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В последние десятилетия взгляды на этиологию и патогенез гемобластозов изменились. Все большее этиологическое 
значение приобретают неблагоприятные экологические факторы среды (физические и химические). Стратегия и такти-
ка лечения онкогематологических заболеваний постоянно совершенствуется, а трансплантация гемопоэтических ство-
ловых клеток остается «золотым стандартом» в терапии данной патологии. Основным ограничением трансплантации 
гемопоэтических стволовых клеток является развитие одного из самых тяжелых осложнений – реакции «трансплантат 
против хозяина». Клеточная терапия, ведущая роль в которой отводится мезенхимальным стволовым клеткам, на сегод-
няшний день является второй линией терапии данного состояния после кортикостероидов. Для повышения эффектив-
ности лечения этого иммунопатологического состояния необходима оптимизация подхода к выбору биомедицинского 
клеточного продукта на основе мезенхимальных стволовых клеток. В настоящем исследовании проанализировано из-
менение субпопуляционного состава лимфоцитов реципиентов аллогенных гемопоэтических стволовых клеток с при-
знаками реакции «трансплантат против хозяина» при их совместном культивировании с мезенхимальными стволовыми 
клетками, полученными от разных доноров. Было показано, что культуры мезенхимальных стволовых клеток, получен-
ные от разных доноров, обладают различным по степени выраженности иммунорегуляторным потенциалом. Предложен 
метод, который позволяет подобрать наиболее подходящий по иммунологическим характеристикам биомедицинский 
клеточный продукт на основе мезенхимальных стволовых клеток для клинического применения реакции «трансплантат 
против хозяина». Анализ эффективности предложенного метода проводился при использовании результатов иммунофе-
нотипирования лимфоцитов 12 реципиентов аллогенных гемопоэтических стволовых клеток с клиническими проявле-
ниями РТПХ, проходившими лечение на базе ГУ «МНПЦ ХТ и Г». 

Ключевые слова: реакция «трансплантат против хозяина»; мезенхимальные стволовые клетки; биомедицинский 
клеточный продукт; субпопуляционный состав лимфоцитов.
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In recent decades, views on etiology and pathogenesis of hemoblastosis have changed significantly. Unfavorable 
environmental factors (both physical and chemical) are becoming increasingly important etiologically. The strategy 
and tactics of treatment of oncohematological diseases are constantly being improved, and hematopoietic stem cell 
transplantation remains the «gold standard» in the treatment of this pathology. The main limitation of hematopoietic 
stem cell transplantation is the development of one of the most severe complications, the graft-versus-host disease. Cell 
therapy, in which mesenchymal stem cells play a leading role, is currently the second line of therapy for this condition 
after corticosteroids. It is necessary to optimize the approach to choosing a biomedical cell product based on mesenchymal 
stem cells in order to increase the effectiveness of cell therapy. The present study analyzes changes in the subpopulation 
composition of lymphocytes from recipients of allogeneic hematopoietic stem cells with signs of a graft-versus-host disease 
when they are co-cultured with mesenchymal stem cells obtained from different donors. It has been shown that cultures of 
mesenchymal stem cells obtained from different donors have different immunoregulatory potential. A method is proposed 
that makes it possible to select the most suitable biomedical cell product based on mesenchymal stem cells in terms of 
immunological characteristics for the clinical application of the graft-versus-host reaction. The analysis of the effectiveness 
of the proposed method was carried out using the results of immunophenotyping of lymphocytes from 12 recipients of 
allogeneic hematopoietic stem cells with clinical manifestations of GVHD treated at the State Institution «MSPC ST and H».

Keywords: graft-versus-host disease; mesenchymal stem cells; biomedical cell product; subpopulation composition of 
lymphocytes.  

