
© 2018 368

Clinical oncohematology. 2018;11(4):368–77Клиническая онкогематология. 2018;11(4):368–77

ТРАНСПЛАНТАЦИЯ КОСТНОГО МОЗГА

Корреляция гемопоэтических 

стволовых клеток CD34+ 

и колониеобразующих единиц 

в продуктах афереза периферической 

крови у пациентов со злокачественными 

лимфопролиферативными 

заболеваниями до и после 

криоконсервирования перед аутоТГСК

В.А. Балашова, В.И. Ругаль, С.С. Бессмельцев, 
С.В. Грицаев, Н.Ю. Семенова, С.В. Волошин, 
Ж.В. Чубукина, А.В. Шмидт, А.Д. Гарифуллин, 
И.М. Запреева, А.А. Кузяева, И.И. Кострома, 
А.Ю. Кувшинов, А.В. Чечеткин

ФГБУ «Российский НИИ гематологии и трансфузиологии ФМБА», ул. 2-я 
Советская, д. 16, Санкт-Петербург, Российская Федерация, 191024

РЕФЕРАТ
Цель. Определить корреляцию между числом аутоло-
гичных гемопоэтических стволовых клеток (ГСК) CD34+ 
и колониеобразующих единиц (КОЕ) в одних и тех же об-
разцах продукта афереза периферической крови до и 
после криоконсервирования у больных множественной 
миеломой и лимфомами; оценить клиническую значи-
мость этих показателей.
Материалы и методы. Изучены образцы клеток цитафе-
резного продукта периферической крови и клеточные 
культуры до и после криоконсервирования у 32 боль-
ных множественной миеломой и 25  больных лимфо-
мами, которым была выполнена трансплантация ауто-
логичных ГСК. В работе с материалом использовались 
культуральные методы и метод проточной цитометрии.
Результаты. Представлены данные о зависимости чис-
ла CD34+ ГСК, полученных с помощью проточной ци-
тометрии, и КОЕ в культуре клеток, полученных путем 
цитафереза одного и того же образца периферической 
крови. Обнаружена прямая связь между числом клеток 
CD34+ и всех КОЕ до и после криоконсервирования у 
больных лимфомами. Выявлена корреляция числа кле-
ток CD34+ и гранулоцитарно-макрофагальных КОЕ до 
криоконсервирования у больных множественной мие-
ломой и лимфомами.
Заключение. Показатель колониеобразующей способ-
ности клеток, используемый для учета функционально-
активных ГСК, является не менее надежным критерием 
оценки состояния пролиферативного пула аутотран-
сплантата, чем клетки CD34+. Для оценки количествен-
ного и качественного состояния аутотрансплантата 
больных множественной миеломой и лимфомами необ-
ходимо применять оба метода исследования.
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ABSTRACT
Aim. To establish correlation between CD34+ autologous 
hematopoietic stem cell (HSC) count and colony-forming 
units (CFU) in the same peripheral blood apheresis product 
samples before and after cryopreservation in multiple my-
eloma and lymphoma patients, and to assess clinical value 
of these parameters.
Materials & Methods. Cell samples of peripheral blood cyta-
pheresis product and cell cultures were studied before and 
after cryopreservation in 32 multiple myeloma and 25 lym-
phoma patients who underwent autologous HSC transplan-
tation. The material was analyzed using culture technique 
and fl ow cytometry.
Results. The paper provides information on the relationship 
between CD34+ HSC count obtained by fl ow cytometry, and 
CFU in cell culture obtained by cytapheresis of the same 
peripheral blood samples. A direct correlation was con-
fi rmed between CD34+ count and all the CFUs before and 
after cryopreservation in lymphoma patients. Correlation 
between CD34+ count and granulocyte-macrophage CFUs 
was revealed in multiple myeloma and lymphoma patients 
before cryopreservation.
Conclusion. The parameter of colony-forming capacity 
used for the assessment of the functional HSC was shown 
to be equally reliable criterion for condition evaluation of 
autotransplant proliferative pool than CD34+ cells. Both 
methods should be applied for qualitative and quantitative 
evaluation of an autotransplant for multiple myeloma and 
lymphoma patients.
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ВВЕДЕНИЕ

В лечении больных множественной миеломой (ММ) 
и лимфомами широко применяется высокодозная хи-
миотерапия (ВДХТ) c последующей трансплантацией 
аутологичных гемопоэтических стволовых клеток 
(ГСК). Периферическая кровь, обогащенная мобилизо-
ванными из костного мозга ГСК, является их основным 
источником. После мобилизации периферическая 
кровь подвергается аппаратному аферезу. Продукт 
афереза — это клеточная взвесь, в которой большая 
часть принадлежит мононуклеарным клеткам, среди 
которых находятся ГСК. Успех трансплантации зависит 
от эффективности мобилизации, количества, качества 
и функциональной активности ГСК. Эта популяция 
клеток, способная восстанавливать угнетенный 
гемопоэз и репопулировать костный мозг после агрес-
сивной химиотерапии, неоднородна. В ее состав входят:

1) гемопоэтические стволовые плюрипотентные 
клетки (их называют также истинными, ран-
ними или примитивными ГСК);

2) гемопоэтические стволовые мультипотентные 
коммитированные клетки (родоначальные);

3) гемопоэтические прогениторные коммитиро-
ванные клетки (ГПК);

4) клетки-предшественницы кроветворных кле-
точных линий — прекурсорные клетки.

