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РЕЗЮМЕ

Введение. Последние достижения в патогенезе нейродегенеративных заболеваний демон-
стрируют, что воспаление является ключевым фактором прогрессирования. Уровни 
Т-клеток, NK-клеток, моноцитов и нейтрофилов, как обнаружено, повышены у паци-
ентов с боковым амиотрофическим склерозом (БАС), что определяет прогрессирование 
заболевания. Цель — оценить динамику иммунологических показателей клеток кост-
ного мозга и клональный гемопоэз у пациентов с БАС. Материалы и методы. Группа 
БАС включала 10 пациентов (М/Ж 4/6). Средний возраст составил 53,9±9,9 года (95 % 
ДИ, 28–47). Полноэкзомное секвенирование и иммунофенотипирование субпопуляций 
CD34+ в  клетках костного мозга проводились до  начала терапии (точка 1) и  в тече-
ние первых 6 месяцев наблюдения (точка 2). Группа сравнения включала 10 доноров  
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костного мозга, средний возраст составил 39,5±8,5 года (95 % ДИ, 46–66, p=0,007). Кло-
нальный гемопоэз неотделенного потенциала (КГНП) обнаружен в  3 случаях (30 %). 
Результаты. Сбор мононуклеарных клеток периферической крови (МНК) осущест-
влялся после четырехдневного введения филграстима. Среднее количество собранных 
CD34+ составило 184,5±121,5x106 (95 % ДИ, 126,0–444,8). Пациенты получали флуда-
рабин 25 мг/м2/сут в 1-й и 2-й дни. С целью трансдифференцировки осуществлялась 
инкубация с двухцепочечными фрагментами ДНК человеческой плаценты (Panagen®) 
ex vivo после размораживания, после чего CD34+ клетки реинфузировали внутривен-
но через 48 часов после введения флударабина. После иммуномодулирующей терапии 
и  реинфузии трансдифференцированных CD34+ МНК выявлено достоверное увели-
чение CD34+CD13+ и CD34+CD123+. Уровень CD34+CD44+ в костном мозге досто
верно снизился. Уровни CD34+CD7+, CD34+CD2+ и CD34+CD56+ показали тенденцию 
к увеличению среднего значения и расширению доверительных интервалов по сравне-
нию со значениями до лечения, хотя они не достигли статистической значимости. После 
терапии в двух случаях продемонстрировано исчезновение КГНП и в одном случае на-
блюдалось снижение частоты аллельного варианта (VAF). В ходе наблюдения средний 
балл ALSFRS-R не изменился (40±1 балл (ДИ 95 %, 37,5–40) против 40±2 (ДИ 95 %, 
38–42,5), p>0,05). Заключение. Наше исследование является первой попыткой охарак-
теризовать подгруппы CD34+ клеток костного мозга при БАС. Полученные результаты 
имеют клиническое значение, хотя они ограничены и предварительны. Во-первых, они 
демонстрируют, что костный мозг является одним из органов, реагирующих на имму-
ноопосредованное нейровоспаление. Во-вторых, поднимается вопрос о том, можно ли 
перезапустить и исправить аномальный иммунный ответ, приводящий к нейродегене-
рации. Более того, предварительные результаты указывают на возможную связь между 
КГНП и БАС и указывают путь к устранению аберрантных клонов.

Ключевые слова: CD34+ клетки, костный мозг, боковой амиотрофический склероз, 
клональный гемопоэз неопределенного потенциала, иммуносупрессия
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ABSTRACT

Introduction. Recent advances in pathogenesis of neurodegenerative diseases have shown 
that inflammation is a key factor of progression. The levels of T cells, NK cells, monocytes 
and neutrophils are found to be increased in amyotrophic lateral sclerosis (ALS) patients and 
are associated with disease progression. The aim of the study was to evaluate the dynamics 
of immunological parameters of bone marrow cells and clonal hematopoiesis in patients with 
ALS. Material and methods. The ALS group included 10 patients (M/F 4/6). The mean age 
was 53.9±9.9 years (95 % CI, 28–47). Whole-exome sequencing and immunophenotyping 
of CD34+ subsets in bone marrow cells were performed before the start of therapy (point 
1) and during the first 6 months of follow-up (point 2). The control group included 10 bone 
marrow donors, mean age was 39.5±8.5 years (CI 95 %, 46–66, p=0.007). CHIP was detected 
in 3 cases (30 %) before therapy. Results. The peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) 
were collected after four-day G-CSF administration. The mean number of collected CD34+ 
cells was 184.5±121.5x106 (95 % CI, 126.0–444.8). Patients received fludarabine 25 mg/
m2/day, on days 1 and 2. To induce hematopoietic stem cell proliferation the harvested cells 
were incubated with human placenta double-stranded DNA fragments (Panagen®) ex vivo.  
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ВВЕДЕНИЕ