Введение
Онкогематологические заболевания (гемобластозы) представляют собой группу неоплазий, возникаю-

щих из кроветворной и лимфоидной ткани. Общая заболеваемость гемобластозами составляет 25–30 на 
100 тыс. населения. Среди этиологических факторов, приводящих к развитию гемобластозов особое зна-
чение принадлежит экологическим факторам, в том числе ионизирующей радиации, другим видам облуче-
ния, химическим веществам (бензолу и его производным), а также цитостатическим лекарственным пре-
паратам, РНК- и ДНК-онковирусам. 
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Несмотря на значительный прогресс в терапии гемобластозов, аллогенная трансплантация гемопоэ-
тических стволовых клеток (аллоТГСК) остается основным методом лечения в онкогематологии. Однако 
аллоТГСК связана с развитием ряда тяжелых иммунологических осложнений, одно из ведущих мест сре-
ди которых занимает реакция «трансплантат против хозяина» (РТПХ). Около 50 % пациентов с резистент-
ными к лечению формами РТПХ погибают, как правило, вследствие ассоциированных с этим процессом 
инфекций [1–3].

В настоящее время проводится поиск новых стратегий лечения РТПХ, включающих клеточную тера-
пию, ведущую роль в которой занимают мезенхимальные стволовые клетки (МСК) [4–7]. Многочислен-
ные исследования убедительно демонстрируют, что МСК in vitro способны регулировать функции раз-
личных иммунокомпетентных клеток (ИКК), участвующих в развитии РТПХ, особенно они вовлечены 
в супрессию Т-клеточной пролиферации и дифференцировки дендритных клеток, что делает МСК важ-
ным терапевтическим орудием в профилактике и лечении РТПХ [8–12]. 

Следует отметить, что иммуномодулирующие функции МСК реализуются не посредством действия 
какой-то конкретной молекулы, а с помощью сложной взаимозависимой иммунорегуляторной сети, взаи-
модействие клеток и молекул в которой зависит от воспалительного статуса микроокружения МСК [13]. 

Несмотря на то что применение МСК в  качестве второй линии терапии при стероид-резистентной 
РТПХ вошло в рутинную практику, механизмы взаимодействия МСК и иммунокомпетентных клеток еще 
до конца не изучены и иногда кардинально отличаются в исследованиях различных авторов [14], а эффект, 
получаемый от клеточной терапии, не всегда предсказуем.

Противоречивые данные об эффективности клеточной терапии РТПХ заставляют исследователей про-
водить глубокий анализ клинических испытаний с применением МСК [15; 16]. Различия в выборе донора, 
источнике получения, методах культивирования, пролиферативном потенциале МСК, а также в количе-
стве клеток, кратности их введения и в показаниях для терапии в исследованиях разных авторов не позво-
ляют эффективно сравнить их между собой.

Так, группа ученых продемонстрировала, что существуют различия в культурах МСК, полученных от до-
норов аналогичного возраста и пола как по пролиферативному потенциалу, так и по иммуномодулирующим 
свойствам [17]. Отмечалось также, что «донорский фактор» играет далеко не последнюю роль в биологиче-
ской изменчивости МСК, что в конечном итоге может определить эффективность клеточной терапии.

Однако не только различия в иммонурегуляторном потенциале различных культур МСК, но и в микроо-
кружении, в которое попадают эти клетки, влияет на эффективность проводимой клеточной терапии. В экс-
периментальных условиях было показано, что при праймировании интерфероном-гамма МСК способны 
выполнять функции антиген-презентирующих клеток (АПК) и презентировать антигены Т-лимфоцитам 
[18]. Таким образом, эффект от клеточной терапии во многом может зависеть от условий культивирования 
МСК (присутствие в культуральной среде интерферона-гамма, фактора некроза опухоли альфа), а также 
от микроокружения, в которое они впоследствии попадают (про/противоспалительное).

Цель исследования – оптимизация подхода к выбору биомедицинского клеточного продукта на основе 
МСК, используемого в комплексной терапии РТПХ. Для реализации цели проводилась оценка изменения 
субпопуляционного состава лимфоцитов реципиентов аллогенных гемопоэтических стволовых клеток без 
проявлений и с проявлениями острой РТПХ при их совместном культивировании с МСК, полученными 
от различных доноров.

