической станции NorDiag (Норвегия). Все кодирующие экзоны 

генов WAS, SH2D1A, XIAP и прилегающих к ним участков интронов (в пределах минимум 

25 пар оснований от границ экзона) были амплифицированы с помощью полимеразной 
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цепной реакции (ПЦР) с последующим секвенированием по Сэнгеру с использованием 

набора реагентов BigDye Terminator v3.1 и автоматического секвенатора ABI Prism 3500 

(Applied Biosystems, США). Полученные результаты сравнивали с геномной 

последовательностью генов WAS, SH2D1A и XIAP, представленной в референсном геноме 

человека (NC_000023.11:48683753-48691427, chrX: 124,346,563-124,373,160 и 123,859,724-

123,913,979 соответственно). Для нескольких пациентов поиск мутаций проводился 

методом высокопроизводительного секвенирования (NGS) на платформе NextSeq (Illumina, 

США). Для пробоподготовки была использована система гибридизационного обогащения 

библиотек SeqCap EZ (Roche, Швейцария) для таргетной иммунологической панели генов 

используемой в НМИЦ ДГОИ им. Д. Рогачева. Последующая верификация найденных 

вариантов, а также исследование родственников пациента проводили с помощью 

секвенирования по Сэнгеру. Клиническая значимость выявленных генетических вариантов, 

отличающихся от референсной последовательности, определялась на основании 

рекомендаций American College of Medical Genetics and Genomics. Оценку популяционных 

частот найденных вариантов проводили на основании данных в базе gnomAD (The Genome 

Aggregation Database, https://gnomad.broadinstitute.org/). 

Для пациента P50 была проведена функциональная оценка влияния на сплайсинг 

выявленного интронного варианта в регионе донорного сайта сплайсинга после экзона 6 

гена WAS (c.559+5G>A). С этой целью из мононуклеарных клеток пациента и двух 

контрольных образцов (условно-здоровые доноры) выделяли тотальную РНК, используя 

TRIzol Reagent (Thermo Fisher Scientific, США), после чего получали кДНК в реакции 

обратной транскрипции (набор для синтеза кДНК Mint, «Евроген», Россия). На полученной 

матрице проводили ПЦР с парой праймеров, специфичных для кДНК (WAS_RNA_ex4-5_F: 

5ô-GAGGCAAAGTGGAGACAGAC-3 ʠ ôWAS_RNA_ex7-8_R: 5ô- 

GTGGCTGACATGCTTGAATCC-3ô). Оценку продуктов ПЦР проводили после 

электрофоретического разделения в 2% агарозном геле, с последующим секвенированием 

ПЦР-фрагментов по Сенгеру. Для приблизительной количественной оценки соотношения 

интенсивностей нормального и содержащего вставку фрагмента применялся анализ 

фотоизображения результатов электрофореза в программе Adobe Photoshop. 

Оценка клеточного химеризма 
Клеточный химеризм определяли в клетках CD3+, выделенных методом магнитной 

сепарации на магнитных частицах Daynabeads (Life Technologies, Thermo Fisher Scientific, 

США) из образцов периферической крови пациентов, перенесших аллогенную ТГСК. ДНК 

для проведения анализа была выделена с помощью комплекта реагентов для выделения 

ДНК из клинического материала «ДНК-сорб-В» в соответствии с протоколом 

производителя. Дальнейший анализ проводили методом ПЦР с детекцией в режиме 

реального времени с использованием реактивов для ПЦР (ООО «Центр медицинской 

генетики», Россия) и специально подобранных праймеров, специфичных к участкам ДНК с 

полиморфизмами Insertion/Deletion («Евроген», «Синтол», Россия), на основании данных 

полученных от донора и реципиента до ТГСК. 

Для пациентки женского пола P48 был выполнен HUMARA (human androgen receptor 

assay) -тест для определения сдвига Х-инактивации с помощью метилчувствительной 

рестрикции двух HpaII и HhaI сайтов в интроне 1 гена андрогенного рецептора, 

подверженного Х-инактивации и локализованного в участке Xq13, и последующим 

количественным ПЦР анализом участка размером около 280 п.н. 