Боковой амиотрофический склероз (БАС)  — 
прогрессирующее фатальное нейродегенеративное 
заболевание, поражающее в первую очередь двига-
тельную систему. Потеря верхних и нижних двига-
тельных нейронов приводит к  тяжелой инвалидно-
сти, параличу и  смерти, которая обычно наступает 
в  течение 3–5 лет после появления симптомов [1, 
2]. Средний возраст начала БАС составляет 55–65 
лет, и он чаще встречается у мужчин, чем у женщин. 
Большинство случаев классического БАС (~90 %) 
определяются как спорадические, с  небольшим ге-
нетическим вкладом [1]. Семейные формы БАС 
являются либо аутосомно-доминантными, либо ау-
тосомно-рецессивными и  составляют менее 10 % 
всех случаев БАС [3]. Выявление мутаций C9orf72 
у пациентов без семейного анамнеза и несовпадение 
диагнозов у монозиготных близнецов ставит под со-
мнение традиционную бинарную классификацию 
заболевания на  семейные и  спорадические формы 
и  предполагает сильный вклад эпигенетических  

факторов в  БАС [3, 4]. Более того, спорадический 
БАС клинически неотличим от семейных форм, что 
повышает вероятность того, что заболевание вызвано 
взаимодействием нескольких генов и/или эпигенети-
ческой дисрегуляцией их функционирования [5]. До-
казательством служит тот факт, что в течение жизни 
однояйцевых близнецов в  скелетных мышцах, жи-
ровой ткани и лимфоцитах возникают значительные 
эпигенетические различия [6]. Соматический моза-
ицизм, то есть наличие нескольких генетически раз-
личных клонов клеток в одной и той же ткани, явля-
ется неизбежным следствием старения человека [7].

Гемопоэтическая система не исключение: иссле
дования выявили наличие расширенных клонов кле-
ток крови с мутациями в генах-драйверах и/или гене-
тическими изменениями в хромосомах. Это явление 
называется клональным гемопоэзом и  особенно 
распространено среди пожилых людей [7–10]. При 
этом старение считается самым известным факто-
ром риска развития БАС [3]. В результате клональ-
ной экспансии потомки мутантной гемопоэтической 
стволовой клетки нарушают функционирование  

The obtained CD34+ cells were reinfused intravenously 48 hours post fludarabine. A signif-
icant increase in the number of CD34+CD13+ and CD34+CD123+ HSCs was detected after 
immunomodulatory therapy and reinfusion of transdifferentiated CD34+ HSCs. The level of 
CD34+CD44+ in bone marrow significantly decreased. Levels of CD34+CD7+, CD34+CD2+ 
and CD34+CD56+ showed a trend toward increased mean value and widened confidence in-
tervals compared with the values before treatment, although they did not reach statistical sig-
nificance. After therapy, two cases demonstrated absence of CHIP while, one case showed 
a decrease in the allelic variant frequency (VAF). During follow-up the mean ALSFRS-R 
score did not change (40±1 points (CI 95 %, 37.5–40) vs. 40±2 (CI 95 %, 38–42.5), p>0.05). 
Conclusion. Our study is the first attempt to characterize the subsets of bone marrow HSCs in 
ALS. Our results have clinical significance, although they are limited and preliminary. First, 
they demonstrate that bone marrow is one of the organs responding to immune-mediated neu-
roinflammation. Second, the issue of whether the abnormal immune response leading to neu-
rodegeneration can be restarted and corrected is raised. Moreover, preliminary results indicate 
a possible link between CHIP and ALS and point the way to eliminating aberrant clones.

Key words: CD34 subsets, bone marrow, amyotrophic lateral sclerosis, clonal hematopoiesis 
of indeterminate potential, immunosuppression

For citation: Dolgopolov IS, Grivtsova LY, Kovalenko NI, et al. An attempt to personalize 
approaches to the treatment of patients with amyotrophic lateral sclerosis: analysis of immu-
nological parameters of bone marrow cells and clonal hematopoiesis. Russian Journal for 
Personalized Medicine. 2025;5(4):314-329. (In Russ.) DOI: 10.18705/2782-3806-2025-5-4-314-
329. EDN: JYJSNF
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системы иммунитета через систему воспалительных 
цитокинов или элиминацию макрофагами продук-
тов жизнедеятельности клеток нормальных тканей. 
В единичных работах последних лет сделаны попыт-
ки проследить связь БАС с клональным гемопоэзом 
неопределенного потенциала (КГНП), однако они 
ограничиваются одним или несколькими генами [11].