Материалы и методы исследования
Материалы исследования: 1) мезенхимальные стволовые клетки, выделенные из жировой ткани и кост-

ного мозга человека; 2) мононуклеарная фракция периферической крови реципиентов аллогенных гемо-
поэтических стволовых клеток (в  период зафиксированной отстройки кроветворения без клинических 
признаков РТПХ и при появлении признаков оРТПХ). 

Выделение и культивирование мезенхимальных стволовых клеток из жировой ткани. Выделение 
МСК из жировой ткани проводили по разработанному ранее протоколу с некоторыми модификациями1. 
Параумбиликальную жировую ткань, иссеченную стерильными ножницами, смешивали с равным объ-
емом стерильного фосфатно-солевого буфера и центрифугировали в течение 10 мин при 1500 об./мин при 
комнатной температуре. Образовавшийся поверх PBS слой адипоцитов собирали в стерильные полипро-
пиленовые центрифужные пробирки объемом 50 мл. Полученную суспензию смешивали с равным объ-
емом 0,06 % раствора коллагеназы I типа и инкубировали в течение 60 мин при температуре 37 °С и лег-
ком помешивании, после чего фермент нейтрализовали добавлением к смеси равного объема среды Игла 
в модификации Дульбекко (DMEМ), содержащей 10 % эмбриональной телячьей сыворотки. Полученную 
1 МПК C12N5/0775 (20101863). Способ выделения мезенхимальных стволовых клеток: патент 18051 Респ. Беларусь / 
С.  И. Кривенко, Е. С. Бузук, Н. И. Дедюля; дата публ.: 28.02.2014.
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смесь центрифугировали в течение 10 мин при 4000 об./мин при комнатной температуре. Осадок собира-
ли и ресуспендировали в 50 мл среды DMEМ. Процедуру центрифугирования повторяли (10 мин при 1500 
об./мин при комнатной температуре). Осадок ресуспендировали в 10–15 мл среды для культивирования 
МСК. Подсчет клеток производили по стандартной методике с уксусной кислотой, подкрашенной метиле-
новым синим. Оценку жизнеспособности клеток проводили по общепринятой методике по исключению 
трипанового синего. Клеточную суспензию доводили средой для культивирования МСК до посевной кон-
центрации и высевали в культуральные флаконы. Через 48 ч инкубации (37 °С, 5 % СО2, 90 % влажность) 
неадгезировавшиеся к поверхности флакона клетки смывали стерильным PBS и заполняли флаконы спе-
циализированной средой для культивирования МСК. Замену среды в объеме ½ от первоначального произ-
водили каждые 3–4 дня до достижения клетками 70–80 % конфлюэнтности.

Выделение и культивирование МСК из пунктата костного мозга. Для выделения мононуклеаров из 
костного мозга человека пунктат костного мозга (25–50 мл) после добавления равного объема фосфатного 
буферного раствора, центрифугировали в течение 10 мин при 1500 об./мин. Клеточный осадок ресуспенди-
ровали в 50 мл стерильного фосфатного буфера и наслаивали на градиент плотности Ficoll-Paque (ρ = 1,077) 
в соотношении 3:1. Центрифугировали 30 мин при 1500 об./мин. Кольцо мононуклеаров переносили в про-
бирку, содержащую полную среду DMEМ (10% ЭТС, 1 % антибиотика, 1 % глутамина) и двукратно отмы-
вали центрифугированием. Полученные клетки ресуспендировали в среде DMEМ, содержащей 10 % специ-
ализированной сыворотки (сапплемент), 1 % антибиотика и 1 % глутамина, а затем засевали в концентрации 
900–1200 тыс. клеток/см2 площади поверхности в стерильные пластиковые флаконы для адгезивных культур.

Через 48 ч производили смену культуральной среды для удаления неприкрепившихся клеток. В даль-
нейшем смену среды производили на каждые четвертые сутки.