Селекция клеточных популяций 

Для 5 пациентов с СВО (P6, Р18, Р34, Р49, Р52) были селектированы популяции клеток 

с наибольшей долей восстановленной экспрессии WASP с помощью иммуномагнитной 

селекции. Для этого была получена мононуклеарная фракция клеток при помощи 
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градиентного центрифугирования, далее отмыта и ресуспендирована в буферном растворе 

содержащим 5% человеческого альбумина. Далее проведена инкубация с металлическими 

частицами при +4°С в течение 30 минут (CD8+ T Cell Isolation Kit, human, Miltenyi; 

CD56+NK Cell Isolation Kit, human, Miltenyi). Затем проведена сепарация на магнитной 

колонке (MS Columns, Miltenyi). С помощью проточного цитометра FACS Canto II (Becton 

Dickinson) была оценена чистота полученной клеточной фракции: не менее 90% 

лимфоцитов были представлены таргетной фракцией. 

Контроль качества исследований 

Для контроля качества преаналитического этапа и его влияния на аналитический этапы 

были установлены следующие условия выполнения исследования: наличие контрольного 

образца крови, полученного от условно здорового индивидуума; хранение и 

транспортировка образцов при температуре 18–25°С не более 24 ч после забора материала.  

Также была проведена оценка экспрессии белков WASP, SAP и XIAP в материале 3 

здоровых индивидуумов с учетом влияния таких факторов, как время и температура 

хранения. Дизайн эксперимента был представлен оценкой экспрессии белков в 3 

временных точках: через 4, 24 и 48 часов от момента забора периферической крови и 

хранении ее при температуре +4°С либо при комнатной температуре (21–25°С).  

Контроль качества работы проточного цитометра производился посредством регулярной 

калибровки частицами CS&T (Cytometer Setup and Tracking beads, Becton Dickinson) с 

помощью стандартной утилиты прибора “CST”, что обеспечивает стабильность и 

воспроизводимость исследований. 
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РЕЗУЛЬТАТЫ 

Референсные интервалы экспрессии белков у здоровых индивидуумов 

С целью получения первичных данных о долженствующих значениях и особенностях 

экспрессии белков WASP, SAP и XIAP, а также о валидности исследовательского 

протокола, нами был проанализирован пул образцов от условно здоровых доноров. 

Референсный интервал WI лимфоцитов (n=64) составил 8,64–23,2 (медиана 16,06; разброс: 

8,26–23,31); оценка WI моноцитов (для носителей метанного варианта гена WAS) 

произведена на меньшей выборке (n=18), ее значения составили 5,7-22,9 (медиана 14,65; 

разброс: 5,7-22,9); референсный интервал SAP 91–99% (медиана 97%) в Т-лимфоцитах и 

91–99% (медиана 96%) в NK-лимфоцитах; референсный интервал XIAP 89–100% (медиана 

96%) для Т-клеток и 83–99% (медиана 97%) для NK-клеток.  

Получение промежуточных пороговых значений в диагностике СВО и ХЛП 1/2 

С целью возможности использования методов в проспективный части исследования, как 

вспомогательного диагностического инструмента (до обнаружения мутации и верификации 

диагноза), нами были получены промежуточные (временные) пороговые диагностические 

значения на основании референсных интервалов экспрессии здоровых индивидуумов. 

Нижние значения (меньшее значение 95 перцентильного коридора) для каждой ̆клеточной ̆

популяции были приняты как промежуточные пороговые значения в предполагаемой̆ 

диагностике СВО и ХЛП 1 и 2 типа. Диагностическое значение для WI составил 8,64; для 

SAP 91% в Т-лимфоцитах и 91% в NK-лимфоцитах; для XIAP 89% в Т-клетках и 83% в NK-

лимфоцитах. 

Исследование влияния различных условий хранения диагностического материала 

на оценку экспрессии белков SAP/XIAP и WI 

Учитывая возможную деградацию белковых соединений в течение хранения и 

транспортировки материала, а также влияние температуры окружающей среды на качество 

образца, нами был проведена оценка экспрессии WI образцов трех условно здоровых 

доноров в трех временных точках (+4, +24 и +48 часа), хранящихся при различных 

температурных условиях (+4
0

С, +22
0

С). В результате была получена информация о лучших 

значениях WI при условии хранения и транспортировки в период до 24 ч при температуре 

18–25°С, не допуская излишнего охлаждения образца значения (все полученные значения 

находились выше промежуточного диагностического значения, медиана WI через 24 часа 

хранения при 4°С – 10,1; при 22°С – 10,6). 