Исследования нейродегенеративных заболеваний, 
в том числе болезни Альцгеймера, болезни Паркин-
сона, бокового амиотрофического склероза, болезни 
Хантингтона, показали, что воспаление представля-
ет собой не только результат нейродегенерации, но и 
ключевой фактор в этом процессе. Белковые агрега-
ты, которые очень часто обнаруживаются при ней-
родегенерации, являются, скорее, не причиной забо-
левания, а следствием нарушения работы иммунной 
системы по поддержанию генетической целостности 
организма. На  самом деле воспаление возникает 
даже раньше, чем агрегация белков. При этом их от-
ложение в нервной ткани может поддерживать и усу-
гублять нейровоспаление и нейродегенерацию. Все 
больше данных свидетельствует о том, что распро-
страненные факторы риска нейродегенеративных 
заболеваний могут вызывать воспалительную реак-
цию, инициируя и усугубляя прогрессирование забо-
левания. Кроме того, многие генетические факторы 
риска нейродегенеративных заболеваний связаны 
с иммунитетом [12]. Семейство интерлейкинов (IL), 
особенно IL-1, IL-6 и IL-17, играет важнейшую роль 
в патогенезе этих заболеваний. Регуляторные Т-клет-
ки (Treg) и эффекторные CD4+ лимфоциты играют 
важную роль в иммунной толерантности и нейровос-
палении. Показано, что у пациентов с БАС наблюда-
ется значительное снижение экспрессии белков Treg 
и FoxP3 [13]. У пациентов с БАС отмечено увеличе-
ние количество CD3, CD4, CD8 и CD3+CD56+ Т-кле-
ток в периферической крови, естественных киллеров 
и гранулоцитов [14]. В то время как более высокие 
уровни эффекторных CD4-Т-клеток как в крови, так 
и  в ликворе связаны со  снижением выживаемости, 
повышенная частота активированных регуляторных 
Т-клеток (Treg) в крови ассоциирована с улучшени-
ем выживаемости [15].

Можно предположить, что клональные нарушения 
кроветворения на уровне стволовой клетки костного 
мозга, приобретшей соматическую мутацию или хро-
мосомную аберрацию под воздействием внешних или 
внутренних факторов, играют важную роль в патоге-
незе нейродегенеративных заболеваний, в частности 
БАС. Потомство таких стволовых гемопоэтических 
клеток приобретает клональное преимущество, что 
приводит к их клональной экспансии, развитию хро-
нического иммуноопосредованного воспаления и на-
рушению функционирования иммунной системы. 

Соматические клоны иммунокомпетентных клеток 
через эпигенетические механизмы клеточной регу-
ляции взаимодействуют как с  имеющимися герми-
нальными мутациями, которые клинически не  про-
являлись ранее, так и  с соматическими тканевыми 
мутациями. Уровень поражения нервной системы, 
разнообразие клинических проявлений, время начала 
болезни и т. п. могут различаться в зависимости от ре-
пертуара тканевых соматических/герминальных мута
ций и  вовлеченных в  соматическую мутацию генов 
потомков гемопоэтической стволовой клетки, направ-
ления ее дифференцировки, спектра секретируемых 
цитокинов и активированных сигнальных путей. Роль 
гемопоэтических клеток костного мозга в  развитии 
и поддержании иммуноопосредованного воспаления 
и демиелинизации недавно продемонстрирована у па-
циентов с рассеянным склерозом [16].

Планируя данное исследование, мы предположили, 
что, поскольку костный мозг является центральным 
органом гемопоэза (как лимфо-, так и  миелопоэза), 
можно перезапустить и скорректировать аномальный 
иммунный ответ, приводящий к  нейродегенерации 
при БАС, используя минимальную иммуномодуля-
цию и  аутологичные гемопоэтические стволовые 
клетки, трансдифференцированные ex vivo. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В основную группу вошли 10 пациентов с  под-
твержденным БАС (мужчины — 4, женщины — 6), 
средней продолжительностью заболевания от  мо-
мента постановки диагноза 25,1±3,5 месяца (ДИ 
95 %, 18,9–31,2). Средний возраст  — 53,9±9,9 года 
(ДИ 95 %, 28–47). Медиана по  шкале ALSFRS-R 
40±1 балл (ДИ 95 %, 37,5–40). Средний балл по шка-
ле Карновского на момент включения в исследование 
составил 60±10 (95 % ДИ, 47,5–60). Всем пациентам 
до начала терапии выполнена пункция костного моз-
га. Полноэкзомное секвенирование и  иммунофено-
типирование субпопуляций CD34 положительных 
клеток костного мозга проводились до начала тера-
пии (точка 1) и в течение первых 6 мес. наблюдения, 
но  не ранее, чем через 3 мес. (точка 2). В  группу 
сравнения вошло 10 доноров костного мозга (мужчи-
ны — 7, женщины — 3), медиана возраста доноров 
составила 39,5±8,5 года (ДИ 95 %, 46–66, р=0,007). 
Сбор CD34+ фракции мононуклеарных клеток пери-
ферической крови проводился на сепараторе Spectra 
Optia (Terumo BCT, Lakewood, CO, США) после 4 
дней мобилизации филграстимом. Токсичность те-
рапии оценивалась по шкале NCI CTCAE v5.0.