Морфологический анализ культур клеток. Культуры клеток исследовали на универсальном инвер-
тированном микроскопе (Micros, Австрия и Nikon, Япония) с применением методов фазового контраста. 

Выделение и  культивирование лимфоцитов периферической крови. Выделение лимфоцитов пе-
риферической крови проводили по общепринятой методике: 5–10 мл периферической крови смешивали 
с равным объемом стерильного PBS и наслаивали на градиент плотности Ficoll-Paque (ρ = 1,077) в соотно-
шении 3:1. Центрифугировали 30 мин при 1500 об./мин при комнатной температуре. Кольцо мононуклеа-
ров переносили в пробирку объемом 15 мл, содержащую стерильный фосфатный буфер. Мононуклеарные 
клетки отмывали центрифугированием в течение 10 мин при 1500 об./мин при комнатной температуре. 
Клеточный осадок ресуспендировали в 5 мл полной среды RPMI-1640, содержащей 10 % эмбриональной 
телячьей сыворотки, 1 % антибиотика и 1 % L-глутамина. Подсчет клеток производили по стандартной 
методике с  уксусной кислотой, подкрашенной метиленовым синим. Клеточную суспензию помещали 
в стерильный культуральный флакон для суспензионных культур с газопроницаемой крышкой. Флакон 
с культурой помещали в СО2-инкубатор (37 °С, 5 % СО2, 90 % влажность).

Определение фенотипа мезенхимальных стволовых клеток и  субпопуляционного состава лим-
фоцитов методом проточной цитофлуориметрии. Для определения мезенхимальных стволовых кле-
ток методом проточной цитофлуориметрии использовали следующую панель моноклональных антител 
(МКАТ): CD 45 PC7, CD 34 APC, CD 105 PE, CD 90 FITC, CD 13 PE, HLA-DR, CD 73 PE, CD 29 APC, 
CD 31 FITC (Beckman Coulter).

Для определения субпопуляционного состава лимфоцитов использовалась стандартная панель МКАТ, 
которая позволяла идентифицировать следующие субпопуляции: Т-лимфоциты (CD3+), В-лимфоциты 
(CD19+), натуральные киллеры (CD16+CD56+), Т-хелперы (CD3+CD4+), цитотоксические Т-лимфоциты 
(CD3+CD8+), активированные Т-хелперы (CD4+DR+), активированные цитотоксические Т-лимфоциты 
(CD8+DR+), Т-натуральные киллеры (CD3+CD16+CD56+), Т-регуляторные лимфоциты (CD4+CD25+CD127-).

К суспензии клеток (0,5–1 млн клеток) добавляли МКАТ в объеме, согласно рекомендации фирмы произ-
водителя и 100 мкл PBS + 1 % BSA, инкубировали в темноте 30 мин при t = 4 ºC. После инкубации клетки 
дважды отмывали центрифугированием 1500 об./мин 5 мин в PBS и фиксировали 1 % параформальдегидом. 

Загрузка образцов проводилась на проточном цитофлуориметре FACSCanto (Becton Dickinson), осна-
щенном двумя лазерами: 488 и 630 нм, что позволяет оценить клетку по шести параметрам одномоментно. 
Учет проводился в рабочей программе FACSDiva.

Постановка совместных культур МСК и лимфоцитов периферической крови. Для экспериментов 
по со-культивированию МСК рассевали в ячейки 6-ти и 24-луночных планшетов по 5000 клеток/см2. На 
4–5 сутки в те же ячейки вносили лимфоциты, выделенные из крови реципиентов аллоГСК (по 500 тыс. 
клеток в лунку). Схема представлена на рис. 1.