Этим клеткам соответствуют различные уровни 
дифференцировки и созревания, поэтому их потен-
циал в процессе кроветворения неодинаков. Доля 
самых ранних ГСК в организме очень мала — 0,05–
0,1 % всех гемопоэтических клеток костного мозга. 
Они лишены линейных маркеров (Lin), экспрессируют 
стволовые клеточные антигены SCA-1, рецептор c-kit 
(CD90), С-135 и способны к самовозобновлению [1–3]. 
Большинство примитивных ГСК человека экспресси-
рует также поверхностный антиген CD34 и CD34 с ко-
экспрессией CD45RА, но не CD38. Большая часть этих 
клеток находится в эндостальных нишах костного 
мозга в состоянии покоя.

Клетки второго уровня мультипотентны, но их 
способность к самоподдержанию ограничена, и они 

коммитированы, т. е. уже получили импульс к диффе-
ренцировке.

Клетки третьего уровня — ГПК — уже не назы-
вают стволовыми. Это потомки истинных ГСК, и их 
доля среди всех репопулирующих гемопоэтических 
клеток велика — около 90 % [2]. У гематологиче-
ских больных содержание ГСК и ГПК в полученной 
благодаря мобилизации из костного мозга и аферезу 
клеточной взвеси зависит в каждом случае от многих 
причин, среди которых возраст пациента, характер и 
интенсивность предшествующей трансплантации те-
рапии, число лечебных циклов, особенности режимов 
мобилизации и заготовки клеток. Известно, что зна-
чительная часть пациентов с ММ и лимфомами (около 
30 %) характеризуется плохой мобилизацией клеток 
и им требуется повторная мобилизация. У больных 
ММ и лимфомами при рецидивах или резистентном 
течении болезни повторной мобилизации пред-
шествует вторая линия предтрансплантационной 
терапии, а именно ВДХТ с последующей транспланта-
цией аутологичных ГСК (аутоТГСК), так называемая 
терапия спасения [4, 5]. Успехи данного вида терапии 
сделали ее на определенном этапе средством выбора у 
этой категории больных. Однако существует реальная 
опасность развития рефрактерности, обусловленной, 
в частности, как изначальной геномной нестабильно-
стью и клональной гетерогенностью, так и влиянием 
агрессивной ВДХТ, приводящей к появлению новых 
химиорезистентных клонов [6, 7]. В таких ситуациях 
может возникнуть вопрос о необходимости выпол-
нения аллогенной трансплантации.

Для успеха трансплантации имеет значение 
состояние костномозговых ниш, подвергающихся 
токсическому воздействию агрессивной химиоте-
рапии, выраженность хоуминга и заякоривания 
перелитых клеток в нишах, тип активации регулиру-
ющих цитокинов [8–11]. Все эти клетки, как ранние 
«истинные» ГСК, так и более зрелые ГПК, являются 
CD34-экспрессирующими. Антиген CD34 считается 
маркером ГСК и ГПК, и количество клеток CD34+ в 
значительной степени определяет пригодность транс-
плантата. От дозы перелитых клеток CD34+ зависит 
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успех трансплантации, а именно срок восстановления 
гемопоэза. Трансплантация аутологичных клеток 
периферической крови, обогащенной фракцией ГСК, 
способствует сокращению периода цитопении и вос-
становлению гемопоэза после интенсивной ВДХТ 
[12–15].

Однако следует принимать во внимание, что 
популяция клеток CD34+ неоднородна и включает 
субпопуляции, обусловленные дифференциальной 
экспрессией других антигенов. Большинство грану-
лоцитарно-макрофагальных колониеобразующих 
единиц (КОЕ-ГМ) находится в субпопуляции CD34-
экспрессирующих клеток с коэкспрессией антигена 
CD45RA [16–18]. Более перспективным для иден-
тификации ГСК считается антиген CD133, который 
появляется на клеточной мембране на самых ранних 
этапах созревания.