 При исследовании влияния условий хранения белка SAP было выявлена стабильная 

сохранность уровня экспрессии в период до 24 часов как в Т-, так и в NK-лимфоцитах при 

любых температурных условиях (экспрессия оставалась выше промежуточного 

диагностического значения, медиана через 24 ч при 4°С в Т-лимфоцитах – 94%; в NK-

лимфоцитах – 95%; при 22°С в Т-лимфоцитах – 96%; в NK-лимфоцитах – 93%). Обращает 

на себя внимание, что даже по истечению 48 часов часть образцов по-прежнему 

демонстрировал удовлетворительные значения экспрессии белка SAP.  

Экспрессия белка XIAP через 24 ч была резко сниженные относительно промежуточного 

порогового уровня значения экспрессии в Т- (при +4°С медиана значений составила 43%, 

при +22°С – 50%), и несколько лучшие в NK-лимфоцитах (медиана значений при 4°С 

составила 77% и при 22°С – 69%). 

На основании полученных данных, сделан вывод о меньшем влиянии факторов внешней 

среды и времени транспортировки образца на оценку экспрессии белка SAP и, напротив, 

высокую чувствительность к ним белка XIAP. Таким образом наиболее оптимальные 

условия транспортировки образцов пациентов с подозрением на ХЛП 1 типа составляет 

период до 24 ч при температуре 18–25°С, не допуская излишнего охлаждения образца. Для 
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материала от пациентов с подозрением на ХЛП 2 типа, необходимо скорейшее выполнение 

исследования (до 12 часов от момента забора материала). 

Исследование экспрессии WASP у пациентов с мутациями в гене WAS 

Из 56 образцов с подтвержденной мутацией в гене WAS, имеющих клинический фенотип 

СВО и ХСТ, у 53 было обнаружено снижение WI относительно промежуточного 

порогового значения (медиана 0,81; разброс: 0,16–7,93) (Рисунок 1-а, -б). Исключение 

составили образцы 4 пациента с мутациями c.1430G>A, p.Arg477Lys (сиблинги P43е и P44е, 
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Рисунок 1-г) и c.413G>A, p.Arg138Gln (сиблинги P32d и P33d). Значения WI этих образцов 

находились в пределах нормальных значений (медиана 17,2; разброс: 14,7– 19,5). Сводные 

данные по всей выборке пациентов представлены в Таблице 5.  

 

Исследование экспрессии SAP у пациентов с мутациями в гене SH2D1A 

      Во всех 10 образцах с подтверждённой ̆мутацией ̆в гене SH2D1A определялось резкое 

снижение SAP относительно промежуточного порогового значения или отсутствие 

экспрессии белка (медиана 3% для T- и 1% для NK-лимфоцитов; разброс 1–11% для Т- и 0–

10% для NK-лимфоцитов). Сводные данные по всей выборке пациентов представлены в 

Таблице 6. 
 

Исследование экспрессии XIAP у пациентов с мутациями в гене XIAP 

Значения уровней экспрессии XIAP двенадцати пациентов с подтвержденной мутацией 

в гене XIAP находились ниже промежуточного порогового значения (медиана 29% для T- и 
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21% для NK-клеток; разброс 2–77% для Т- и 3–73% для NK-лимфоцитов). Значения 

экспрессии XIAP NK лимфоцитов пациента P12a находилось на границе диагностического 

порога (73%), однако Т клетки демонстрировали снижение уровня XIAP (61%), указывая 

на имеющийся дефект. Сводные данные по всей выборке пациентов представлены в 

Таблице 6. 

Получение оптимизированного порогового значения уровня экспрессии для 

белков SAP и XIAP 

Нами был произведен ROC-анализ данных уровней экспрессии белков пациентов с 

подтвержденными ХЛП 1 (n=10) и 2 типа (n=12) и когорты условно здоровых 

индивидуумов (n=93 для SAP, n=71 для XIAP), позволивший получить оптимизированные 

пороговые значения экспрессии SAP – 50% для Т- и 45% для NK-лимфоцитов, со 100% 

показателями чувствительности и специфичности. Оптимизированные значения для XIAP 
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составили 80% для Т- (92 % чувствительность/100% специфичность) и 75% для NK-

лимфоцитов (100% чувствительности и специфичности). 