Всеми пациентами подписано информирован-
ное согласие на участие в исследовании. Протокол 
одобрен локальным этическим комитетом.
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ГЕНОМНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

Целевое парное секвенирование выполнено 
на приборе MGISEQ-G400 с  использованием пане
лей Roche KAPA HyperExome или Nanodigmbio 
NEXome Plus Panel v1.0 для полного экзома с целе
вым покрытием ~100× по  всем сайтам. Данные 
секвенирования обработаны с  помощью двух от-
дельных биоинформатических конвейеров, специ-
ально оптимизированных для обнаружения мутаций 
зародышевой линии и  соматических мутаций. Для 
конвейера анализа зародышевой линии использова-
лись следующие программные инструменты: BWA2 
v2.2.1 для выравнивания с человеческим референс-
ным геномом (GRch37), Streammd v4.3.0 для марки-
ровки и удаления ПЦР-дубликатов, Sambamba v1.0.1 
для фильтрации картированных вариантов, GATK 
Picard для контроля качества и оценки метрик карти-
рования, Google Deepvariant v1.6.1 для обнаружения 
нуклеотидных замен, Bcftools v1.20 для фильтрации 
вариантов и  Ensembl Variant Effect Predictor release 
112 для аннотации вариантов. Конвейер соматиче-
ского анализа включал несколько общих инстру-
ментов, в том числе BWA2 v2.2.1 для выравнивания 
генома, Streammd v4.3.0 для обработки ПЦР-дубли-
катов и Sambamba v1.0.1 для фильтрации вариантов. 
Однако он отличался использованием GATK v4.4.0.0 
для контроля качества и метрик картирования, GATK 
Mutect 2  — для идентификации нуклеотидных за-
мен и  FINGS v1.7.2  — для фильтрации вариантов, 
при этом сохраняя Ensembl Variant Effect Predictor 
версии 112 для аннотации. Анализ сосредоточен  

на  панели генов, вовлеченных в  соответствую-
щие пути, включая ASXL1, ASXL2, BRCC3, CBL, 
DNMT3A, ETNK1, GNAS, GNB1, IDH1, IDH2, JAK2, 
KRAS, NRAS, PPM1D, SETBP1, SF3B1, SRSF2, 
TET2, TP53, U2AF1, PTPN11, BCOR, BCORL1, 
UBA1, CTCF, DNMT1, DNMT3b, AKT1, MYD88, 
NLRP3, MTOR, NANOG, OCT4, PTEN и SOX2.

ИММУНОЛОГИЧЕСКАЯ 
ХАРАКТЕРИСТИКА СУБПОПУЛЯЦИЙ 
СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК

Клеточную популяцию гемопоэтических ство-
ловых клеток (ГСК) оценивали с  использованием 
методов 3-цветной проточной цитометрии, как опи-
сано ранее [17]. Самый ранний компартмент ГСК 
охарактеризован на  основе отсутствия антигенов 
CD38 и HLA-DR на клетках CD34+ и обнаружения 
субпопуляций Thy-1+ (CD90) среди клеток CD34+. 
Популяции плюрипотентных клеток охарактеризо-
ваны на  основе совместной экспрессии на  CD34+ 
клетках антигенов CD45, CD38, HLA-DR, CD117, 
CD90, CD71, CD10, CD19, CD2, CD7, CD57 и CD56. 
В дополнение к этим антигенам у пациентов с БАС 
и  здоровых доноров оценивали экспрессию моле-
кулы клеточной адгезии CD44, субъединицы ком-
плекса GPIIb/GPIIIa CD41 и  субъединицы альфа- 
рецептора IL-3 CD123. Образцы анализировались 
в FACS Canto II (Becton Dickinson Immunocytometry 
Systems, Palo Alto, Calif.) с  использованием про-
граммного обеспечения Cellquest (версия 3.1). Для 
каждого образца измерялось 500 000 событий.

Рис. 1A. Диаграммы изменения субпопуляций CD34+ на фоне терапии  
(точка 1 — до начала терапии, точка 2 — после проведения терапии)

Figure 1A. Changes in CD34+ subsets under therapy  
(point 1 — before therapy, point 2 — after therapy)
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Таблица 1. Соматические мутации у пациентов с БАС и их динамика на фоне терапии

Table 1. Dynamics of somatic mutations in patients with ALS on the therapy

Пациенты Возраст 
(лет)

Соматические мутации (ген, dbSNP, VAF ( %))

До терапии (точка 1) После терапии (точка 2)

#1 66,6 DNMT3A, rs151168784, 6,6 % DNMT3A, rs151168784, 3,9 %

#2 45,5 PTEN, rs35632884, 6,4 % Не определяется

#3 54,6
ASXL1, rs2011586997, 3,0 %
ASXL1, rs2145387839, 2,4 %

CBL, rs886041500, 3,0 %
Не определяются

Таблица 2. Субпопуляции CD34+ клеток костного мозга пациентов с БАС  
до начала лечения в сравнении со здоровыми донорами

Table 2. Subsets of CD34+ cells in bone marrow of ALS patients before treatment 
compared to healthy donors

Субпопуляции Доноры, % (медиана ±  
ср. отклонение)