В то же время успех трансплантации зависит не 
только от количества перелитых клеток CD34+, но и от 
их функциональной активности. Показателем этой ак-
тивности является способность CD34-экспрессирующих 
клеток формировать колонии клеток in vitro. В клини-
ческой практике определение колониеобразующей 
способности клеток наряду с клетками CD34+ нашло 
широкое применение. Изучение колониеобразующей 
способности клеток, т. е. числа КОЕ в единице объема 
исследуемого материала, позволяет определять по-
тенциал кроветворного пула костного мозга, перифе-
рической или пуповинной крови либо трансплантата. 
На основе краткосрочной 14-дневной культуры клеток 
существует возможность изучать ГПК, находящиеся 
между «истинными» ГСК и полностью коммитиро-
ванными прекурсорными клетками [19]. Число КОЕ 
(в частности, КОЕ-ГМ и бурстобразующих единиц эри-
троидного ряда — БОЕ-Э) в трансплантате указывает 
на количество репопулирующих клеток, способных 
восстанавливать гемопоэз. Мультипотентным ГСК 
свойственно как симметричное, так и асимметричное 
деление, в результате которого одна дочерняя клетка 
остается той же ГСК, что обеспечивает самоподдер-
жание этого пула и сохранение его уровня в костном 
мозге. Вторая дочерняя клетка подвергается коммити-
рованию, т. е. делает выбор в направлении линейной 
дифференцировки, показывая различные комбинации 
дифференцировочного потенциала [20]. Очевидно, что 
линейное коммитирование, происходящее на уровне 
ГСК, ответственно за снижение функциональной ак-
тивности стволовых клеток.

Клонирование кроветворных клеток ex vivo от-
крыло новые возможности для понимания процессов 
кроветворения. Благодаря этому удалось доказать 
клональный характер ГСК, т. е. происхождение клона 
однотипных клеток из одной ГСК. Способные к про-
лиферации стволовые клетки CD34+ образуют в куль-
туральных средах дискретные клеточные колонии: 
гранулоцитарные (КОЕ-Г), эритроидные (БОЕ-Э), 
макрофагальные (КОЕ-М), гранулоцитарно-макрофа-
гальные (КОЕ-ГМ), смешанные — гранулоцитарные, 
эритроидные, макрофагальные и мегакариоцитарные 
(КОЕ-ГЭММ), анализ которых позволяет оценивать 
колоние образующую способность ГСК (рис. 1).

Изучение КОЕ из бластных колоний подтверждает 
стохастическую модель поведения ГСК под влиянием 

цитокинов, т. е. случайный выбор ими направления 
дифференцировки. Образующиеся в результате ком-
митирования клетки-потомки — ГПК CD34+ — при 
пересадке обеспечивают быстрое, но кратковре-
менное приживление трансплантата и репопуляцию, 
т. е. восстановление гемопоэза, пострадавшего от 
агрессивной химиотерапии или облучения [21, 22]. 
Наибольшее значение имеет количество колоний 
КОЕ-ГМ, т. к. именно они обеспечивают быстрое вос-
становление гранулоцитарного ростка.

В то же время ГСК, заселяющие в результате хоу-
минга костномозговые ниши, обеспечивают долговре-
менное приживление трансплантата. Оно происходит 
позднее и характеризует ГСК и их функцию. Время 
«переключения» кратковременного приживления на 
долговременное зависит от качества трансплантата, 
инфильтрации костного мозга опухолевыми клет-
ками, предтрансплантационной подготовки и других 
причин. Поскольку CD34-экспрессирующие клетки 
включают как ранние стволовые клетки ГСК, так и их 
потомки ГПК, их число должно прямо коррелировать 
с кратковременной и долговременной кинетикой ре-
популяции, отражая тактику и стратегию поведения 
всех участвующих в этом процессе клеток. Чем больше 
будет у пациента, проходящего миелоаблативную 
терапию, клеток CD34+ в трансплантате, тем быстрее 
произойдет восстановление нейтрофилов и тромбо-
цитов. Если имеет место быстрое их восстановление 
в первые недели, вызванное функцией ГПК CD34+, 
то можно ожидать хорошей клинической реакции в 
долгосрочной перспективе, т. к. пациент сможет пре-
одолеть критический период после миелоаблатив-
ного курса лечения [21, 22].

Цель настоящего исследования — определить 
корреляцию между числом клеток CD34+ и КОЕ в 
культуре клеток в одних и тех же образцах продукта 
афереза периферической крови до и после криокон-
сервирования у больных ММ и лимфомами, чтобы 
оценить клиническую значимость этих показателей.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалом для исследования послужили клеточная 
взвесь продукта афереза периферической крови и кле-
точные культуры 25 больных лимфомами и 32 с ММ.

Учитывая, что все ГПК являются CD34-
экспрессирующими клетками и составляют большую 
часть репопулирующих клеток трансплантата, а клетки 
CD34+ являются потенциальными КОЕ в культуре, 
мы сочли возможным для сопоставления результатов 
оценивать их в одной и той же единице объема — в 
100 000 клеток исследуемого аферезного продукта.