Получение оптимизированного порогового диагностического значения WI 

Нами был произведен ROC-анализ WI пациентов с подтвержденным СВО (n=56) и 

условно здоровых доноров (n=64), позволивший ̆ получить оптимизированное пороговое 

диагностическое значение индекса окрашивания 8,1 с высокими показателями 

чувствительности и специфичности: 93% и 100% соответственно. Графические данные 

используемых выборок представлены на рисунке 2.  

Оценка корреляции экспрессии белка WASР и тяжести течения заболевания у 

пациентов с СВО 

Нами было обнаружено, что среди 54 пациентов с диагнозом СВО между тяжестью 

заболевания, рассчитанной̆ при помощи вышеописанной̆ балльной системы (медиана 5, 

разброc: 1–12), и WI (медиана 0,56, разброc: 0,16–19,53) существует отрицательная 

корреляция (r = –0,56; 95% доверительный интервал: -0.7266-0.3421; p = < 0,0001), 

(Рисунок 3).  
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Исследование экспрессии белка WASР у пациентов с СВО, перенесших ТГСК 

Нами была оценена экспрессия WASР у 14 пациентов с СВО, перенесших ТГСК и имеющих 

различный уровень химеризма, определенного методом ПЦР. Согласно оценке экспрессии 

WASP, три пациента имели смешанный химеризм в Т-клетках 80%, 74%, 93% (доля WASP+ 

среди клеток CD3+), в то время как метод ПЦР демонстрировал 82%, 79%, 91% (содержание 

клеток донора), соответственно. У 9 пациентов с полным донорским химеризмом (>99% 

клеток донора) экспрессия белка полностью соответствовала нормальному уровню. Данные 

2 образцов имели незначительное расхождение, так, в противовес данным ПЦР, ПЦ метод 

выявлял порядка 2% Т лимфоцитов реципиента (98% донорских клеток) (Таблица 7). 

Между двумя методами существует высокая корреляция (r = 0,84; 95% доверительный 

интервал: –0,543~–0,949; p = 0,0005).  

Исследование экспрессии WASP у матерей-носительниц мутации гена WAS 

Нами была исследована экспрессия белка WASР в образцах матерей пациентов, четверо 

из которых являлись носительницами мутантого аллея гена WAS. Бимодальная экспрессия 

наблюдалась исключительно в CD14+ моноцитах периферической крови. У 4 из 6 женщин 

была обнаружена мутация и наблюдалась бимодальная экспрессия распределения WASP 

(Рисунок 4), медиана WI в моноцитах составила 13,7 (разброс 9,2-18,2) (Таблица 8). 

Исследование экспрессии SAP и XIAP у матерей-носительниц мутаций в генах 

SH2D1A и XIAP, соответственно 

Нами была исследована экспрессия белка SAP у пяти матерей пациентов ХЛП 1 типа, 

среди которых носителями были четверо. У 4 из 5 женщин была обнаружена мутация гена 

SH2D1A и наблюдалась бимодальная экспрессия распределения SAP (Рисунок 5-Д), 
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медиана экспрессии SAP в Т-клетках составила 55% (разброс 29–72%), в NK-лимфоцитах 

– 65% (разброс 20–73%).  

Экспрессия белка XIAP оценена у девяти матерей, все из которых являлись носителями 

мутантного аллеля XIAP. Большинство (6/9) имели пограничные значения экспрессии белка 

при картине сглаженного в отрицательную зону пика, предполагающего наличие 2  
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популяций клеток – с нормальной и сниженной экспрессией белка (Рисунок 5-ж). Паттерн 

такого распределения экспрессии затрудняет верификацию носительства. Двое из 9 

матерей имели четкоопределяемое бимодальное распределение (Рисунок 5-е). Лимфоциты 

матери пациента P8 демонстрировали унимодальный пик экспрессии. Во всей группе 

медиана экспрессии белка в Т-клетках составила 82% (разброс 75–91%), в NK-лимфоцитах 

– 80% (разброс 72–89%). Общая информация представлена в Таблице 9. 

