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Введение
C тех пор как S. Knudtzon в 70-х годах XX века 

в своей работе описал наличие стволовых клеток 
в пуповинной крови (ПК), а в 80-х годах была вы-
полнена первая трансплантация ПК от сиблинга па-
циенту с анемией Фанкони, ПК стала привлекать все 
большее внимание как источник гемопоэтических 
стволовых клеток (ГСК) для проведения аутогенных 
и аллогенных трансплантаций [1]. Преимуществами 
ГСК, полученных из ПК, по сравнению с ГСК кост-
ного мозга (КМ) являются аутокринная продукция 
ряда гемопоэтических ростовых факторов, более 
длинные участки теломер, высокий пролифератив-
ный потенциал [2, 3].

В настоящее время существует более 70 заболева-
ний, при которых используется трансплантация ГСК 
ПК. Это и заболевания крови, и иммунодефицитные 
состояния, болезни обмена и др. Однако ввиду не-
большого количества клеток-предшественников 
в единице ПК ее применение для трансплантации 
было ограничено в основном использованием в дет-
ской практике (при расчете числа ядросодержащих 
клеток (ЯСК) не менее 2,5 × 107/кг веса реципиен-
та). Недостаточное количество ГСК в транспланта-
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те приводит к удлинению времени до приживления 
нейтрофилов и тромбоцитов, ведет к увеличению 
количества тяжелых осложнений, летальности, 
повышению стоимости лечения в связи с более 
длительным пребыванием больного в стациона-
реи необходимости назначения дополнительных 
препаратов (антибактериальных, противогрибко-
вых, противовирусных и др. средств) и длительной 
инфузии компонентов крови. Поэтому применение 
ПК как источника ГСК для трансплантации у взрос-
лых ограничено.

Для улучшения результатов трансплантации 
ПК (ускорения времени приживления нейтрофи-
лов и тромбоцитов) используется несколько стра-
тегий, таких как трансплантация 2 единиц ПК, ко-
трансплантация CD34+- или CD133+-селектированной 
периферической крови от третьего лица и ГСК ПК [4, 
5]. В качестве попытки преодоления низкого числа 
клеток-предшественников в ПК было предложено 
применение ex vivo экспансии клеток в жидкой сре-
де с/без добавления сыворотки и коктейля из ро-
стовых факторов. Поможет ли этот метод получить 
достаточное количество клеток для трансплантации, 
уменьшит ли это время до приживления, улучшит 
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ли результаты трансплантации – еще предстоит ре-
шить. В настоящее время используется несколько 
стратегий по экспансии и применению ГСК ПК. Это 
экспансия целой единицы ПК, либо экспансия ее 
части (1/2 или 1/3), которая пересаживается в тот же 
день, что и неманипулированная часть ПК или спу-
стя какое-то время (обычно на день +14).

Важной является проблема дифференцировки 
ГСК, которая происходит при экспансии этих кле-
ток. 

Метод изоляции ГСК ПК для экспансии
Существует 2 стратегии выбора ГСК ПК для экс-

пансии – это использование неселектированной 
мононуклеарной (MNC) фракции ПК и проведение 
селекции клеток.

В экспериментальных исследованиях было по-
казано, что при экспансии селектированной CD34+-
фракции удается добиться лучших результатов экс-
пансии ПК, чем при экспансии MNC-фракции 
(увеличение общего числа клеток в 113 раз при се-
лекции, против увеличения в 1,4 раза при выборе 
мононуклеарной фракции ПК) [6]. Однако в дру-
гих работах по экспансии ГСК КМ было показано, 
что при проведении селекции часть ГСК, клеток-
предшественников теряется [7].

Существует как минимум 2 маркера для селек-
ции ГСК ПК – это CD34 и CD133.

 CD34 – гликопротеин, который экспрессирует-
ся на эндотелиальных клетках и ГСК. СD133 – это 
гликопротеин, ранее называвшийся АС133. Он экс-
прессируется на незрелых гемопоэтических клетках 
и клетках-предшественниках.

В основе селекции CD34+- и CD133+-клеток ле-
жит магнитно-активируемый клеточный сортинг 
(magnetic activated cell sorting – MACS), основанный 
на использовании антитела, связанного с микро-
частицами, сделанными из железодекстранового 
комплекса, например, с использованием систем 
Miltenyi MACS system (Biotec, Inc., Auburn, CA, USA) 
или Baxter Isolex device (Baxter Deerfield, IL, USA) 
и др. При этом удается добиться чистоты селекции 
CD34+- или CD133+-клеток в пределах 90 % [8–10]. 
Ряд фенотипических и функциональных исследо-
ваний показал, что CD133+-фракция ПК содер-
жит большее количество ранних гемопоэтических 
клеток-предшественников, чем CD34+-фракция 
[11, 12]. И возможно, именно CD133+-клетки игра-
ют главную роль в лимитировании апоптоза, за счет 
межклеточного взаимодействия или выделения рас-
творимых факторов [13–15].