Метод мобилизации клеток из костного мозга и 

метод афереза на сепараторе клеток

Для сбора ГСК после мобилизации крови осу-
ществляли аферезы на сепараторах клеток крови 
Hemonetics MCS+ и Cobe Spectra (Version 6.1). В процессе 
каждого афереза обрабатывали 2,5 объема циркулиру-
ющей крови. Неудачными считали сборы, когда коли-
чество клеток CD34+ в аферезном продукте было менее 
2 × 106/кг. В качестве криопротектора был использован 
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Рис. 1. Клеточные колонии:
А — гранулоцитарная колония, ×100; Б — эритроидные колонии, ×100; В — макрофагальная колония, ×100; Г — гранулоцитарно-макро-
фагальная колония, ×100

Fig. 1. Cell colonies:
А — granulocyte colony, ×100; Б — erythroid colonies, ×100; В — macrophage colony, ×100; Г — granulocyte-macrophage colony, ×100

А

В

Б

Г

20% раствор диметилсульфоксида, приготовленного 
ex tempore с применением аутологичной плазмы. 
Клеточную взвесь смешивали с криопротектором в со-
отношении 1:1 (конечная концентрация криопротек-
тора — 10 %) и помещали в одноразовые пластиковые 
пакеты. Замораживание заготовленных клеток осу-
ществляли в аппарате программного замораживания 
Cryo 560-16 Planer RLC по 4-этапной схеме: 1-й этап — с 
–4 до –20 °С со скоростью 1 °С/мин, 2-й этап — с –20 до 
–40 °С со скоростью 2 °С/мин, 3-й этап — с –40 до –80 °С 
со скоростью 4 °С/мин, 4-й этап — с –80 до –140 °С 
со скоростью 20 °С/мин. После этого контейнеры с 
клеточной взвесью хранили в парах азота при темпера-
туре –140 °С. Размораживание взвеси осуществляли на 
водяной бане при температуре 39 °С.

Метод культивирования клеток в полутвердой 

культуральной среде MethoCult H4435 на основе 

метилцеллюлозы

Для культивирования клеток была использо-
вана культуральная среда MethoCult H4435 (Stemcell 
Technologies, Канада) — полная среда на основе 
метилцеллюлозы. Полученная путем сепарации кле-
точная взвесь содержит мононуклеары и клетки 
нейтрофильного ряда. Клетки в количестве 1 × 105 по-

мещали в составе 1 мл полной среды MethoCult H4435 
в стерильные чашки Петри диаметром 40 мм. Чашки 
Петри размещали в СО2-инкубаторе во влажной среде 
при температуре 37 °С. Колониеобразующую способ-
ность заготовленных ГСК оценивали по результатам 
14-дневного культивирования. ГСК выявлялись по их 
способности формировать колонии, каждая из которых 
является клоном от материнской ГСК. Под микроскопом 
определяли принадлежность колоний к эритроидному 
или гранулоцитарно-моноцитарному ряду и их каче-
ственные характеристики. Подсчет включал эритро-
идные колонии, образованные БОЕ-Э; гранулоцитарные 
колонии, сформированные КОЕ-Г; а также макрофа-
гальные, гранулоцито-макрофагальные и смешанные 
колонии, образованные КОЕ-М, КОЕ-ГМ и КОЕ-ГЭММ 
соответственно. Полученные данные обрабатывали 
статистическими методами (критерий Стьюдента, кри-
терий Манна—Уитни при p < 0,05) с помощью программ 
Microsoft Excel и Statistica-6 для Windows.

Метод проточной цитометрии для определения 

числа клеток CD34+ в продукте афереза 

мобилизованной периферической крови

Учет ГСК CD34+ осуществлялся в многоцветном 
анализе с помощью метода лазерной проточной 
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Рис. 2. Взаимосвязь числа колониеобразующих единиц (КОЕ) и 
клеток СD34+ в аферезном продукте у больных с лимфомами 
до криоконсервирования

Fig. 2. Correlation between the count of colony-forming units (КОЕ) 
and СD34+ cells in the apheresis product in lymphoma patients be-
fore cryopreservation
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Рис. 3. Взаимосвязь числа колониеобразующих единиц (КОЕ) и 
клеток СD34+ в аферезном продукте у больных с лимфомами 
после размораживания

Fig. 3. Correlation between the count of colony-forming units (КОЕ) 
and СD34+ cells in the apheresis product in lymphoma patients af-
ter defrosting

цитофлюориметрии на проточном лазерном цито-
флюориметре Cytomics FC500 (Beckman Coulter, США) 
с использованием набора реагентов Stem-KIT Reagents 
(Beckman Coulter, США), который включает монокло-
нальные антитела CD45-FITC, CD34-PE, CD45-FITC, 
ISOCLONIC CONTROL-PE, витальный краситель 7-AAD, 
суспензию счетных частиц Stem-Count Fluorospheres 
и лизирующий буфер. Использование CD45-
панлейкоцитарного маркера позволяет определять 
лейкоциты и исключать из рассмотрения тромбоциты 
и эритроциты. Витальный краситель 7-AAD (7-ами-
ноактиномицин D) проникает в ядра поврежденных 
(находящихся в позднем апоптозе и некрозе) клеток, 
что дает возможность исключить их из анализа и тем 
самым определить жизнеспособность клеточной по-
пуляции лейкафереза. Анализ учета клеток CD34+ про-
водился в модифицированном протоколе ISHAGE. В 
результате анализа получали абсолютное содержание 
лейкоцитов в продукте лейкафереза, относительное и 
абсолютное содержание ГСК CD34+ и определяли их 
жизнеспособность.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Мы изучали образцы продукта афереза мобилизо-
ванной периферической крови у 57 пациентов с лим-
фопролиферативными новообразованиями, которым 
была выполнена аутоТГСК, из них 32 человека с ММ и 
25 — с лимфомами.