Частично восстановленная экспрессия WASP и ее распределение в 

мононуклеарных клетках крови 

У 11 из 56 пациентов с СВО (20%) была выявлена частично восстановленная экспрессия 

(ЧВЭ) WASP в лимфоцитах. Среди всех пациентов, имеющих бимодальный вариант 

распределения экспрессии белка, медиана доли WASP+ лимфоцитов составила 2% (0,1-

12%), а WI=16,9 (11,5-30,4). Моноциты (CD14+) всех пациентов демонстрировали 

унимодальный характер распределения (отсутствие экспрессии белка). Медиана WI WASP-

негативной популяции составила 0,5 (разброс 0,2-1,5).  
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У 6 из 9 пациентов, у которых была проведена линейная оценка экспрессии WASP, ЧВЭ 

затрагивала популяцию CD8+ Т лимфоцитов (медиана доли WASP+ клеток среди CD8+ 

клеток 15% (2-43%), включая двух пациентов (P6 и P52) с изолированным восстановлением 

экспрессии только в CD8+T-лимфоцитах (Рисунок 6-в). Два пациента (P8 и P53) 

демонстрировали ЧВЭ исключительно в популяции CD19+B-лимфоцитов. Для 5 из 9 было 

характерно восстановление экспрессии одновременно несколькими клеточными линиями 

(Рисунок 6-г). Общая характеристика пациентов с ЧВЭ представлена в Таблице 10. Для 

пяти пациентов были изолированы WASP+ популяции и выполнен поиск дополнительных 

генетических событий. У трех из пяти были выявлены обратные мутации, 

восстанавливающие дикий тип последовательности гена. Так, например, селектированая 

популяция пациента P34 имела истинную обратную мутацию в виде делеции аденина в 

позиции 442.  

Пациент P6 (герминальная мутация c.11dupG) имел ЧВС экспрессию среди CD8+ Т 

лимфоцитов, приводящую к сдвигу рамки считывания и преждевременной терминации 

трансляции, и, соответственно, невозможности синтеза белка WASP. В популяции, 

экспрессирующей WASP, была обнаружена соматическая мутация c.2T>G, приводящая к 

появлению нового старт-кодона, расположенного в шестой позиции. В связи с этим 

происходит синтез белка, укороченного на 5 аминокислот с N-конца.  

У двух неродственных пациентов был выявлен один и тот же интронный генетический 

вариант в регионе донорного сайта сплайсинга после экзона 6 (c.559+5G>A). Поскольку 

данный вариант не затрагивает канонический сайт сплайсинга, была проведена оценка его 

влияния на сплайсинг мРНК на материале из неселектированных ядерных клеток крови 

пациента P50. В результате было показано, что данная нуклеотидная замена приводит к 

резкому снижению нормального сплайсинга интрона между экзонами 6 и 7 и появлению 

транскрипта, содержащего вставку в 38 нуклеотидов из интрона 6, что должно приводить к 

возникновению сдвига рамки считывания на уровне мРНК и синтезу укороченного 

нефункционального белка WASP. Это подтверждается наличием относительно высокого 
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WI=1,5 (медиана в группе СВО WI=0,8) и данных литературы о наличии белка у пациентов 

с этой мутацией. Появление транскипта со вставкой связано с повреждением нормального 

донорного сайта сплайсинга и компенсаторной активацией альтернативного сайта 

сплайсинга в интроне, в норме имеющего минимальную активность. Однако, как можно 

наблюдать на электрофореграмме (Рисунок 7), у пациента все же сохраняется небольшой 

уровень экспрессии нормального транскрипта; его доля в мРНК из неселектированных 

мононуклеарных клеток крови по оценке после ПЦР составляет приблизительно 3-5% от 

транскрипта, содержащего вставку, что по всей видимости и является мРНК CD8+WASP+ 

популяции. К сожалению, дальнейшее исследование данного феномена не было 

возможным ввиду отсутствия достаточного количества материала пациента.  

У пациента P49, имеющий аналогичную герминальную мутацию, в WASP+ популяции 

дубль негативных Т лимфоцитов (CD3+CD4-CD8-), была обнаружена замена с.559+3G>A 

в позиции 6 интрона. К сожалению, однозначного предположения причины восстановления 

экспрессии у данного пациента не найдено. 

Оценка экспрессии WASP+ популяций при динамическом наблюдении 

Для трех пациентов удалось оценить ЧВЭ при динамическом наблюдении (Таблица 11). 