Кроме того, для изоляции клеток-
предшественников был предложен альтернативный 
путь, основанный не на фенотипе, а на функцио-
нальной активности клеток. Считают, что этот метод 
является более важным для уменьшения количества 
дифференцированных клеток в результате экспан-

сии. В его основе лежит селекция клеток на основе 
определения активности альдегиддегидрогеназы 
(aldehyde dehydrogenase – ALDH). Это метод легко 
воспроизводим, не токсичен для клеток человека 
и не изменяет их репопулирующую функцию. Даль-
нейшие исследования должны подтвердить выпол-
нимость селекции клеток на основе определения ак-
тивности альдегиддегидрогеназы для клинического 
применения [16].

При выборе метода изоляции ГСК для экспан-
сии следует исходить из объема ПК, подвергающего-
ся селекции, его клеточности, стоимости самой про-
цедуры и общего числа клеток, которое необходимо 
получить для трансплантации. 

Выбор питательной среды
Одной из важных основ для выполнения экспан-

сии ГСК ПК является выбор питательных сред. Пи-
тательные среды должны быть максимально подо-
браны по своему составу, содержанию питательных 
субстанций, осмотической резистентности и рН для 
определенного типа клеток. Для экспансии ГСК воз-
можно использование целого ряда питательных сред, 
таких как DMEM, Alpha-MEM, X-Vivo-10, QBSF-60, 
StemSpan SFEM, RPMI, CellGro и  др. 

IMDM является основной и наиболее часто ис-
пользуемой питательной средой. Это модифициро-
ванная версия питательной среды DMEM, которая 
дополнительно содержит аминокислоты, биотин, 
витамины (В

12
) и селен [17].

Животная сыворотка традиционно включает-
ся в протоколы экспансии как источник факторов 
роста. Но при ее применении возможно развитие 
аллергических реакций, вирусной контаминации, 
а также необходимо учитывать ее вариабельность от 
партии к партии. Поэтому в протоколах для клини-
ческого применения стараются использовать бес-
сывороточные питательные среды. Но такие среды 
слишком дороги и не всегда свободны от продуктов 
животного происхождения. Многие рекомбинант-
ные цитокины и факторы роста получают из кле-
точных культур, выращенных на питательных средах 
с добавлением животной сыворотки. Кроме того, эти 
среды всегда подкреплены инсулином, трансферри-
ном и альбумином, которые имеют рекомбинантное 
или аллогенное происхождение. 

Относительно применения бессывороточных пи-
тательных сред существуют противоречивые данные. 
Ряд зарубежных и отечественных авторов показыва-
ют, что использование некоторых бессывороточных 
сред (QBSF-60 или StemSpan SFEM) позволяет полу-
чить несколько большее количество ранних предше-
ственников (CD34+- и CD34+CD38-клеток), чем при 
использовании стандартной среды IMDM c добав-
лением животной сыворотки [18]. Ученым из Респу-
блики Беларусь удалось добиться увеличения CD34+-
клеток ПК более чем в 200 раз при культивировании 
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в бессывороточной питательной среде StemSpan при 
использовании цитокинов IL-3, IL-6, CSF, FLt-3. 
Добавление к культурам мезенхимальных стволовых 
клеток (МСК), полученных из КМ, способствовало 
дополнительному увеличению CD34+-клеток более 
чем в 700 раз [19]. 

В качестве альтернативы животной сыворотке 
возможно использование аутологичной сыворотки 
ПК. Допустимо замораживание плазмы уже при пер-
вичной заготовке единицы ПК. Однако в ряде иссле-
дований показано, что ее добавление к питательным 
средам приводит к значительному снижению ранних 
предшественников CD34+- и CD34+CD38-клеток. 
Это происходит в результате того, что человеческая 
плазма содержит факторы, способствующие созре-
ванию клеток [20]. Кроме того, заготовка и хранение 
аутологичной плазмы ПК приведет к дополнитель-
ным финансовым затратам для Банков ПК.

На клеточный выход в результате экспансии 
оказывает свое влияние и плотность пассажа. Осо-
бо важное значение это имеет для ПК ввиду по-
тенциального ограничения клеток для экспансии 
и высокой вариабельности от донора к донору. Опти-
мальной является плотность пассажа 1×104–1×106 

клеток/мл. Следует учитывать, что если среда со-
держит сыворотку, то плотность клеток при пассаже 
может быть меньше. И это может быть связано с эн-
догенной продукцией клетками ростовых факторов 
[21]. Если же используется бессывороточная среда, 
то большее количество клеток используется для пас-
сажа. Особенно это имеет значение при культивиро-
вании в перфузионных культуральных системах. 

Цитокины
C начала 1980-х годов XX века исследователи 

стали использовать разные комбинации цитокинов 
и ростовых факторов для экспансии ГСК, стремясь 
выбрать не только более эффективную комбинацию, 
но и наиболее пригодную для клинического приме-
нения. На настоящий момент идентифицировано 
и выделено более 30 факторов, которые влияют на 
пролиферацию  и дифференцировку ГСК [22]. Среди 
них эритропоэтин (erythropoietin – EPO), гранулоци-
тарный колониестимулирующий фактор (granulocyte 
colonystimulating factor – G-CSF), гранулоцитарно-
макрофагальный колониестимулирующий фак-
тор (granulocyte-macrophage colony-stimulating 
factor – GM-SCF), фактор стволовых клеток (stem 
cell factor – SCF), тромбопоэтин (thrombopoietin – 
TPO), FLt-3 лиганд (FLt-3/FLt-2 ligand – FL), фак-
тор роста фибробластов (fibroblast growth factor – 
Fgf), интерлейкины-1, 3, 6, 11 (interleukin – IL-1, 
IL-3, IL-6/sIL-6R, IL-11) [23–26]. 