Лимфомы

У больных лимфомами число CD34-экспрес-
сирующих клеток до криоконсервирования колеба-
лось от 360 до 4800 × 105 клеток аферезного продукта, 
составляя в среднем 1463,28 ± 201,0 × 105.

Сопоставление числа клеток CD34+ до и после 
размораживания аутотрансплантата показало, что у 
больных лимфомами количество клеток CD34+ в раз-

мороженной клеточной взвеси в 1,5 раза превышало 
исходные (до криоконсервирования) показатели. 
Число клеток CD34+ колебалось от 362 до 9190 × 105, 
среднее значение 2210,0 ± 415,6 vs 1463,28 ± 201,0 ис-
ходно (статистически незначимо).

Число всех КОЕ до криоконсервирования колеба-
лось от 67 до 558 × 105, в среднем 393,3 ± 25,6 колонии. 
Таким образом, число клеток CD34+ почти в 4 раза 
(1:3,7) превышало число КОЕ. Следовательно, только 
около 25 % клеток CD34+ были способны к коло-
ниеобразованию. По данным ряда авторов [23–25], 
40–50 % клеток CD34+ аферезного продукта обладали 
клоногенной способностью. Однако следует принять 
во внимание, что в этих исследованиях клетки CD34+ 
были перед культивированием выделены и очищены.

Коэффициент корреляции Спирмена составил в 
нашем исследовании +0,53, т. е. была выявлена прямая 
корреляция между количеством клеток CD34+ и 
числом КОЕ на 1 × 105 до криоконсервирования. Зави-
симость признаков статистически значима (p < 0,05).

Показана тенденция к прямой корреляции между 
этими двумя показателями, т. е. чем больше число 
клеток CD34+, тем больше колоний на 1 × 105 клеток в 
одном и том же образце аферезного продукта (рис. 2). 
При этом наблюдались значительные вариации в про-
порции CD34-экспрессирующих клеток и КОЕ in vitro.

Анализ в световом микроскопе лейкоцитарной 
формулы в мазках из клеток аферезного продукта у 
25 пациентов с лимфомами до криоконсервирования 
и после размораживания клеток показал увеличение 
содержания мононуклеарных клеток в 1,2 раза (с 65 
до 77,1 %) в размороженной клеточной взвеси, но 
менее значимое, чем увеличение количества клеток 
CD34+ (в 1,5 раза). Данные различия статистически 
незначимы.

Сравнение числа КОЕ и клеток CD34+ в одних 
и тех же образцах аферезного продукта после раз-
мораживания показало значительное (в 1,5 раза) и 
статистически значимое снижение числа колоний по 
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сравнению с исходными цифрами и еще большее уве-
личение количества CD34-экспрессирующих клеток, 
а именно в 1,5 раза по сравнению с показателями до 
криоконсервирования. Теперь разрыв между числом 
колоний и клеток CD34+ стал еще больше — соот-
ношение 1:11,3 соответственно, а до криоконсерви-
рования — 1:3,8. Как видно на рис. 3, прослеживается, 
хотя и менее выраженная, чем на рис. 2, тенденция 
к прямой корреляции между клетками CD34+ и КОЕ 
у большей части пациентов. Как и до криоконсер-
вирования, наблюдались значительные вариации в 
пропорции клеток CD34+ и КОЕ. Коэффициент корре-
ляции Спирмена равен +0,286. Зависимость признаков 
статистически значима (p < 0,05).

Был проведен анализ КОЕ-ГМ у 25 больных до 
крио консервирования клеток. Число КОЕ-ГМ колеба-
лось от 20 до 548, в среднем 217,6 ± 25,6. Сопоставление 
количества клеток CD34+ и КОЕ-ГМ на 1 × 105 клеток у 
этих пациентов выявило прямую корреляцию между 
этими двумя показателями и статистически значимую 
связь, коэффициент корреляции Спирмена +0,312 
(p < 0,05) (рис. 4).

Множественная миелома

У больных ММ количество клеток CD34+ в афе-
резном продукте до криоконсервирования было в 
среднем 1697,0 ± 206,1 × 105 (диапазон 230–4710 × 105). 
После размораживания клеточной взвеси число 
клеток CD34+ составило в среднем 2473,0 ± 294,7 × 105 
(диапазон 255–7500 × 105), т. е. увеличилось почти в 
1,5 раза, как и при лимфомах. Отличия статистически 
незначимы.

Число КОЕ в клеточной культуре до криоконсерви-
рования клеток составило в среднем 396,6 ± 21,5 × 105 
(диапазон 146–636 × 105). После размораживания транс-
плантата число КОЕ снизилось до 238,3 ± 19,4 × 105, что 
в 1,7 раза меньше, чем до замораживания.

