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РЕФЕРАТ

Актуальность. Прямой антиглобулиновый тест (ПАГТ) 
предназначен для выявления фиксированных на поверх-
ности эритроцитов антител и компонентов комплемента. 
Гелевые методики дают возможность дифференциро-
вать класс и подкласс иммуноглобулинов при положи-
тельном ПАГТ, что позволяет изучить характер анемии 
и оценить риск возникновения иммунного гемолиза.
Цель. Изучить частоту положительного ПАГТ у онкоге-
матологических больных, установить класс и подкласс 
иммуноглобулинов, фиксированных на эритроцитах, оце-
нить их участие в развитии гемолитических осложнений.
Материалы и методы. Изучен дифференцированный 
ПАГТ у 393 онкогематологических пациентов клиники 
ФГБУН «Кировский  НИИ гематологии и переливания 
крови ФМБА» в гелевом тесте с использованием ре-
активов и оборудования Bio-Rad (США).
Результаты. Частота выявления положительного ПАГТ 
у онкогематологических больных варьировала при раз-
ных заболеваниях от 6,2 до 25,2 %, в общей группе она 
была 15,5 %. При острых лейкозах она составила 6,2 %, 
при миелодиспластическом синдроме — 6,3 %, хрониче-
ском миелолейкозе — 10 %, лимфоме Ходжкина — 11,9 %, 
хроническом лимфолейкозе  — 15,4  %, неходжкинских 
лимфомах  — 21  %, множественной миеломе  — 25,2  %. 
У пациентов со множественной миеломой, острыми 
лейкозами, лимфомой Ходжкина, хроническим миело-
лейкозом положительный результат был обусловлен 
наличием IgG подклассов 2 и 4. У больных хроническим 
лимфолейкозом и неходжкинскими лимфомами на по-
верхности эритроцитов выявлены IgG подкласса 1, IgM 
и компоненты комплемента C3c, C3d. Показано, что на-
личие IgG2/IgG4 не сопровождалось клиническими и ла-
бораторными признаками иммунного гемолиза, IgG1 вы-
зывал разрушение эритроцитов в 50  % случаев, тогда 
как обнаружение компонентов комплемента C3c, C3d 
в 100 % случаев было связано с проявлениями гемолиза.
Заключение. Положительный результат ПАГТ следует 
интерпретировать с учетом лабораторных и клинических 
данных. Дифференцированное исследование помогает 
прогнозировать развитие гемолитических осложнений 
у пациентов с онкогематологическими заболеваниями.
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ABSTRACT

Background. Direct antiglobulin test (DAT) is used to identify 
erythrocyte-fi xed antibodies and complement components. 
Gel methods are applied to diff erentiate immunoglobulin 
class and subclass in positive DAT, which allows to study the 
nature of anemia and assess the risk of immune hemolysis.
Aim. To assess the rate of positive DAT in oncohematolo-
gi cal patients, to determine class and subclass of erythro-
cyte-fi xed immunoglobulins, and to evaluate their contribu-
tion in hemolytic complications.
Materials & Methods. In 393 oncohematological patients at 
the Kirov Research Institute of Hematology and Transfusiol-
ogy diff erentiated DAT was studied using gel test with Bio-
Rad (USA) testing sets.
Results. The rate of positive DAT in oncohematological pa-
tients varied for diff erent diseases from 6.2  % to 25.2  %, 
in the total group it was 15.5  %. It accounted for 6.2  % in 
acute leukemias, 6.3 % in myelodysplastic syndrome, 10 % 
in chronic myeloid leukemia, 11.9 % in Hodgkin’s lymphoma, 
15.4 % in chronic lymphocytic leukemia, 21 % in non-Hodg-
kin’s lymphoma, and 25.2 % in multiple myeloma. In multiple 
myeloma, acute leukemia, Hodgkin’s lymphoma, and chron-
ic myeloid leukemia patients the positive test was associ-
ated with IgG subclasses 2 and 4. In chronic lymphocytic 
leukemia and non-Hodgkin’s lymphoma patients IgG1 sub-
class 1, IgM and C3c, C3d complement components were 
detected on erythrocyte surfaces. It was shown that IgG2/
IgG4 detection was not accompanied by any clinical or labo-
ratory signs of immune hemolysis, IgG1 was responsible for 
destruction of erythrocytes in 50 % of cases, whereas the 
detection of C3c, C3d complement components was associ-
ated with hemolytic manifestations in 100 % of cases.
Conclusion. Positive DAT should be interpreted in light of 
laboratory and clinical data. Diff erentiated test helps to pre-
dict hemolytic complications in oncohematological patients.
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ВВЕДЕНИЕ

Одной из причин возникновения анемии при онко-

гематологических заболеваниях является аутоим-

мунное разрушение эритроцитов. Оно происходит 

вследствие взаимодействия эритроцитов с аутоанти-

телами, направленными против собственных анти-

генов организма, либо с компонентами комплемента. 