Наиболее важным фактором, влияющим на вы-
живаемость клеток-предшественников даже при от-
сутствии их деления, является SCF [27]. SCF – ли-
ганд для тирозинкиназных рецепторов c-kit, которые 

экспрессируются на ранних и зрелых гемопоэтиче-
ских клетках-предшественниках. Использование для 
экспансии только одного SCF не дает существенного 
увеличения количества клеток [25]. В сочетании же 
с другими ростовыми факторами он влияет на про-
лиферацию и дифференцировку клеток миелоид-
ной, лимфоидной, эритроидной и мегакариоцитар-
ной линий и потенцирует действие других ростовых 
факторов [28]. 

ТРО – самый активный фактор в отношении 
стимуляции мультипотентных стволовых клеток 
и клеток тромбоцитарного ряда. Он является актива-
тором пролиферации и дифференцировки незрелых 
мегакариоцитов [29].

Считается, что TPO и FL предотвращают дегра-
дацию теломер, а SCF и IL-6 увеличивают пролифе-
ративный потенциал ГСК. FL в комбинации с дру-
гими ростовыми факторами значительно усиливает 
клоногенную активность клеток-предшественников 
[30–32].

Описано влияние FL на адгезивность ГСК 
к микроокружению КМ за счет изменения степе-
ни экспрессии и функциональных свойств β-1-
интегринов. Это оказывает важное влияние на хоу-
минг ГСК при трансплантации [33]. 

В комбинации с IL-3 и IL-6 ТРО оказывает по-
тенцирующее действие на колониеформирующую 
активность мегакариоцитов (colony-forming unit 
megakaryocytic – FU-Meg) [34]. Однако он влияет 
и на клетки миелоидной и эритроидной линий диф-
ференцировки [35].

IL-6, взаимодействуя с рецептором (IL-6-R), при-
водит к гомодимеризации молекулы gp130, которая 
в свою очередь запускает внутриклеточные сигналь-
ные пути и играет важную роль в гемопоэзе. Одна-
ко как и другие ростовые факторы, он не оказывает 
одиночного влияния на экспансию ГСК, а проявляет 
свое действие совместно с другими цитокинами. Уже 
только добавление в среду с IL-6 SCF приводит к уси-
лению пролиферации человеческих гемопоэтических 
клеток-предшественников in vitro [35]. 

Различные комбинации ростовых факторов ока-
зывают разное действие на степень пролиферации 
и апоптоза клеток-предшественников. Так, исполь-
зование комбинации ТРО, FL дает увеличение числа 
CD34+Thy-1+-клеток периферической крови при на-
личии наиболее низкого числа апоптотических кле-
ток, чем при использовании комбинации IL-3, IL-6 
и  лейкоз-ингибирующего фактора (LIF), при кото-
рой отмечено даже снижение количества экспанси-
руемых клеток [36].

Различные доклинические и клинические про-
токолы могут включать в себя и различные комби-
нации ростовых факторов: SCF, IL-3, IL-6 и G-CSF; 
SCF, TPO и G-CSF; FL, SCF, IL-3, IL-6 и G-CSF.

При подборе наиболее оптимальной комбина-
ции ростовых факторов в доклинических исследова-
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ниях было показано, что наибольшее число CD34+-
клеток при экспансии может быть получено при 
использовании такой группы цитокинов, как TPO + 
SCF + FL + IL-6. Однако эти результаты зависели 
и от выбора питательной среды. Наибольшее коли-
чество экспансированных клеток было получено на 
бессывороточных питательных средах с данной ком-
бинацией цитокинов, по сравнению со стандартной 
питательной средой и добавлением животной сыво-
ротки и этим же коктейлем цитокинов [18]. 

Многофакторные исследования показали всю 
важность влияния различных комбинаций ростовых 
факторов и выбора их концентрации на результаты 
экспансии. Однако вопрос об оптимальном соотно-
шении ростовых факторов все еще остается открытым.

В одной из наиболее ранних клинических работ, 
выполненной в 1992 г., была показана возможность 
экспансии достаточного количества клеток КМ, не-
обходимого для трансплантации, и безопасность 
их применения. Часть клеток КМ инкубировалась 
в среде RPMI с человеческой сывороткой и до-
бавлением GМ-CSF, IL-3. У больных, получивших 
неманипулированную и дополнительно экспанси-
рованную часть КМ, отмечалось более быстрое вос-
становление числа тромбоцитов [37]. 

В другой работе в качестве источника клеток-
предшественников брали периферическую кровь. 
Экспансию проводили в среде RPMI c добавлением 
аутологичной сыворотки и ростовых факторов SCF, 
IL-1β, IL-3, IL-6 и EPO. В ходе исследования было 
получено увеличение ЯСК в среднем в 62 раза, ме-
диана составила 11,8 × 106/кг веса пациента. Была 
показана безопасность данного метода, который для 
проведения экспансии требует маленького объема 
периферической крови, что снижает риск загрязне-
ния трансплантата опухолевыми клетками и необхо-
димость дополнительного проведения лейкофереза 
у больных [38]. 