Сопоставление числа клеток CD34+ и КОЕ в транс-
плантате до криоконсервирования (рис. 5) показало, 

что число клеток CD34+ более чем в 4 раза (1 × 4,27) 
превысило КОЕ на 1 × 105 клеток и, следовательно, 
колониеобразующей способностью обладало около 
25 % клеток CD34+, как и у больных лимфомами. 
Коэффициент корреляции Спирмена между этими 
двумя показателями составил +0,051, отличия стати-
стически незначимы (p > 0,05).

Анализ числа клеток CD34+ и количества колоний 
в культуре клеток после размораживания трансплан-
тата показал, что число клеток CD34+ в 10 раз превы-
шало число КОЕ на 1 × 105 клеток (рис. 6). До криокон-
сервирования это преобладание было значительно 
меньшим (1:4,27). Таким образом, после криокон-
сервирования имело место значительное снижение 
колониеобразующей способности ГСК и, наоборот, 
резкое увеличение количества клеток CD34+. Однако 
коэффициент корреляции Спирмена составил +0,25, 
отличия статистически незначимы (p > 0,05).

Проведенный у 32 больных ММ сравнительный 
анализ клеточного состава трансплантата на про-
центное содержание мононуклеарных клеток до и 
после криоконсервирования показал увеличение их 
содержания в размороженной взвеси клеток с 62,9 до 
76,9 соответственно, т. е. в 1,22 раза. Отличия стати-
стически незначимы (p > 0,05). Аналогичные резуль-
таты были получены у больных лимфомами.

Таким образом, у больных ММ не было выявлено 
корреляции между клетками CD34+ и числом всех 
КОЕ при большой вариабельности показателей. 

Анализ количества КОЕ-ГМ на 1 × 105 клеток у 
32 больных ММ до криоконсервирования позволил 
обнаружить колебания этого показателя от 39 до 
300 (среднее значение 188,4 ± 21,2). Сопоставление 
количества клеток CD34+ и КОЕ-ГМ на 1 × 105 у этих 
пациентов выявило прямую корреляцию между ними 
и статистически значимую связь, как и у больных 
лимфомами. Коэффициент корреляции Спирмена 
составил +0,302, отличия статистически значимы 
(p < 0,05) (рис. 7).

600,00

500,00

400,00

300,00

200,00

100,00

0

5000

4500

4000

3500

3000

2500

2000

1500

1000

500

0

Чи
сл

о К
ОЕ

-Г
М

Чи
сл

о к
ле

то
к С

D3
4 +

КОЕ-ГМ
клетки СD34+

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

700,00

600,00

500,00

400,00

300,00

200,00

100,00

0

5000

4500

4000

3500

3000

2500

2000

1500

1000

500

0

Чи
сл

о К
ОЕ

Чи
сл

о к
ле

то
к С

D3
4 +

КОЕ
клетки СD34+

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32

Рис. 4. Взаимосвязь числа гранулоцитарно-макрофагальных ко-
лониеобразующих единиц (КОЕ-ГМ) и клеток СD34+ в аферез-
ном продукте у больных с лимфомами до криоконсервирования

Fig. 4. Correlation between the count of granulocyte-macrophage 
colony-forming units (КОЕ-ГМ) and СD34+ cells in the apheresis 
product in lymphoma patients before cryopreservation

Рис. 5. Взаимосвязь числа колониеобразующих единиц (КОЕ) и 
клеток СD34+ в аферезном продукте у больных множествен-
ной миеломой до криоконсервирования

Fig. 5. Correlation between the count of colony-forming units (КОЕ) 
and СD34+ cells in the apheresis product in multiple myeloma pa-
tients before cryopreservation
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ОБСУЖДЕНИЕ

В настоящем исследовании мы изучали корреляцию 
между количеством клеток CD34+ и КОЕ в продукте 
афереза у больных с лимфомами и ММ, получивших 
реинфузию аутологичных ГСК периферической крови.

Среди исследователей и клиницистов вопрос о 
преимуществе клеток CD34+ перед КОЕ в культуре 
при оценке качества трансплантата, эффективности 
трансплантации и прогноза заболевания остается 
предметом спора. На что в большей степени должен 
опираться врач, планирующий трансплантацию ГСК? 
Ряд авторов полагает, что культура клеток in vitro, где 
проявляется функция ГПК, родоначальных для гра-
нулоцитарно-моноцитарных и эритроидных линий, 
может давать информацию, позволяющую предска-
зывать кинетику гемопоэтического восстановления 
[25]. Есть согласие в том, что существует порог по-
требности в КОЕ-ГМ, ниже которого возникает значи-
тельный риск затяжного восстановления гемопоэза, 
особенно тромбоцитов.