Пациенты P52 и P34 сохраняли аналогичный паттерн вовлеченности лимфоидных линий, 

при исследовании материала через 4 и 7 месяцев, соответственно. Пациент P52 сохранял 

изолированную экспрессию WASP в CD8+ Т лимфоцитах; для пациента P34 WASP+ 

сохранялся в прежней доле CD19+B, CD56+NK, CD8+ и CD4+ лимфоцитах. При 

инициальной оценке материала пациента P6 WASP+ популяция была представлена 

изолированно CD8+ Т лимфоцитами. При повторном исследовании через 6 месяцев, 

WASP+ популяция была представлена дополнительно CD19+B и CD56+NK лимфоцитами.  
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Селекция и молекулярно-генетическая оценка популяций, имеющих 

восстановленный белок WASP 

Среди 11 пациентов, демонстрирующих ЧВЭ, для девяти удалось определить линейную 

принадлежность популяции экспрессирующей WASP и для 5 из них изучить природу 

данного феномена. Три пациента имели обратные мутации, восстановившие дикий тип 

последовательности гена WAS (P18, P34, P52). Пациент P6 с герминальной мутацией 

c.11dupG, p.Met6AsnfsTer32 имел соматическую мутацию c.2T>G, приводящую к 

появлению нового старт-кодона и синтезу немного укороченного варианта WASP. В 

материале селектированой популяция пациента P49 (герминальная мутация с.559+5G>A) 

была обнаружена мутация, затрагивающая регион сайта сплайсинга с.559+3G>A (Таблица 

10, крайний правый столбец). К сожалению, однозначного предположения причины 

восстановления экспрессии у данного пациента не найдено. In silico предикторное 

программное обеспечение не выявило существенного влияния на последовательность. 

Оценка корреляции тяжести клинической картины пациентов, имеющих 

восстановленную экспрессию WASP и без нее 

С целью определения влияния реверсивного мозаицизма на течение заболевания, мы 

оценили тяжесть СВО по степени клинических проявлений, используя вышеупомянутую 

балльную систему в когорте пациентов имеющих ЧВЭ (n=11; медиана 5, разброс 2–7) и 

пациентов с СВО имеющих унимодальный пик распределения экспресcии (n=39 

(исключены пациенты с фенотипом ХЛТ и пациент женского пола); медиана 5, разброс 1–

12) WASP. Статистически значимого отличия между группами обнаружено не было (p = 

0,4998). 

Восстановленная экспрессия SAP и XIAP и ее распределение в мононуклеарных 

клетках крови 

У 1 из 10 пациентов ХЛП 1 типа была (P4) выявлена ЧВЭ SAP в 22% CD8+ Т 

лимфоцитах. Восстановленной экспрессии XIAP среди пациентов с ХЛП 2 типа не 

наблюдалось. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

В последнее десятилетие существенно улучшились качество и скорость диагностики 

различных генетически детерминированных состояний в иммунологии и онкогематологии. 

Усовершенствование молекулярно-биологических методов, в частности внедрение в 

клиническую практику высокопроизводительного секвенирования нового поколения NGS 

(next generation sequencing), имеющего огромный потенциал в верификации от 50 до 100 

новых генетических дефектов ежегодно. Современная мультицветная ПЦ является гибким 

и быстрым способом оценки клеточного состава, экспрессии различных антигенов и 

функциональных особенностей лимфоцитов, позволяя врачу быть ориентированным в 

быстрорастущей группе состояний. Кроме применения в диагностике различных 

заболеваний, существенным преимуществом является возможность производить 

мониторинг клеточных субпопуляций в течение терапии, осуществлять иммунологическую 

оценку пациента, получившего ТГСК, а также выступать инструментом контроля качества 

производства различных биомедицинских клеточных продуктов. Лабораторные методы с 

использованием ПЦ является неотъемлемой частью диагностического арсенала 

современной онкогематологии и иммунологии, позволяя сузить круг возможных диагнозов, 

а во многих случаях и точно установить тип заболевания. Специализированные 

медицинские центры в области онкогематологических и иммунологических состояний у 

детей нуждаются в наличии методов, позволяющих в сжатые сроки установить или 

опровергнуть диагноз. К сожалению, на настоящий момент в РФ практически нет крупных 

иммунологических лабораторий, выполняющих сложные диагностические исследования, 

тесно взаимодействуя с клиническим звеном. При этом прогрессивное увеличение знаний 

в области фундаментальной иммунологии с одной стороны приводит к совершенствованию 

нашего понимание тонкостей организации взаимодействия клеток и систем, а с другой 

требует применения все большего числа диагностических методов, в том числе и 

направленных на выявление дефекта иммунной системы у пациента 

онкогематологического профиля.   