Аналогичное исследование с таким же набором 
ростовых факторов для экспансии показало возмож-
ность расширения ex vivo клеток-предшественников 
периферической крови после криоконсервации. 
При этом, количество клеток в среднем увеличи-
валось в 21 раз. Это исследование показало, что 
CD34+-клетки могут быть успешно культивированы 
из криозамороженных материалов и в дальнейшем 
безопасны для применения у пациентов [39].

S.F. Williams et al. были предприняты попытки 
экспансии клеток периферической крови с исполь-
зованием бессывороточной среды X-VIVO с челове-
ческим сывороточным альбумином и PIXY321 (GM-
CSF/IL-3 химерный белок). При этом среднее число 
клеток увеличилось в 26 раз. И хотя инфузия экспан-
сированных клеток хорошо переносилась, клиниче-
ского эффекта получено не было [40]. 

В работе R.A. Briddell et al. была показана воз-
можность экспансии клеток, выделенных из другого 

источника, – ПК: культивирование их в различных 
питательных средах с добавлением цитокинов (SCF, 
G-CSF, ТРО). При этом наилучших результатов уда-
лось добиться при культивировании селектирован-
ной CD34+-фракции ПК (увеличение общего числа 
клеток в 113 раз, против 1,4 раза при культивиро-
вании неселектированной фракции ПК) [6]. Этими 
и другими исследователями показана осуществимость 
применения данного продукта в клинической прак-
тике, где не было отмечено каких-либо токсических 
реакций [41–43]. Однако никакого значительного 
влияния на ускорение восстановления нейтрофилов 
и тромбоцитов у реципиентов получено не было. 

Полная оценка влияния различных комбинаций 
ростовых факторов на проведение экспансии ГСК 
затруднена из-за ограниченного выпуска разрешен-
ных для клинического применения препаратов.

В настоящее время клинических результатов по 
применению в трансплантации экспансированной 
части ПК недостаточно. Основные исследования 
представлены в таблице. Эти исследования доста-
точно разнообразны, и они включают как культи-
вирование в статических условиях, так и с приме-
нением перфузионных систем, с добавлением 
стромальных элементов к ростовым факторам и т. д. 
Большинство протоколов для экспансии включали 
в себя SCF и ТРО в комбинации с другими ростовы-
ми факторами. Эти исследования показали безопас-
ность данного метода. Но в большинстве случаев не 
было отмечено значимого влияния на приживление 
трансплантата. Необходим дальнейший набор паци-
ентов для более полной оценки влияния экспансии 
ГСК на результаты проведения трансплантации ПК.

Кроме стандартного набора цитокинов для экс-
пансии в лабораторных исследованиях была показа-
на роль различных ионов (железа, кальция, магния, 
цинка) на рост, пролиферацию и дифференцировку 
клеток. Учитывая значительные клинические изме-
нения, возникающие при дефиците ионов меди в ор-
ганизме человека (анемия, нейтропения, тромбоци-
топения), было изучено их влияние на изменение 
основных клеточных функций.

Так, например, было показано, что хелатор меди 
(copper chelator tetraethylenepentamine – TEPA) оказы-
вает ингибирующее влияние на процессы дифферен-
цировки клеток-предшественников, а также увеличи-
вает процессы самовозобновления клеток, улучшая 
приживление трансплантата у иммунодефицитных 
мышей. Эти процессы происходят в результате изме-
нения клеточных концентраций меди [44, 45].

При проведении предклинических исследова-
ний был разработан протокол экспансии клеток-
предшественников ПК с использованием основных 
цитокинов (TPO, IL-6, SCF и FL) и хелаторного 
комплекса меди – TEPA, который привел к увеличе-
нию CD34+-клеток в 86 раз. В дальнейшем протокол 
экспансии, основанный на полученных данных, был 
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рекомендован для проведения клинических испыта-
ний при проведении трансплантации ПК у больных 
со злокачественными онкогематологическими забо-
леваниями [46]. 

Были проведены клинические испытания I/II 
фазы препарата StemEx, содержащего экспанси-
рованную часть единицы ПК, культивированную 
в течение 21 дня в среде с содержанием коктейля 
цитокинов (SCF, FL, IL-6, ТРО – 50 нг/мл) и хела-
тора меди TEPA. Число ЯСК в среднем увеличилось 
в 219 (2–620) раз и CD 34+-клеток в среднем в 6 раз 
(по содержанию CD34+-клеток во всей единице ПК). 
Экспансированные клетки были пересажены без 
каких-либо трансфузионных осложнений. Время 
до приживления нейтрофилов составило 30 дней, 
тромбоцитов – 48 дней, что сопоставимо с данны-
ми при использовании неманипулированной ПК. 
Также не было отмечено увеличения количества слу-
чаев острой реакции «трансплантат против хозяина» 
[47]. В настоящее время проводится набор больных 
для проведения III фазы клинических испытаний 
с включением нескольких центров.

В Университете Техаса, США (MD Anderson 
Cancer Center) также было показано отсутствие ток-

сичности при проведении больным с продвинутыми 
стадиями гемобластозов трансплантации экспанси-
рованной части ПК (среда aMEM с 10 % FBS и SCF, 
FL, IL-6, ТPO с добавлением TEPA), экспансия вы-
полнена на части ПК.