Более простым и продуктивным методом опре-
деления ГСК и потенциального приживления транс-
плантата, по мнению других исследователей, является 
многоцветная мультипараметрическая проточная 
цитометрия, более информативная при определении 
клеток CD34+ [26–29]. Однако M.J. Watts и соавт. 
[30] на основе многофакторного анализа у больных 
лимфомами показали, что уровень КОЕ-ГМ является 
более прогностически важным и информативным, чем 
измерение числа клеток CD34+. Авторы осуществляли 
больным с лимфомами реинфузию ГСК перифери-
ческой крови, в которой содержание клеток CD34+ 
было ниже установленного ими оптимального уровня 
(< 3,5 × 106/кг). Однако у части больных, получивших 
дозу КОЕ-ГМ выше оптимального порога для КОЕ-ГМ 
(> 3,5 × 105/кг), отмечалась более быстрая регенерация. 

S. Serke и соавт. [31], обследовав большое число больных 
ММ и лимфомами, пришли к выводу, что если число 
собранных клеток CD34+ оказывалось очень низким, 
тем не менее в ряде случаев число КОЕ-ГМ оставалось 
выше принятого оптимального уровня.

Вопрос о существовании корреляции между ГСК 
CD34+ и КОЕ в культуре, как и вопрос преимущества 
того и другого показателя для оценки эффективности 
трансплантации, является также спорным и трудно-
разрешимым. В более ранних работах сообщалось о 
линейной корреляции между клетками CD34+ и КОЕ, 
хотя отмечалось, что согласованность этих параме-
тров весьма вариабельна и не является абсолютной на 
индивидуальном уровне [25, 32–34]. М. Buzzi и соавт. 
[35] показали хорошую связь лейкоцитов, клеток 
CD34+ и КОЕ-ГМ. По данным Л.Ю. Андреевой и соавт. 
[36], не найдено корреляции между относительным 
содержанием клеток CD34+ среди лейкоцитов и 
числом колоний в аферезном продукте, за исключе-
нием БОЕ-Э, которые коррелировали с числом клеток 
CD34+. Однако количество клеток CD34+ на 1 кг массы 
тела пациента находилось в прямой зависимости от 
колониеобразующей способности клеток продукта 
афереза, а абсолютное число клеток CD34+ в 1 мкл ци-
токонцентрата также коррелировало с показателями 
колониеобразования. Сообщалось также об отсут-
ствии какой-либо связи между ними на фоне значи-
тельных вариаций в их пропорциях [37, 38]. Приво-
дились данные о наличии обратной корреляции, т. е. 
чем больше число клеток CD34+, тем меньше число 
КОЕ [31]. Те же авторы, однако, в подтверждение вари-
абельности результатов отмечали, что нет сомнений 
в том, что положительная скрытая корреляция между 
этими показателями существует. Для объяснения же 
обратной корреляции авторы допускали возможность 
системных ошибок при подсчете клеток CD34+ и КОЕ. 
Тем не менее они считали более вероятным, что когда 

Рис. 6. Взаимосвязь числа колониеобразующих единиц (КОЕ) и 
клеток СD34+ в аферезном продукте у больных множествен-
ной миеломой после размораживания

Fig. 6. Correlation between the count of colony-forming units (КОЕ) 
and СD34+ cells in the apheresis product in multiple myeloma pa-
tients after defrosting
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Рис.  7. Взаимосвязь числа гранулоцитарно-макрофагальных 
колониеобразующих единиц (КОЕ-ГМ) и клеток СD34+ в афе-
резном продукте у больных множественной миеломой до 
крио консервирования

Fig. 7. Correlation between the count of granulocyte-macrophage 
colony-forming units (КОЕ-ГМ) and СD34+ cells in the apheresis 
product in multiple myeloma patients before cryopreservation
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мобилизация эффективна, с высоким числом клеток 
CD34+ в периферической крови, тогда большая их 
часть могла быть более примитивной, чем при менее 
эффективной мобилизации. Примитивные клетки 
(HPP-CFC, LTC-IC, PHSC и др.) находились на уровне 
развития, неопределяемом  с помощью исследования 
КОЕ-ГМ и БОЕ-Э. Как альтернативу этому авторы 
выдвигали предположение, что когда достигнута хо-
рошая мобилизация, то большая часть клеток CD34+ 
является более зрелой, чем определяемые в культуре 
КОЕ-ГМ и БОЕ-Э. Таким образом, в этих вопросах нет 
согласия.

Данные, полученные с помощью проточной ци-
тометрии, показывают, что большая часть КОЕ-ГМ 
находится в популяции клеток CD34+ с коэкспрес-
сией CD45RA, но в то же время авторы не выявили 
корреляции клоногенности с содержанием клеток 
CD34+СD45RA+ [16, 17]. Учитывая, что популяция 
клеток CD34+ неоднородна и может быть подраз-
делена на субпопуляции, основываясь на дифферен-
циальной экспрессии других антигенов, необходимо 
проводить более глубокий фенотипический анализ, 
чтобы проанализировать эти клетки на их способ-
ность к колониеобразованию.