До терапии (точка 1), %
(медиана ± ср. отклонение) р

CD34+ 0,88±0,3 0,66±0,23

>0,05

CD34+CD38+ 86,2±8,7 76,8±11,0

CD34+CD13+ 73,6±7,5 66,3±9,1

CD34+CD33+ 41,8±12,9 55,9±16,8

CD34+CD2+ 5,4±1,3 4,0±3,2

CD34+CD7+ 1,6±0,5 1,6±1,2

CD34+CD10+ 23,9±6,7 5,2±1,7

CD34+CD19+ 19,5±9,4 9,2±6,8

CD34+CD90+ 26,7±6,7 23,6±8,2

CD34+CD56+ 1,35±0,82 1,6±1,2

CD34+CD123+ 8,3±3,4 6,3±2,3

CD34+CD133+ 65,4±6,0 62,3±8,6

CD34+CD41+ 6,5±1,4 4,9±3,3

CD34+CD44+ 56,0±24,3 70,8±10,0

CD34+CD61+ 7,5±4,4 3,8±2,7

CD34+CD117+ 76,5±3,1 84,0±6,3

CD34+HLADR 94,1±3,9 84,9±6,5

CD34+CD45low 86,5±6,8 93,8±1,7
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Статистическая обработка. Все переменные 
представлены в  виде средних значений, стандарт-
ного отклонения, 95 % доверительных интервалов 
(ДИ) и значений P. Значимость установлена на уров-
не P≤0,05 и 95 % ДИ. Сравнение групп по количе-
ственным переменным проводилось с  помощью 
t-критерия Стьюдента или дисперсионного анализа 
(для параметрических данных). Статистический 
анализ проведен 28 февраля 2025 года и выполнен 
с  использованием SPSS для Windows, версия 22.0 
(SPSS Inc., Чикаго, Иллинойс).

Результаты. Все пациенты с  БАС получили 
флударабин 25 мг/м2/сут, дни 1-й и 2-й (суммарная 
доза=50 мг/м2). Ранее собранные клетки CD34+ 

реинфузировали внутривенно через 48 часов по-
сле иммуномодулирующей терапии. CD34+МНК 
размораживали и  инкубировали с  двухцепочеч-
ными фрагментами ДНК человеческой плаценты 
(Panagen®) ex vivo для индукции пролиферации 
гемопоэтических стволовых клеток. После инкуба-
ции клетки промывали и вводили пациенту. Под-
робности протокола клинического исследования 
Panagen® и механизма его действия на гемопоэти-
ческие стволовые клетки можно найти в  [18]. Па-
циенты не получали никакой другой терапии БАС 
в течение периода наблюдения.

У 2 (20 %) больных наблюдалось усиление ощу-
щения слабости и  затруднения дыхания во время 

Рис. 1B–1D. Диаграммы изменения субпопуляций CD34+CD13+, CD34+CD123+ 
и CD34+CD44+ на фоне терапии (точка 1 — до начала терапии, точка 2 — после 
проведения терапии)

Figure 1B–1D. Changes in CD34+CD13+, CD34+CD123+ and CD34+CD44+ subsets under 
therapy (point 1 — before therapy, point 2 — after therapy)
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введения филграстима. Все признаки исчезли само-
стоятельно через 3–4 дня после окончания введения 
филграстима. Токсичность проведенной терапии 
флударабином не достигла 1 степени по шкале NCI 
CTCAE v5.0 ни в одном случае. Средняя доза при ре-
инфузии составила 2,9±1,6 (ДИ 95 %, 2,0–6,1) клеток 
CD34+/кг. Медиана наблюдения от  начала терапии 
до  контрольного обследования составила 5,0±1,0 
месяца (ДИ 95 %, 4,6–6,0). Средний балл по шкале 
ALSFRS-R на  момент контрольного обследования 
составил 40±2 (ДИ 95 %, 38–42,5, p>0,05).

У 3 (30 %) пациентов выявлены соматические му-
тации до начала терапии. После проведения терапии 
соматические мутации в 2 случаях не определялись 

и в 1 случае отмечалось снижение частоты аллельно-
го варианта (VAF) (табл. 1). 

При анализе субпопуляций CD34+ клеток кост-
ного мозга при первичном обследовании не выявле-
но достоверных различий между здоровыми доно
рами и пациентами с БАС (табл. 2). 

Несмотря на то, что количество CD34+ МНК в кост
ном мозге больных БАС достоверно не  различалось 
(0,66 %±0,23 % (ДИ 95 %. 0,5–1,0) и  0,81  %±0,17 % 
(ДИ 95 %. 0,7–1,1) соответственно) до и после терапии, 
уровень клеток CD34+ после терапии (точка 2) прибли-
зился к значениям здоровых доноров (рис. 1А). 

После проведения иммуномодулирующей те-
рапии и  реинфузии трансдифференцированных 

Рис. 1E–1G. Диаграммы изменения субпопуляций CD34+CD7+, CD34+CD2+ 
и CD34+CD56+ на фоне терапии (точка 1 — до начала терапии, точка 2 — после 
проведения терапии)

Figure 1E–1G. Changes in CD34+CD7+, CD34+CD2+ and CD34+CD56+ subsets under 
therapy (point 1 — before therapy, point 2 — after therapy)
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CD34+ ГСК выявлено достоверное увеличение 
количества CD34+CD13+ и  CD34+CD123+ ГСК. 
Уровень CD34+CD44+ в костном мозге достоверно 
снизился (рис. 1B–1D). 