Таким образом, была показана клиническая до-
ступность и безопасность препарата для экспансии 
ГСК на основе хелаторного комплекса меди [48].

В качестве еще одной добавки для проведе-
ния экспансии ГСК ПК китайскими учеными 
из Chinese University (Гонконг) было предложе-
но использование лектина, связывающего мано-
зу (mannose-binding lectin – NTL), полученного из 
китайского нарцисса Narcissus tazetta var. Chinensis, 
для пролонгированного поддержания и экспансии 
CD34+-клеток ПК [49].

Лектины (от лат. legere – собирать) – это класс 
углевод-специфических белков. Они выполняют 
множество функций в организме, например, уча-
ствуют в регуляции клеточной адгезии, синтеза 
гликопротеинов и др. Лектины использовались 
в исследованиях агглютинации эритроцитов, для 
диагностики групп крови, и на субпопуляциях лим-
фоцитов [50].

Число пациентов, 
включенных 

в исследование

Среда для 
культивирования /
селекция клеток

Сыворотка /
ростовые факторы

Результаты 
исследования

Кратность 
экспансии ЯСК

Кратность 
экспансии CD34+

Перфузионная система 
Aastrom/Replicell system 
(Jaroscak, 2003)

28
Iscove modified 

Dulbecco medium

10 % бычья 
сыворотка, 

PIXY321 – 5 ng/
mL ; EPO –

0.1 U/mL; flt-3 
ligand – 25 ng/mL

Доказанная 
безопасность 

и выполнимость;
не улучшало 

приживления 
трансплантата

в 2,4 раза 0,5

Жидкая суспензионная 
система (Shpall, 2002)

37 CD34+-селекция

SCF – 100 ng/mL; 
 G-CSF – 100 ng/
mL; MGDF – 100 

ng/mL

Доказанная 
безопасность 

и выполнимость; 
не улучшало 

приживления 
трансплантата

56 4

University of Texas MD 
Anderson Cancer Center 
(de Lima and Shpall, 
2008)

10
Среда aMEM; 

CD133+-селекция 
10 % FBS SCF, FL,
 IL-6, TPO и TEPA

Доказанная 
безопасность 

и выполнимость;
не улучшало 

приживления 
трансплантата

219 6

Жидкая суспензионная 
система (Delaney et al., 
2010)

10
CD34+-селекция; 
бессывороточная 

среда

Notch ligand d-1,
SCF, FL, 

IL-6,
TPO, IL-3

Доказанная 
безопасность 

и выполнимость; 
время до 

восстановления 
нейтрофилов – 

16 дней

562 164

Экспансия 
со стромальными 
клетками (de Lima and
Shpall, 2009)

6 SCF, TPO, G-CSF

Доказанная 
безопасность 

и выполнимость; 
время до 

восстановления 
нейтрофилов – 

14,5 дней

12 12

Клинические исследования по применению ex vivo экспансии ПК 
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Удивительные открытия в области молекулярной генетики, которые казались столь далекими 
от проблем практической медицины, в последнее 10-летие привнесли совершенно новое по-
нимание сути многих заболеваний, недавно считавшихся фатальными, и что особенно важ-
но – новые возможности их лечения. Стало очевидно, что на этом пути откроются удивитель-
ные перспективы и ждут неожиданные открытия. Знание конкретных событий, которые лежат 
в основе биологических процессов и глубинных событий патогенеза ряда заболеваний, уже 
привело к созданию принципов целенаправленной (таргетной) терапии, суть которой состоит 
в поражении конкретных целей, являющихся ключевыми в развитии патологического процес-
са. Первой демонстрацией реальности такого, почти фантастического события стали открытия 
молекулярно-генетический сути патогенеза хронического миелоидного лейкоза и его лечения 
ингибиторами тирозинкиназ. Последовал шквал создания препаратов с разными механизмами 
действия, но общей идеей – максимально точного поражения цели, основанного на знании на-
рушений в жизнедеятельности клеток и на путях их регуляции на молекулярно-генетическом 
уровне. Есть основания полагать, что именно в этом направлении нас ожидают дальнейшие 
успехи развития медицинской науки и практики. К сожалению, эта важная область знаний не 
заняла пока достойного места в системе медицинского образования.

Мы были рады уникальной возможности представить цикл лекций Д.А. Домнинского по осно-
вам молекулярно-генетических механизмов лейкозогенеза. Завершая его, редакция надеется, 
что читатели получили возможность убедиться в необходимости научиться понимать сложные 
процессы развития и течения тех болезней, которые мы не всегда успешно пытаемся предотвра-
тить и лечить.

Редакция планирует продолжить публиковать материалы по этой тематике. Ждем ваших писем 
и отзывов и впредь всегда будем рады предоставить страницы журнала «Онкогематология» для 
ваших оригинальных статей и обзоров.

ОТ РЕДАКЦИИ / FROM EDITION
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Однако до конца их механизм действия на гемо-
поэтические клетки-предшественники не изучен.