В данной работе мы представили разработку диагностических методов, основанных на 

ПЦ, для пациентов с СВО и ХЛП 1 и 2 типа. Методы оценки экспрессии белков WASP, SAP 

и XIAP при диагностике пациентов с подозрением на СВО, ХЛП 1 и 2 типов, 

соответственно, редко упоминаются в зарубежной литературе и вовсе не описаны в 

российской литературе. В данной работе проведен анализ клинических данных, учтены 

особенности экспрессиии белков при различных типах мутаций, исследовано влияние 

условий хранения диагностического материала на результат. Ключевой особенностью 

является оптимизация пороговых диагностических значений методов с учетом 

особенностей экспрессии у пациентов с СВО и ХЛП. Результатом данной работы является 

возможность внедрения протоколов оценки экспрессии белков WASP, SAP и XIAP в другие 

диагностические медицинские центры. 

Хотелось бы отметить, что разработанная нами методика может являться необходимым 

инструментом даже после проведения генетического тестирования, позволяя дополнить 

имеющуюся картину в отношении патогенности найденных генетических вариантов. В 

нашем исследовании это было продемонстрировано для 28 пациентов с СВО/ХЛТ, 5 

пациентов с ХЛП 1 и 10 пациентов с ХЛП 2 типа.   

Учитывая универсальность метода ПЦ, используя аналогичный алгоритм, возможна 

разработка и валидация методов диагностики других ВДИ, что входит в ближайшие планы 

исследовательской группы. 
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ВЫВОДЫ 

1. Разработанная и валидированная нами методика диагностики СВО, включая 

особенности преаналитического и аналитического этапов, позволяет поставить данный 

диагноз с 90,9% чувствительностью и 100% специфичностью. 

2. Разработанная и валидированная нами методика диагностики ХЛП 1/2 типов, 

включая особенности преаналитического и аналитического этапов, позволяет поставить 

данный диагноз с 92% чувствительностью и 100% специфичностью (Т лимфоциты). 

3. Определение индекса экспрессии WASP может быть использовано для 

прогнозирования тяжести течения заболевания, с целью раннего принятия решения о 

сроках выполнения ТГСК. 

4. Разработанная нами методика позволяет определить статус носительства мутаций 

генов WAS, SH2D1A у родственниц женского пола пациентов с подтвержденными 

диагнозами СВО и ХЛП 1 типа, с целью дальнейшего семейного консультирования. В 

отличие от них, определение уровня экспрессии белка XIAP является более 

чувствительным к преаналитическим условиям, в связи с чем, не может быть 

рекомендовано в качестве рутинного теста определения носительства мутантного аллеля. 

5. Предложенный метод оценки экспрессии белка WASP может быть использован у 

пациентов с СВО после ТГСК, с целью определения наличия и уровня донорского 

химеризма в клеточных линиях и не уступает по своей чувствительности стандартным 

методам на основе ПЦР. 

 

6. Частично восстановленная экспрессия WASP является признаком РСМ у пациентов 

с СВО и не влияет на клиническую картину заболевания. 

 

ПРАКТИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ 

1. Пациентам мужского пола любого возраста с клиническими проявлениями СВО 

рекомендовано проведение исследования экспрессии белка WASP. 

2. Пациентам мужского пола любого возраста с клиническими проявлениями ХЛП 1 и 

2 типа рекомендовано проведение исследования экспрессии белков SAP/XIAP. 

3. Для валидации и формирования окончательного заключения об уровне экспрессии 

белков SAP/WASP, необходимо соблюдения условий транспортировки и хранения образца 

при комнатной температуре не более 24 часов от момента забора. Для белка XIAP 

необходимо скорейшее выполнение исследования в период до 12 часов. Каждый 

диагностический образец должен быть в сопровождении дополнительного контрольного 

образца от условно здорового донора, в пробирке с ЭДТА, забор которого произведен в 

период не более 30 минут от диагностического.  

4. При отсутствии возможности выполнения молекулярно-генетического 

исследования или в случае срочной необходимости метод может быть рекомендован для 

определения носительства мутантного аллеля генов SH2D1A и WAS у лиц женского пола с 

целью пренатального консультирования. 

5. При отсутствии возможности выполнения определения статуса клеточного 

химеризма у пациентов с СВО получивших ТГСК стандартным методом на основе ПЦР 

или в случае его срочной необходимости рекомендовано выполнение исследования с 

помощью ПЦ. 