Уровни CD34+CD7+, CD34+CD2+ и CD34+CD56+ 
показали тенденцию к увеличению среднего значения 
и расширению доверительных интервалов по сравне-
нию со  значениями до  лечения (точка 1), хотя и  не 
достигли статистической значимости (рис. 1E–1G).

Средние значения других маркеров, в  частно-
сти CD34+CD117+, CD34, CD90+, CD34+CD133+ 
и  CD34+CD33+, не  претерпели существенных из-
менений (рис. 1H–1K). 

Наблюдалась тенденция к снижению уровня по-
верхностной экспрессии молекул класса II (HLA) 

на CD34+ и субпопуляции CD34+CD38+ у пациен-
тов с  БАС до  начала терапии с  последующим ее 
восстановлением (рис. 1L–1M).

В точке 1 выявлена тенденция к  снижению 
уровня ранних предшественников В-лимфоцитов 
(CD34+CD10+) у больных БАС. В точке 2 отмечена 
тенденция к  восстановлению уровня CD34+CD10+ 
при снижении уровня поздних предшественников 
(CD34+CD19+), что, вероятно, связано с воздействи-
ем флударабина на В-лимфоциты (рис. 1Н–1О).

ОБСУЖДЕНИЕ

Нейровоспаление является важным защитным 
механизмом хозяина для предохранения мозга  

Рис. 1H–1K. Диаграммы изменения субпопуляций CD34+CD117, CD34+CD90+, 
CD34+HLADR+, CD34+CD133+ на фоне терапии (точка 1 — до начала терапии,  
точка 2 — после проведения терапии)

Figure 1H–1K. Changes in CD34+CD117, CD34+CD90+, CD34+HLADR+, CD34+CD133+ 
subsets under therapy (point 1 — before therapy, point 2 — after therapy)
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от инфекции или травмы и восстановления нормаль-
ной структуры и функции [19].

Однако неконтролируемое или длительное 
нейровоспаление может индуцировать цитоток-
сичность и усугублять тяжесть различных нейроде-
генеративных заболеваний, таких как болезнь Пар-
кинсона, болезнь Альцгеймера (БА), рассеянный 
склероз и  БАС [19–21]. Воспалительные реакции,  

характеризующиеся аберрантной активацией ми-
кроглии и  избыточной секрецией провоспалитель-
ных цитокинов, способствуют нейродегенерации, 
наблюдаемой при БАС, и  прогрессированию забо-
левания [22–24]. Показано, что помимо микроглии 
в  патогенез БАС вовлечены несколько подгрупп 
клеток крови, включая макрофаги, моноциты, ней-
трофилы и  естественные клетки-киллеры (NK).  

Рис. 1N–1O. Диаграммы изменения субпопуляций CD34+CD10+ и CD34+CD19+ 
на фоне терапии (точка 1 — до начала терапии, точка 2 — после проведения терапии)

Figure 1N–1O. Changes in CD34+CD10+ and CD34+CD19+ subsets under therapy (point 
1 — before therapy, point 2 — after therapy)

Рис. 1L–1M. Диаграммы изменения субпопуляций CD34+CD33+ и CD34+CD38+ 
на фоне терапии (точка 1 — до начала терапии, точка 2 — после проведения терапии)

Figure 1L–1M. Changes in CD34+CDHLADR+ and CD34+CD38+ subsets under therapy 
(point 1 — before therapy, point 2 — after therapy)
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Также продемонстрирована роль CD4+ и  CD8+ 
Т-лимфоцитов в формировании и поддержании вос-
паления в ЦНС [25–27]. Все эти подгруппы иммунных 
клеток, вероятно, оказывают большую часть своего 
действия на периферии, поскольку их доступ к ЦНС 
ограничен. Представлены свидетельства того, что экс-
прессия воспалительных цитокинов, таких как фактор 
некроза опухоли α (ФНО-α), интерлейкины (ИЛ)-1β, 
ИЛ-2, ИЛ-6 и ИЛ-8 в крови, цереброспинальной жид-
кости и тканях спинного мозга, повышена у пациен-
тов с БАС по сравнению со здоровыми донорами [28]. 
Чаще всего исследования сосредоточены на подгруп-
пах Т-клеток, реже на нейтрофилах, моноцитах и дру-
гих клетках врожденного иммунитета в перифериче-
ской крови и тканях и не рассматривают изменения, 
происходящие на уровне гемопоэтических стволовых 
и  прогениторных клеток в  костном мозге пациен-
тов. Только отдельные публикации сосредоточены 
на  роли костного мозга как фактора, способствую-
щего распространению нейровоспаления и аутоим-
мунного повреждения [16, 29]. В  нашем исследо-
вании мы не  обнаружили существенных различий  
в подгруппах клеток CD34+ костного мозга у паци-
ентов с БАС по сравнению с донорами. 

Однако после иммуномодулирующей терапии 
в  костном мозге пациента наблюдалось значитель-
ное увеличение CD34+CD13+ и  CD34+CD123+ 
и снижение клеток, экспрессирующих CD34 CD44+ 
(рис. 1А–1D).