Аутоантитела могут быть представлены иммуногло-

булинами (Ig) классов G, A, M. У каждого класса имму-

ноглобулинов существует оптимальная температура 

реагирования, различная возможность связывать 

комплемент и взаимодействовать с рецепторами 

макрофагов в селезенке и печени, что в итоге влияет 

на их способность вызывать иммунный гемолиз [1–4].

По данным литературы, наиболее опасными для 

возможного развития гемолиза считаются антитела 

IgG подклассов 1 и 3. IgG подкласса 2 малоактивен. 

IgG4 не вызывает гемолиз и не способен активировать 

комплемент. Антиэритроцитарные аутоантитела IgG1 

и IgG3 служат причиной развития тепловой аутоим-

мунной гемолитической анемии. Они действуют при 

температуре 37 °C, их также называют неполными 

тепловыми агглютининами. Эритроциты, покрытые 

IgG, фагоцитируются макрофагами преимущественно 

селезенки, несущими на своей поверхности рецепторы 

IgG (внутриклеточный гемолиз). Активировавшиеся 

на мембране эритроцитов компоненты комплемента 

действуют в качестве опсонинов, усиливая их захват 

макрофагами. Часто происходит незавершенный 

фагоцитоз эритроцитов с «отщипыванием» части 

мембраны, что приводит к образованию сфероцитов, 

разрушающихся в селезенке [5].

Иммуноглобулины класса А (IgA) считаются 

потенциально малоопасными для развития гемо-

лиза, однако зарегистрированы случаи тяжелой 

гемолитической анемии, связанной с IgA [6]. Авторы 

публикации предполагали, что основной причиной 

разрушения эритроцитов служили IgM, которые не 

были выявлены при исследовании из-за интенсив-

ного разрушения связанных ими эритроцитов еще до 

проведения пробы.

Антиэритроцитарные аутоантитела, относящиеся 

к IgМ, служат причиной холодовой гемолитической 

анемии. IgM связываются с эритроцитами больного при 

температуре ниже 37 °C (оптимально 4 °C), склеивают 

эритроциты в агглютинаты, на которых в последующем 

фиксируются компоненты комплемента. Повышение 

температуры до 37 °C приводит к отсоединению IgM, но 

C3b-компоненты комплемента остаются на поверхности 

эритроцитов, выполняю т роль опсонинов, помогают 

макрофагам (преимущественно в печени) осуществлять 

захват эритроцитов с последующим внутриклеточным 

гемолизом. Активация комплемента с образованием 

мембраноатакующего комплекса на поверхности эри-

троцитов и внутрисосудистым гемолизом, как правило, 

прерывается с помощью регулирующих молекул CD55, 

CD59 на мембране [7, 8].

При высокой концентрации антиэритроцитарных 

IgM, когда недостаточно активности естественных 

регуляторных ингибиторов комплемента, возможно 

внутрисосудистое разрушение эритроцитов. В такой 

ситуации каскад комплемента активируется до C5b 

с присоединением компонентов С6, С7, С8 и С9, фор-

мируя мембраноатакующий комплекс, что ведет к об-

разованию перфораций в мембране и последующему 

разрыву эритроцитов в сосудистом русле [9].

Существует смешанный вариант гемолитической 

анемии, при котором в плазме пациента обнаружи-

ваются аутоантитела как тепловые (класса IgG), так 

и холодовые (класса IgM) [3].

Для выявления антител и компонентов компле-

мента, фиксированных на поверхности эритроцитов in 

vivo, разработана прямая проба Кумбса — прямой антиг-

лобулиновый тест (ПАГТ). Современные возможности 

дифференцированного ПАГТ (определение классов 

и подклассов иммуноглобулинов, а также компонентов 

комплемента, фиксированных на эритроцитах: IgG1, 

IgG2, IgG3, IgG4, IgA, IgM, C3c, C3d) позволяют не только 

продемонстрировать наличие аутоантител и/или 

комплемента на мембране эритроцитов, но и оценить 

их полуколичественно, а также подтвердить участие 

конкретного класса или подкласса антител в патологи-

ческом процессе [10, 11].