Строма
В последнее время особое внимание уделяется 

совместному культивированию ГСК со стромальны-
ми элементами. Эффект влияния стромальных кле-
ток сводится, во-первых, к прямому межклеточному 
взаимодействию и передаче сигнальной информа-
ции, а во-вторых, к  выделению регулирующих бел-
ков: цитокинов, хемокинов (таких как GM-CSF, 
IL-3, IL-6, SCF, FL, TPO) [51, 52]. Cтромальные 
клетки оказывают влияние на самовозобновление, 
пролиферацию, а также тормозят созревание и диф-
ференцировку ГСК [22, 53–55].

Доклинические исследования продемонстриро-
вали способность МСК поддерживать экспансию 
CD34+-клеток при совместном культивировании 
с ГСК. Кроме того, ряд исследователей показали, 
что в качестве альтернативного источника МСК 
можно использовать плаценту, а совместное культи-
вирование СD34+-фракции ПК и МСК, полученных 
из плаценты, приводит к увеличению CD34+-клеток 
в 14,89 раза [47, 56–58].  Одним из преимуществ 
использования совместного культивирования ПК 
и МСК является возможный отказ от селекции 
CD34+, при которой теряется определенный про-
цент клеток [59]. Кроме того, неманипулированную 
ПК можно культивировать только в перфузионных 
культуральных системах. А культивирование не-
фракционированной ПК или выделение только мо-
нонуклеарной фракции ПК в статических средах не 
приводило к желаемым результатам экспансии [6].

I. McNiece в своем исследовании показал, что 
совместное культивирование мононуклеарной фрак-
ции ПК и МСК в среде с добавлением рекомбинант-
ных ростовых факторов приводит к 10-20-кратному 
увеличению ЯСК, в то время как без добавления 
МСК количество клеток после 13 дней культиви-
рования было таким же, как в день 0. Он выдвигает 
гипотезу, что, возможно, МСК защищают клетки-
предшественники от действия ингибирующих фак-
торов или сами выделяют ряд факторов, стимулиру-
ющих рост клеток-предшественников [60].

Кроме того, было показано, что МСК, получен-
ные на ранних пассажах, способствуют не только 
пролиферации ГСК, но и сохранению ими прими-
тивного иммунофенотипа CD34+ CD38- или CD133+ 
CD38-, тем самым способствуя задержке дифферен-
цировки ГСК к более высокому числу клеточных де-
лений [61].

Однако остается вопрос, смогут ли поддержать 
экспансию ГСК только стромальные клетки при 
культивировании в среде, не содержащей цитокины 
[52].

Кроме того, при совместном культивировании 
с МСК возникает вопрос о защите конечного про-

дукта экспансии от контаминации инфекционными 
агентами, и не приведет ли совместное культивиро-
вание к росту числа случаев иммунологической ре-
акции отторжения.

Длительность экспансии
По данным разных авторов длительность куль-

тивирования ГСК ПК в среднем составляет от 7-10 
до 14 дней. Поскольку клетки ПК являются более 
интенсивно пролиферирующими, чем клетки КМ, 
возможно, для их экспансии потребуется меньше 
времени. И в то же время, так как клетки ПК более 
примитивны, то для достижения ими оптимальной 
стадии роста может потребоваться больше времени. 

Укорочение времени экспансии может иметь 
преимущества при планировании сроков проведе-
ния химиотерапии и трансплантации.

В ходе проведения работ по экспансии возмож-
но использование одноступенчатой системы, на-
пример, в течение 10 дней использование опреде-
ленной питательной среды с добавлением SCF, TPO 
и G-CSF [41]. Применение данной комбинации ро-
стовых факторов показало увеличение ЯСК в 56 раз 
и CD34+-клеток в 4 раза.

I. McNice предложил использовать двухступен-
чатый протокол, который привел к увеличению ЯСК 
более чем в 400 раз, а CD34+-клеток – в 29 раз. При 
использовании двухступенчатого протокола первые 
7 дней клетки культивировались в тефлоновых меш-
ках объемом 100 мл с применением 50 мл среды, SCF, 
G-CSF и MGDF (100 ng/mL), затем клетки переса-
живались в мешки большего объема (на 1000 мл), 
количество среды увеличивалось до 1 литра с добав-
лением тех же ростовых факторов [62].

В лабораторных исследованиях культивирование 
ГСК проводится статическим способом, используя 
вентилируемые пластиковые флаконы или мешки. 
Для промышленного применения необходимо в ре-
зультате экспансии получить большое число клеток, 
достаточное для выполнения трансплантации. Для 
этого было предложено использовать биореакторы.

Существует несколько видов биореакторов.
Во-первых, перфузионные биореакторы. В хо-

де I фазы клинических испытаний по транспланта-
ции ГСК ПК, полученных в результате экспансии 
в перфузионной системе AastromReplicell System 
с использованием стандартной питательной сре-
ды, 10 % животной сывороткой и набора цитокинов 
PIXY321, EPO, FL, было получено увеличение обще-
го числа ЯСК в 2,4 раза. При инфузии реципиентам 
побочных реакций отмечено не было [43]. Подобные 
результаты были показаны и в других работах [63].

Во-вторых, биореактор с фиксированной твер-
дой фазой (fixed bed bioreactor). Применение этого 
биореактора было основано на положительном вли-
янии стромальных клеток на результаты экспансии 
ГСК. При этом стромальные клетки захватываются 
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в фиксированную подложку, через которую цирку-
лируют питательная среда и ГСК [64]. 