Со-культивирование проводили в течение 3–4 суток в среде DMEM с добавлением 10 % эмбриональной 
телячьей сыворотки (Gibco, Life technologies). Контролем служили нестимулированные лимфоциты тех же 
пациентов, культивированные в отсутствии МСК. Все эксперименты были поставлены в 3–5 повторах.
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Рис. 1. Схема постановки совместных культур МСК и лимфоцитов реципиентов аллоГСК с РТПХ и без проявлений РТПХ

Fig. 1. Scheme of mixed cultures MSCs and lymphocytes of alloHSCT recipients with GVHD and without manifestations of GVHD

Статистическая обработка данных. Статистическую обработку проводили с  помощью пакета 
прикладных программ STATISTICA (Version 6.0, StatSoft Inc.) для медико-биологических исследований 
и  Microsoft Excel. Параметры распределения количественных переменных, отличных от нормального, 
представляли в виде медианы c 25 и 75 % квартилями. Для сравнительного анализа применяли непараме-
трические методы статистики: для сравнения двух независимых групп по одной количественной перемен-
ной использовали Mann – Whitney U-test. Различия считали достоверными при значении р < 0,05. 

Результаты исследования и их обсуждение
Так как в настоящее время клеточная терапия РТПХ вошла в рутинную практику ГУ «МНПЦ ХТ и Г», 

а количество пациентов с данной патологией неуклонно растет, актуальной задачей по-прежнему остается 
поиск путей повышения эффективности проводимой клеточной терапии. 

Использование в комплексной терапии аллогенного БМКП обладает рядом преимуществ перед ауто-
логичным. Во-первых, позволяет существенно сократить сроки ожидания БМКП (2 ч вместо 2–3 недель), 
что является определяющим в терапии таких острых состояний, как РТПХ. Во-вторых, дает возможность 
выбрать наиболее подходящую по иммунологическим характеристикам культуру МСК, учитывая особен-
ности конкретного пациента.

С 2010 г. на базе УЗ «9-я ГКБ» (с 2018 г. по настоящее время ГУ «МНПЦ ХТ и Г») создан и функциони-
рует Банк мезенхимальных стволовых клеток, в фонде которого насчитывается более 100 образцов МСК, 
полученных от разных доноров. С совершенствованием методов культивирования МСК появилась воз-
можность среди множества образцов выбрать наиболее подходящий для терапии РТПХ не только исходя 
из его клеточности, пассажа и источника получения, но и учитывая его иммуномодулирующие свойства.

В опубликованном нами ранее исследовании [19] было показано, что у реципиентов аллоГСК 
с РТПХ детектируются достоверно более высокие уровни ФНО-α (р = 0,019, Mann – Whitney U-test), 
ИЛ-8 (р  =  0,0005, Mann – Whitney U-test) и низкие уровни ИЛ-17А (р = 0,02, Mann – Whitney U-test) 
и ИФН-γ (р = 0,035, Mann – Whitney U-test) по сравнению со здоровыми донорами. Данный факт сви-
детельствует о наличии аллореактивного микроокружения, в которое предстоит попасть МСК. Поэтому 
представляется нецелесообразным изучение иммуномодулирующих свойств МСК в контексте РТПХ в со-
вместных культурах с лимфоцитами здоровых доноров, чему посвящено большинство публикаций.

В данном исследовании оценивали изменение субпопуляционного состава лимфоцитов реципиентов 
аллогенных гемопоэтических стволовых клеток без проявлений и с проявлениями острой РТПХ при их 
совместном культивировании с МСК, полученными от различных доноров. Для реализации данной зада-
чи было поставлено 22 культуры лимфоцитов (из них – 14 от реципиентов с РТПХ и 8 – без проявлений 
РТПХ в период отстройки кроветворения) и 33 совместные культуры на подложке из МСК жировой ткани 
(МСК ЖТ) и костного мозга (КМ) (20 – от реципиентов с РТПХ и 13 – без проявлений РТПХ). Лимфоци-
ты добавляли к культурам МСК КМ и ЖТ при достижении МСК 70 % конфлюэнтности и культивировали 
в течение 3–4 суток. На рис. 2 представлена микрофотография совместной культуры лимфоцитов и МСК.