В настоящем исследовании было выявлено значи-
тельное преобладание в продукте афереза больных с 
лимфомами и ММ до и после криоконсервирования 
числа клеток CD34+ над количеством всех КОЕ in vitro. 
Подобные результаты были получены рядом других ис-
следователей [37]. Определение коэффициента Спир-
мена (коэффициент до криоконсервирования +0,53, 
коэффициент после размораживания +0,286) показало 
статистически значимую прямую корреляцию иссле-
дуемых признаков до и после криоконсервирования 
у пациентов с лимфомами. Кроме того, обнаружена 
статистически значимая корреляция между клетками 
CD34+ и КОЕ-ГМ в культуре у больных лимфомами и 
ММ до криоконсервирования (коэффициент Спир-
мена +0,312 и +0,302 соответственно).

Это может объясняться тем, что практически все 
репопулирующие костный мозг клетки, от ранних ГСК 
до прекурсорных, являются CD34-экспрессирующими. 
Все они в различных пропорциях присутствуют в 
трансплантате, но колониеобразующей способностью 
в культуре обладают преимущественно ГПК. Это объ-
яснение не кажется достаточно убедительным ввиду 
того, что, как известно, ГПК составляют большую 
часть среди репопулирующих клеток. Кроме того, доля 
плюри- и мультипотентных ГСК слишком мала, чтобы 
они могли создать такое преимущество для клеток 
CD34+. Очевидно т акже, что не все ГПК обладают 
клоногенной активностью in vitro в любой момент 
[39]. По-видимому, нужно искать и другие объяснения 
этому факту. Не было найдено связи между клетками 
CD34+ и КОЕ в культуре у больных ММ ни до, ни после 
криоконсервирования. Имела место выраженная 
вариабельность этих показателей. Однако обнару-
жена корреляция между клетками CD34+ и КОЕ-ГМ 
в культуре у больных ММ до криоконсервирования 
(коэффициент Спирмена +0,302).

Ранее мы уже получили данные о значительном 
снижении числа КОЕ в трансплантате у больных с 
лимфомами и ММ после размораживания [40, 41]. 

Можно предположить, что снижение числа КОЕ в раз-
мороженной клеточной взвеси объясняется не только 
гибелью части ГСК и ГПК, но и есть следствие того, 
что в этих экстремальных для клеток условиях часть 
их, оставаясь в компартменте CD34-экспрессирующих 
клеток, утрачивает способность к колониеобразо-
ванию навсегда или временно [25].

Нуждается в изучении и преобладание числа 
клеток CD34+ в размороженном аферезном продукте 
по сравнению с исходными (до криоконсервирования) 
показателями.

Одно из объяснений заключается в том, что, как 
известно, в результате криоконсервирования и раз-
мораживания клеточной взвеси в первую очередь по-
гибают нейтрофилы, а доля мононуклеаров в единице 
измерения возрастает. В то же время увеличение про-
центного содержания мононуклеарных клеток в лей-
коцитарной формуле из клеток аферезного продукта 
после его размораживания менее значимо (в 1,2 раза) 
и статистически незначимо по сравнению с повыше-
нием числа клеток CD34+ (в 1,5 раза). Вероятно, есть 
и другие причины такого увеличения содержания 
клеток CD34+ после размораживания.

Таким образом, можно заключить, что для оценки 
эффективности мобилизации клеток, афереза и каче-
ства трансплантата имеет значение каждый из этих 
двух методов. При наличии прямой корреляции между 
ними их информативность возрастает и они допол-
няют друг друга. Однако клиническое значение может 
иметь и установление обратной связи между ними. 
Если определяется высокое число клеток CD34+, но 
мало КОЕ (меньше оптимального порога), это служит 
показанием для дополнительного сбора клеток.

Преимуществом метода проточной цитометрии 
считается то, что можно быстро определить количе-
ство клеток CD34+ и установить критерий адекват-
ности дозы периферических стволовых клеток при 
аутоТГСК. В то же время методы определения клеток 
CD34+ — иммунопозитивный сортинг с помощью мо-
ноклональных антител и иммунонегативный сортинг 
(на магнитных колонках) — основаны на фенотипи-
ческих, а не на функциональных характеристиках, 
поэтому важен анализ клоногенных параметров ГСК, 
т. к. именно культуральные методы характеризуют 
функцию этих клеток. К недостаткам культуральных 
методов относится ретроспективный характер полу-
ченной информации, поскольку культивирование 
продолжается 14 дней.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Можно с полным основанием утверждать, что по-
казатель колониеобразующей способности клеток, 
используемый для учета функционально-активных 
ГСК и ГПК, является не менее надежным критерием 
оценки состояния пролиферативного пула трансплан-
тата, чем клетки CD34+. Он представляет истинное 
количество способных к восстановлению гемопоэза 
клеток. Число КОЕ-ГМ и БОЕ-Э коррелирует с прижив-
лением трансплантата.

Таким образом, анализируя одновременно два 
разных показателя, можно планировать интенсив-
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ность режима мобилизации и объем ростовых 
факторов, назначаемых в период посттранспланта-
ционной аплазии. Для оценки количественного и ка-
чественного состояния аутотрансплантата у больных 
с лимфомами и ММ необходимо использовать оба 
метода исследования.
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