Цель настоящего исследования — изучить ча-

стоту выявления положительного ПАГТ у онкогема-

тологических больных, установить класс и подкласс 

иммуноглобулинов, фиксированных на эритроцитах, 

и оценить их вклад в развитие гемолитических ослож-

нений при онкогематологических заболеваниях.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Результаты ПАГТ проанализированы у 393 онкогема-

тологических больных, впервые госпитализированных 

в клинику ФГБУН «Кировский НИИ гематологии и пере-

ливания крови ФМБА». Из них у 114 пациентов диагно-

стирован острый лейкоз (ОЛ), у 95 — множественная 

миелома (ММ), у 42 — лимфома Ходжкина (ЛХ), у 10 — 

хронический миелолейкоз (ХМЛ), у 26 — хронический 

лимфолейкоз (ХЛЛ), у 81 — неходжкинские лимфомы 

(НХЛ), у 16 — миелодиспластический синдром (МДС), 

у 9 — прочие онкогематологические заболевания. 

Возраст обследованных составил 2–87 лет (медиана 

53 года). В группу сравнения включено 200 здоровых 

доноров крови.

Прямая проба Кумбса проводилась в гелевом тесте с 

использованием реактивов и оборудования (автомати-

ческий иммуногематологический анализатор IH-1000) 

компании Bio-Rad (США). Для скрининга антиэритро-

цитарных аутоантител применялись карты DiaMed-ID-

LISS/Coombs Anti-IgG+C3d. Силу реакции оценивали от 

(+) до (++++) в зависимости от расположения агглюти-

натов в геле микропробирки в соответствии с инструк-

цией производителя. При получении положительного 

результата проводили дифференцирование классов 

иммуноглобулинов и компонентов комплемента 

с помощью карт DC-Screening I, содержащих гель с 

моноспецифическими антителами к человеческим им-

муноглобулинам классов G, A, M, а также компонентам 

комплемента C3c и C3d. При выявлении IgG на поверх-

ности эритроци тов пациента исследовали подклассы 

IgG (IgG1, IgG3 или IgG2/IgG4), а также их разведение 

1:1 и 1:100 с применением карт DAT IgG1/IgG3.

Уровень гемоглобина, эритроцитов, ретикуло-

цитов, общего и непрямого билирубина исследовали 

по общепринятым методикам.

РЕЗУЛЬТАТЫ

У всех доноров крови ПАГТ был отрицательный, тогда 

как у онкогематологических больных положительный 

результат ПАГТ получен в 15,5 % случаев. Частота 

положительного ПАГТ варьировала в зависимости от 

диагноза.

При ОЛ положительный ПАГТ выявлен у 6,2 % 

(n = 7) из 114 обследованных пациентов. Интенсив-

ность реакции оценена как (+). Положительная проба 

была обусловлена только IgG2/IgG4, что, согласно 

литературным данным, связано с низким риском ге-

молитических осложнений. Действительно, несмотря 

на то что у всех больных ОЛ с положительным ПАГТ 

выявлена анемия, клинических и лабораторных при-

знаков гемолиза не зарегистрировано. Следует отме-

тить преходящий характер положительного ПАГТ при 

ОЛ. Так, повторные исследования ПАГТ через 1–8 мес. 

(медиана 5 мес.) показали отрицательный результат.

При обследовании больных ММ положительный 

ПАГТ получен в 25,2 % случаев (n = 24). Выраженность 

положительной пробы была (+) у 45,8 % пациентов, 

(++) — у 54,2 %. Фиксированные на эритроцитах 

антитела представлены IgG подклассов 2 и 4. У 87,5 % 

пациентов с ММ положительный ПАГТ сопрово-

ждался анемией, однако ни у одного из них признаков 

гемолиза не установлено. Следует отметить, что при 

ММ преобладали пациенты с положительным ПАГТ 

с продукцией моноклонального IgG. Возможно, его 

неспецифическое связывание с эритроцитами могло 

быть причиной агглютинации, выявляемой в ПАГТ.

Положительный ПАГТ наблюдался у 5 (11,9 %) из 

42 пациентов с ЛХ. Из них у 20 % сила реакции соста-

вила (+), у 80 % — (++). У всех больных установлены 

IgG2/IgG4 без признаков гемолитических осложнений.