В костном мозге экспрессия CD123, альфа-цепи 
рецептора интерлейкина-3 (ИЛ-3R), ограничена 
субпопуляцией нормальных стволовых клеток,  
некоторыми лимфоидными предшественниками 
и базофилами. Клетки-предшественники, экспрес-
сирующие CD123, обладают повышенной устой-
чивостью к апоптозу и высокой пролиферативной 
активностью [30, 31]. У людей ИЛ-3 способствует 
активации плазмацитоидных дендритных клеток, 
которые участвуют в поддержании толерантности 
Т-клеток [32, 33]. ИЛ-3 подавляет дифференциров-
ку Th17 и усиливает дифференцировку в направле-
нии Th2 лимфоцитов [34]. Кроме того, ИЛ-3 способ-
ствует дифференцировке наивных CD4+ CD45RA+ 
Т-клеток в  регуляторные Т-клетки CD3+ CD4+ 
CD25+ CD127- и содействует миграции регулятор-
ных T-клеток путем изменения фосфорилирова-
ния киназ и  структуры актинового цитоскелета. 
В  то  же время выявлена повышенная экспрессия 
CD123 на  T-регуляторных клетках по  сравнению 
с  обычными T-клетками [35]. При болезни Альц-
геймера (БА) экспрессия CD123 повышена в тканях 
фронтальной коры и коррелирует как с длительно-
стью заболевания, так и  с уровнями β-амилоида 
(Aβ). Воздействие ИЛ-3, опосредованное CD123+, 

вызывает транскрипционное, морфологическое 
и функциональное перепрограммирование микро-
глии, наделяя ее программой острого иммунного 
ответа, повышенной подвижностью и  способно-
стью кластеризовать и очищать агрегаты Aβ и тау 
[36]. С другой стороны, локальная выработка ИЛ-3 
при рассеянном склерозе и  повышенная экспрес-
сия CD123 усиливают инфильтрацию иммунными 
клетками ЦНС, усугубляя течение болезни [37]. Та-
ким образом, это несоответствие между БА и  РС 
указывает на  двойную роль ИЛ-3 в  воспалении 
ЦНС, когда один и тот же механизм (перепрограм-
мирование миелоидных клеток IL-3R+) приводит 
к двум различным последствиям (благоприятным 
при БА и пагубным при РС). Роль ИЛ-3 и ИЛ-3R 
(CD123) при других нейродегенеративных заболе-
ваниях пока не изучена.

Субпопуляция CD34+CD13+ обнаруживается в до
норском костном мозге и пуповинной крови, отражая 
раннюю стадию дифференцировки миелоидных кле-
ток человека, которая предшествует появлению CD33. 
Экспрессия CD13 на клетках CD34+ предшествует экс-
прессии CD33 во время миелоидной дифференциров-
ки и  связана с  ранними гемопоэтическими клетками 
(CD90, CD133 и CD117) при отсутствии маркеров, свя-
занных с линией [38, 39]. В наших наблюдениях клет-
ки костного мозга не показали увеличения экспрессии 
CD117, CD90 и CD133, а также CD33 (рис. 1H–1K).

CD13 — трансмембранная металлопротеаза, ко
торая широко экспрессируется на всех клетках ми-
елоидного ряда, активированных эндотелиальных 
клетках, гемопоэтических предшественниках и ство-
ловых клетках [38]. Субпопуляция CD34+CD13+  
обнаружена в  костном мозге и  пуповинной крови  
доноров и отражает раннюю стадию дифференци-
ровки миелоидных клеток человека, предшествуя 
появлению CD33. На  клетках CD34+CD13+ обна-
руживается экспрессия маркеров, связанных с ран-
ними гемопоэтическими клетками (CD90, CD133 
и CD117). При этом линейные маркеры на этом эта-
пе развития не обнаруживаются [39]. В наших на-
блюдениях клетки костного мозга не показали уве-
личения экспрессии CD117, CD90 и CD133, а также 
CD33 (рис. 1H и 1I). 

Молекула CD44 играет важную роль в миграции 
нормальных CD34+ клеток в костный мозг посред-
ством взаимодействия с  гиалуроновой кислотой. 
Ускорение миграции гемопоэтических стволовых 
клеток из костного мозга в  периферическую кровь 
наблюдается при снижении уровня CD44 на  их 
клеточной мембране или его блокаде [38, 39]. Ин-
тересно, что при мобилизации стволовых клеток 
в  периферическое русло, опосредованной грану-
лоцитарным колониестимулирующим фактором,  
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происходит усиление экспрессии матриксных метал-
лопротеиназ, к которым относится CD13. В резуль-
тате активизируется расщепление и снижается уро-
вень CD44 на клетках костного мозга [40]. В нашем 
исследовании также продемонстрирована отрица-
тельная корреляция между уровнями CD34+CD13+ 
и CD34+CD44+, что может указывать на мобилиза-
цию клеток-предшественниц с определенным имму-
нофенотипом (вероятно, не экспрессирующих CD13) 
в периферическую кровь. Обнаруженные нами изме-
нения в костном мозге на фоне терапии могут свиде-
тельствовать о том, что перелитые трансдифферен-
цированные ex vivo CD34+ ГСК удалось вывести из 
состояния покоя и запустить в них процессы линей-
ной дифференцировки.