В-третьих, перемешивающий биореактор (stirred 
bioreactor). При сравнительном культивировании 
в питательной среде с низкими дозами цитокинов 
лучшие результаты экспансии были получены при 
использовании биореактора, чем при культивирова-
нии во флаконах [65]. 

За последнее время было проведено много экс-
периментальных работ по экспансии ГСК, которые 
привели к клиническим испытаниям транспланта-
ции ex vivo-расширенных  клеток у пациентов. Од-
нако это требует разработки доступных и стандарти-
зированных протоколов экспансии ГСК, наиболее 
пригодных для клинического применения.

Дальнейший прогресс в области экспансии ГСК 
будет тесно связан с пониманием клеточных и моле-
кулярных механизмов самообновления, пролифера-
ции и дифференцировки этих клеток. Сюда относят-
ся и регулировка факторов транскрипции семейства 
НОХ, Myb, PU.1, GATA, изучение механизмов регу-
ляции клеточного цикла и теломеразной активно-
сти, модификация хроматина. 

НОХ-гены кодируют большое семейство транс-
крипционных факторов. У млекопитающих есть 
4 главных семейства НОХ-факторов (А, В, С 
и D). НОХB4 является одним из главных регулято-
ров самовозобновления ГСК у млекопитающих. 
У НОХB4-дефицитных мышей снижена способ-
ность к пролиферации ГСК, но с сохранением их 
дифференцировки и линейности [66, 67]. Эктопией 
экспрессии НОХB4 удается добиться значительной 
экспансии ГСК и мышей, и человека [68].

В исследовательских работах было показано ре-
гулирующее влияние ядерного фактора NF-Y на ин-
дукцию гена НОХB4 в гемопоэтических клетках [69]. 

Применение трансдукции TAT-NF-Y в ГСК ПК 
оказывало влияние на результаты экспансии че-
рез различные проводящие пути (в том числе через 
Notch-1). Однако эффекты этого влияния еще не-
обходимо обсудить на мышиных моделях и в I фазе 
клинических испытаний.

Знания в области сигнальных путей, которые 
отвечают за самоподдержание и дифференцировку, 
являются важной проблемой в понимании биологии 
стволовой клетки. В последние годы были открыты 
внутриклеточные сигнальные пути, отвечающие за 
регуляцию самоподдержания ГСК, такие как Notch 
(см. рисунок), Wnt/b-catenin, рецептор тирозин-
киназы Tie2, морфогенетический протеин кости 
(bone morphogenetic proteins – BMP) в комбинации 
с транскрипционным фактором BMi-1 [70, 71].

В исследовании А. Duncan et al. было показа-
но, что передача сигналов Notch является активной 
в гемопоэтических клетках и особенно важной на 
самых ранних стадиях гемопоэтического развития. 
Ингибирование этого сигнального пути приводит 

к дифференцировке ГСК in vitro и истощению in vivo 
[72]. Сигналы Notch играют важную роль в клеточ-
ной дифференцировке, апоптозе, адгезии, пролифе-
рации, эпителиально-мезенхимальной трансформа-
ции. У млекопитающих выделено 5 Notch-лиганд: 
Jagged-1/2 и Delta-1/3/4. Сигналы, поступающие 
в межклеточное пространство в виде секретируемых 
молекул лигандов Delta, воспринимаются близле-
жащими окружающими клетками. На клеточной 
поверхности воспринимающих сигнал и экспрес-
сирующих рецептор клеток происходит взаимодей-
ствие внеклеточного домена лиганда Delta и транс-
мембранного рецепторного белка Notch. Белок 
рецептора состоит из 3 доменов: внеклеточного, 
связывающегося с лигандом и подавляющего ак-
тивность в отсутствие лиганда, внутримембранного 
и внутриклеточного, способного передавать сигнал 
к генам-мишеням. В результате этого взаимодей-
ствия происходит расщепление и высвобождение 
внутриклеточного домена Notch-рецептора, связан-
ного с мембранно-ассоциированным протеазным 
комплексом. Внутриклеточный домен Notch транс-
портируется в ядро, и собранный ядерный ком-
плекс регулирует транскрипцию нескольких Notch-
эффекторных генов [73].

Еще в 1998 г. B. Varnum-Finney показала, что 
Notch-лиганд Jagged-1 при проведении экспансии 
приводит к 2- и 3-кратному увеличению прими-
тивных клеток-предшественников в культуре [74]. 
Это было подтверждено и в других исследованиях. 
Jagged-1 имел небольшое влияние на пролифера-
цию зрелых клеток-предшественников, однако на 
моделях ксенотрансплантатов у иммунодефицит-
ных мышей было показано, что он способствует 
поддержанию и экспансии примитивных клеток-
предшественников in vivo с сохранением их способ-
ности к мультилинейной реконституции без потери 
клеток-предшественников [75].