При ХМЛ положительный результат выявлен 

у 1 (10 %) из 10 обследованных пациентов, интен-

сивность реакции равна (+), которая обусловлена 

наличием IgG2/IgG4, без клинических и лабораторных 

признаков гемолиза.

При МДС положительный ПАГТ обнаружен в 6,3 % 

случаев (1 из 16 обследованных пациентов), интенсив-

ность пробы оценена как (+). Идентифицирован IgG2/

IgG4; признаков иммунного разрушения эритроцитов 

не отмечено.

В группе больных НХЛ получен положительный 

результат ПАГТ в 21 % случаев (17 из 81 пациентов). 

В группе НХЛ выявлены больные с высокой интенсив-

ностью реакции: у 17,6 и 5,9 % больных она достигала 

(+++) и (++++) соответственно. У 47,1 % пациентов она 

составила (+), у 29,4 % — (++). Больные НХЛ также 

имели отличия в дифференцированном ПАГТ. У 5 

(29,4 %) пациентов на поверхности эритроцитов выяв-

лены компоненты комплемента C3d и/или C3с. Причем 

в 3 случаях присутствовали только компоненты ком-

племента C3c и C3d, а у остальных пациентов фиксация 

C3c, C3d сопровождалась сорбцией IgM на поверхности 

эритроцитов. Обнаружение компонентов комплемента 

было связано с клиническими и лабораторными при-

знаками гемолиза у всех больных. У 1 (5,9 %) пациента 

с НХЛ и положительным ПАГТ с силой реакции (++++) 

из-за особенностей проведения лабораторного теста 

вследствие выраженной агглютинации не удалось 

определить класс аутоантител, сорбировавшихся на 

мембране эритроцитов. У этого пациента также наблю-

дался лизис эритроцитов. У 11 (64,7 %) больных НХЛ 

положительный ПАГТ наблюдался за счет IgG2/IgG4; 

признаков разрушения эритроцитов у них не выявлено.

Положительная проба Кумбса зарегистрирована 

у 4 (15,4 %) из 26 пациентов с ХЛЛ, выраженность 

реакции (+), (++), (+++) и (++++) у них соответствовала 

1 (25 %) случаю каждая. Установлено, что у 2 больных 

положительный ПАГТ обусловлен наличием IgG1, у 1 — 

C3d-компонента и еще у 1 — IgG2/IgG4. Выявление 

C3d ассоциировалось с признаками гемолиза, тогда 

как обнаружение IgG1 только в 1 из 2 случаев сопро-

вождалось гемолитической анемией. Таким образом, 

признаки гемолиза эритроцитов выявлены у 2 (7,7 %) 

из 26 больных ХЛЛ.  Полученные результаты согласу-

ются с литературными данными, свидетельствующими 

о гемолитической анемии, осложняющей течение ХЛЛ 

в 4–10 % случаев [12].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Для дифференциальной диагностики анемии, в част-

 ности подтверждения аутоиммунной гемолитиче-
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с кой анемии, важен результат ПАГТ [13]. Положи-

тельный ПАГТ подтверждает иммунную природу 

гемолиза. Однако не всегда положительный тест будет 

сопровождаться клинико-лабораторными проявле-

ниями разрушения эритроцитов. Современные возмож-

ности диагностики позволяют выявить относительно 

небольшие количества иммуноглобулинов и компле-

мента, фиксировавшиеся на эритроцитах. Согласно 

литературным данным, положительная прямая проба 

Кумбса может быть как признаком естественного ста-

рения и деградации эритроцитов, так и начальным про-

явлением развивающихся аутоиммунных и опухолевых 

заболеваний [12, 14–17].

В нашем исследовании у больных ММ, ОЛ, ЛХ, ХМЛ 

положительный результат ПАГТ был обусловлен IgG2/

IgG4 и не с опровождался клинико-лабораторными 

признаками гемолитической анемии. У больных ХЛЛ 

и НХЛ на поверхности эритроцитов выявлены IgG1, 

IgM и компоненты комплемента C3c, C3d, что было 

связано с проявлениями гемолиза.

Результат ПАГТ должен рассматриваться в ком-

плексе с другими клиническими и лабораторными 

показателями. Дифференцированная прямая проба 

Кумбса является важным инструментом, позволя-

ющим прогнозировать риск возникновения гемоли-

тических осложнений у пациентов с онкогематологи-

ческими заболеваниями.
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