Мало известно о связи между клональным гемо
поэзом неопределенного потенциала (КГНП) и 
риском развития нейродегенеративных заболева-
ний. Несомненно одно  — такая связь существует 
через систему воспалительных цитокинов и  ин-
фламмасом, вырабатываемых мутантными кло-
нами, а  также через миграцию в  ЦНС мутировав-
ших клеток врожденного иммунитета из костного  
мозга. Недавнее исследование выявило повышен-
ный риск нейродегенеративных заболеваний у лю-
дей с CHIP прежде всего при мутациях DNMT3A, 
ASXL1 и SRSF2 [41, 42]. Однако, похоже, что связь 
эта не  однонаправленная. Примечательно, что 
Bouzid и соавторы обнаружили, что у людей с CHIP 
со временем снижается риск развития болезни Аль-
цгеймера. Защитный эффект CHIP против БА мо-
жет быть обусловлен миграцией клонов мутантных 
макрофагов и Т-лимфоцитов в микроглию головно-
го мозга. На фоне усиления фагоцитоза микроглии 
отмечено уменьшение отложения β-амилоида (Aβ) 
и нейрофибриллярных клубков тау-белка в клетках 
головного мозга. Исследование продемонстриро-
вало, что влияние CHIP клонов способно ослабить 
влияние главного генетического фактора риска раз-
вития болезни Альцгеймера — аллеля APOEε4 [43]. 

Выявление соматических мутаций не было основ
ной задачей нашего исследования. Тем не  менее, 
нами обнаружено наличие КГНП у 3 из 10 пациентов 
с БАС при ограничении VAF ≥2 %. При этом после 
проведенного лечения и  реинфузии трансдифферен-
цированных аутологичных CD34+ клеток отмечено 
исчезновение аберрантного клона или снижение его 
концентрации в костном мозге, что не повлекло за со-
бой прогрессирования заболевания в период наблю-
дения. Интерпретация результатов, а  также вопрос 
наличия и значения клонов с VAF <2 % требуют рас-
ширения группы пациентов, большего срока наблю
дения, применения технологии NGS с  высоким по-
крытием и коррекцией ошибок. 

Мы предположили, что манипуляции ex vivo 
с покоящимися ГСК могут привести к восстанов-
лению утраченного клонального разнообразия во 
всей системе крови. Возможно, что КГНП не устра-
нен, но  достигнуто снижение VAF соматических 
мутантных клонов ниже уровня их обнаружения 
при охвате x100. Тем не менее, наши данные позво-
ляют по-новому взглянуть на проблему контроля 
нежелательных клеточных клонов в костном моз-
ге и  периферической крови для уменьшения хро-
нического системного воспаления. В  то же время 
наши данные дают новое понимание проблемы 
нацеливания нежелательных клонов клеток в кос-
тном мозге и периферической крови для снижения 
хронического системного воспаления. Мы ини-
циировали клинический протокол у  пациентов 
с БАС, включающий ex vivo реинфузию обработан-
ных аутологичных клеток CD34+ после повторных 
курсов флударабина и тоцилизумаба. Новая целе-
вая панель секвенирования генов с более высоким 
покрытием (x2000-кратное) предоставит больше 
информации о динамике CHIP во время лечения.

Наше исследование имеет ограничения. Во-пер-
вых, это предварительное исследование, изучающее 
взаимосвязь между субпопуляциями CD34+, КГНП 
и клиническим течением БАС. Поэтому расчет мощ-
ности для размера выборки не  проводился. Сле-
довательно, статистическая мощность могла быть 
недостаточной для выявления влияния этих факто-
ров на результаты терапии и лабораторные данные. 
Во-вторых, небольшой размер выборки не позволил 
нам исключить случайный характер данных, полу-
ченных в период наблюдения. В-третьих, субпопуля-
ции иммунных клеток не оценивались одновременно 
в периферической крови и, по понятным причинам, 
в тканях головного и спинного мозга.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Наше исследование является первой попыткой 
охарактеризовать подгруппы HSC костного моз-
га у  пациентов с  БАС и  выявить изменения в  их 
последующих моделях наблюдения при иммуно-
модулирующей терапии. Наши результаты име-
ют клиническое значение, хотя они ограниченны 
и предварительны. Во-первых, они демонстрируют, 
что костный мозг является одним из органов, реаги-
рующих на иммуноопосредованное нейровоспале-
ние. Во-вторых, поднимается вопрос о том, можно 
ли перезапустить и исправить аномальный иммун-
ный ответ, приводящий к  нейродегенерации. Кро-
ме того, предварительные результаты указывают 
на возможную связь между CHIP и БАС и намечают 
путь к устранению аберрантных клонов.
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