На результаты экспансии оказывает влияние 
и концентрация Notch-лиганд на поверхности кле-
ток. Низкие концентрации Delta-1 приводили к уве-
личению числа CD34+-клеток пуповинной крови, 
в отличие от этого высокие концентрации, наоборот, 
приводили к апоптозу [76]. Кроме того, концентра-
ция оказывает влияние на пути дифференцировки 

Схематическое изображение сигнального пути Notch 
(Mumm, Kopan, 2000)
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клеток. При различной концентрации дифференци-
ровка может идти либо по лимфоидному пути, либо 
по миелоидному. В зависимости от формы лиганда, 
он может оказывать и отличное влияние. Раствори-
мая форма Delta-1 способна действовать как актива-
тор только лишь в том случае, если молекула иммоби-
лизована на клеточной мембране или культуральном 
пластике. Кроме того, иммобилизованные формы 
Delta-1 показали свое преимущество по сравнению с 
растворимыми или трансмембранными формами [77].

Недавно C. Delaney et al. сообщили о примене-
нии для экспансии ПК коктейля из цитокинов и ро-
стовых факторов (IL-3, IL-6, ТPO, FL, SCF) с добав-
лением Delta-like-1, что приводило к 160-кратному 
увеличению CD34+-клеток. Была проведена I фаза 
клинических испытаний на 10 пациентах с двойной 
трансплантацией ПК, показавшая более быстрое 
приживление и восстановление нейтрофилов у ре-
ципиентов, получивших экспансированную часть 
ПК [78].

Wnt-сигнальный путь является для клеток сиг-
налом к более медленному разрушению их белков, 
более длительному их сохранению, так как они мо-
гут быть необходимы для регулирования функции 
клеток, например таких, как самоподдержание. 
Начинается процесс с присоединения лиганда Wnt 
к рецепторам клеточной поверхности генов семей-
ства frizzied/LRP. Это ведет к накоплению β-catenin 
в цитоплазме и его транслокации в ядро. Результа-
том таких реакций становится инициация транс-
крипции в ядре и включение целого ряда факторов, 
определяющих процессы дифференцировки и са-
моподдержания. Как средство для воздействия на 
Wnt-сигнальный путь in vivo был использован инги-
битор гликоген синтазы киназы-3 (glycogen synthase 
kinase-3 – GSK-3) 6-Bromoindirubin-3’-oxime (BIO), 
который улучшал нейтрофильное и мегакариоцитар-
ное восстановление у мышей после трансплантации, 
приводя к усилению поддержания длительной репо-
пуляции [79].

Состояние покоя является необходимым свой-
ством для поддержания ГСК. Оно может обеспечи-
ваться при участии сигнального пути тирозинкиназы 
Tie2/лиганд ангиопоэтин-1 (Ang-1). ГСК с длитель-
ным самоподдержанием, которые экспрессируют 
рецептор тирозинкиназы Tie2, находятся в состоя-
нии покоя и прилипают к остеобластам КМ. Ang-1, 
экспрессируемый клетками-остеобластами, активи-
рует Tie2-сигнальный путь, и это ограничивает ГСК 
в состоянии покоя и защищает от апоптоза [80]. 

Усовершенствуя протоколы экспансии ГСК ПК, 
в настоящее время все-таки не удается получить опти-
мального количества клеток, необходимых для транс-
плантации с сохранением их стволовости. Однако 
немаловажную роль в приживлении трансплантата 
играет хоуминг ГСК. В настоящее время изучены меха-
низмы, с помощью которых можно оказывать влияние 
на хоуминг ГСК. Хорошо изученным фактором хоу-
минга стволовых клеток и клеток-предшественников 
КМ является белок SDF-1/СXCL12, относящийся 
к хемокинам. SDF-1 оказывает влияние на клетки, ин-
гибируя апоптоз, стимулируя пролиферацию, усили-
вая адгезию и подвижность клеток, а также влияет на 
процессы хемотаксиса и миграции. Ряд исследований 
посвящен влиянию малых белковых молекул (С3а, 
гиалуроновая кислота, фибронектин, фибриноген) на 
чувствительность SDF-1/СXCL12 и опосредованно на 
хоуминг ГСК ПК при трансплантации. Предваритель-
ная обработка ПК малыми молекулами перед транс-
плантацией поможет улучшить приживление [81].

Клиническое использование культивированных 
гемопоэтических клеток, начатое с 1990-х годов, по-
казало техническую возможность выполнения этого 
метода для получения достаточно большого коли-
чества клеток, необходимых для трансплантации, 
безопасность применения полученного продук-
та при введении больным и некоторую тенденцию 
к ускорению гематопоэтического восстановления 
после их введения. Однако учитывая, что клетки-
предшественники ПК, по всей видимости, отлича-
ются по их способности к экспансии по сравнению 
с другими источниками стволовых клеток (перифе-
рическая кровь, КМ), клинический интерес будет 
сохраняться именно в отношении экспансии клеток 
ПК и применения их для дальнейшей транспланта-
ции, особенно во взрослой практике.

Кроме того, используя различные культураль-
ные технологии возможно получить такие клеточ-
ные субпопуляции ПК, как Т-клетки и NK-клетки 
и использовать их в дальнейшем для иммунотера-
пии [82, 83].

В последнее время немало внимания уделяется 
экспансии и генной инженерии, экспансии и диф-
ференцировке ГСК в зрелые клетки, например, эри-
троциты. В результате ступенчатого протокола 
экспансии удалось получить зрелые эритроциты, 
которые могут быть использованы в качестве ауто-
гемотрансфузии при некоторых формах анемии (на-
пример серповидно-клеточной) и при хронической 
кровопотере [84].
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