6. При первичном определении статуса смешанного клеточного химеризма у 

пациентов с СВО получивших ТГСК стандартным методом на основе ПЦР рекомендовано 

дополнительное выполнение исследования с помощью ПЦ до момента установления 

статуса полного донорского химеризма. 
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CПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

ADA – ген адениндезаминазы 

BIR2 - Baculoviral IAP Repeat domain 

CD3+, CD4+, CD19+, 56+, CD45RA, CD45R0, CD8, CD27… – лимфоциты, несущие 

мембранные молекулы кластера дифференцировки классов 

ClinVar – Clinical Variation database, база данных клинических состояний  

EAT-2 - Ewing sarcoma-associated transcript 

ENSEMBL – программная система для анализа данных геномов 

ESID – European Society for Immunodeficiencies, европейское общество по изучению 

иммунодефицитов 

ExAC – The Exome Aggregation Consortium, база данных по исследованию экзомов 

GenBank – аннотированная база известных последовательностей ДНК, РНК и белков с 

литературными ссылками на первоисточники и информацией биологического 

характера  

GOF - мутации, приводящие к усилению функции белка, Gain of Function 

HGMD – Human Gene Mutation Database – база данных по мутациям, приводящим к 

наследственным заболеваниям у человека 

HLA - Человеческие лейкоцитарные антигены, или система тканевой совместимости 

человека, Human Leukocyte Antigens 

IgA, IgM, IgG – иммуноглобулины классов A, M, G 

IL – интерлейкин 

IL17RA – ген рецептора интерлейкина 17 

IL2R – ген рецептора интерлейкина 2 

in silico — термин, обозначающий компьютерное моделирование (симуляцию) 

эксперимента, чаще биологического 

IUIS - Международный союз иммунологических сообществ, International Union of 

Immunological Societies 

JAK3 – ген Янус-киназы 

LOF - мутации, приводящие к потере функции, Loss of Function 

MPV - средний объем тромбоцитов, mean platelet volume 

NGS – next generation sequencing – секвенирование нового поколения 

NK – клетки естественные киллеры 

OMIM – Online Mendelian Inheritance in Man, база данных по генам и генетическим 

заболеваниям человека, наследуемым по Менделю 

PolyPhen-2 –предсказательный алгоритм возможного влияния аминокислотных замен 

на структуру и функцию белка 

RAG1, RAG2 – гены активации рекомбиназ 
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RICD - T cell restimulation-induced cell death, Т клеточная гибель индуцированная 

повторной стимуляцией 

SH2D1A – ген, ответственный за развитие заболевание Х-сцепленный 

лимфопролиферативный синдром 1 типа 

SLAM - семейство сигнальных молекул активации лимфоцитов, signaling lymphocytic 

activation molecule 

WASP - Wiskott– Aldrich syndrome protein, белок синдрома Вискотт-Олдрича 

WI – индекс экспресии белка Вискотт-Олдрича 

XIAP -– ген, ответственный за развитие заболевание Х-сцепленный 

лимфопролиферативный синдром 2 типа 

ВДИ - Врожденные дефекты иммунитета 

ВЭБ - вирус Эпштейн-Барр 

ГЛГ - гемофагоцитарный лимфогистиоцитоз 

ДИ – доверительный интервал 

ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота 

ИЛ – интерлейкин 

иНКТ – инвариантные Т лимфоцитарные натуральные киллерные клетки 

ИТП – иммунная тромбоцитопения 

мРНК – матричная рибонуклеиновая кислота 

ПИД – перичные иммунодефициты 

ПЦ - проточная цитофлуориметрия 

ПЦР – полимеразная цепная реакция 

РСМ - реверсивный соматический мозаицизм 

РФ – Российская Федерация 

СВО - синдром Вискотта-Олдрича 

ТГСК - трансплантации гемопоэтических стволовых клеток 

ТКИН – тяжелая комбинированная иммунная недостаточность 

ФНО-альфа - фактора некроза опухоли альфа 

ХЛП 1 - Х-сцепленный лимфопролиферативный синдром 1 типа 

ХЛП 2 - Х-сцепленный лимфопролиферативный синдром 2 типа 

ХСТ – Х-сцепленная тромбоцитопения 

ЧВЭ – частично восстановленная экспрессия 

    ЭДТА - этилендиаминтетрауксусная кислота 