Рис. 2. Морфологические характеристики совместной культуры лимфоцитов и МСК,  
4 дня культивирования, ×100, фазовый контраст

Fig. 2. Morphological characteristics of mixed culture of lymphocytes and MSCs, 4 days of cultivation, ×100, phase contrast
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При анализе данных, полученных при иммунофенотипировании лимфоцитов, культивированных без 
и на подложке из МСК, при РТПХ была выявлена тенденция к уменьшению количества Т-лимфоцитов 
в популяции, культивированной на подложке МСК ЖТ и КМ (85 [45; 97,4] %, n  = 20) по сравнению 
с лимфоцитами, культивированными без подложки ( 95,2 [59,9; 98,6] %, n = 20). Однако данные различия 
не были статистически значимы (табл.1). Аналогичная тенденция к уменьшению процентного соотно-
шения Т-лимфоцитов наблюдалась при совместном культивировании с МСК лимфоцитов реципиентов 
аллоГСК без признаков РТПХ (табл. 2).

Т а б л и ц а  1

Субпопуляционный состав лимфоцитов реципиентов аллоГСК с РТПХ при совместном культивировании с МСК 

Ta b l e  1

Subpopulations of lymphocytes in recipients of alloHSCT with GVHD during co-cultivation with MSCs

Субпопуляции лимфоцитов Лимфоциты реципиентов 
с РТПХ (n = 20)

Лимфоциты реципиентов с РТПХ 
на подложке из МСК (n = 20)

Уровень значимости
(Mann – Whitney U-test)

CD3+ 95,2 [59,9; 98,6] % 85 [45; 97,4] p = 0,17
CD16+CD56+ 6 [1,2;32,5] % 13 [2,2;46,8] % p = 0,22
CD4+CD25+CD127– от CD4+ 2,03 [0; 8,35] % 3,03 [0; 9] % p = 0,16
CD3+CD8+ 34,05 [6,7; 57,4] % 31,4 [15,1; 54,8] % p = 0,53
CD8+DR+ 3,1 [1,1; 18,6] % 3,1 [1,1; 26,1] % p = 0,52

Т а б л и ц а  2

Субпопуляционный состав лимфоцитов реципиентов аллоГСК без РТПХ при совместном культивировании с МСК 

Ta b l e  2

Subpopulations of lymphocytes in recipients of alloHSCT without GVHD during co-cultivation with MSCs

Субпопуляции лимфоцитов Лимфоциты реципиентов без 
РТПХ (n = 13)

Лимфоциты реципиентов  
без РТПХ на подложке из МСК 

(n = 13)

Уровень значимости
(Mann – Whitney U-test)

CD3+ 84,3 [46,1; 92,4] % 80,8 [43,4; 98,6] p = 0,92
CD16+CD56+ 9,8 [4,2; 49,1] % 11,8 [1; 50] % p = 0,84
CD4+CD25+CD127– от CD4+ 3,42 [0,6; 16] % 5,4 [0,8; 22] % p = 0,14
CD3+CD8+ 25,8 [4,1; 61,2] % 24,4 [5,1; 59,4] % p = 0,80
CD8+DR+ 3,6 [0,3; 18,1] % 4,2 [0; 10,8] % p = 0,65

Так как решающую роль в  развитии РТПХ играют цитотоксические лимфоциты донора (CD3+CD8+-
лимфоциты), целесообразным было оценить влияние МСК на данную субпопуляцию лимфоцитов.  
В табл. 1 и 2 отражено изменение процентного соотношения субпопуляции CD3+CD8+-лимфоцитов, а также 
активированных CD8+DR+ в интактных и совместных культурах при РТПХ и при отстройке кроветворения. 

Отсутствие статистически значимых различий (p > 0,05) по процентному соотношению ключевых суб-
популяций лимфоцитов, имеющих значение при РТПХ, при культивировании на подложке из МСК можно 
объяснить как различными иммуномодулирующими свойствами каждой конкретной культуры МСК и, со-
ответственно, способностью культуры модулировать иммунный ответ, так и различной степенью актива-
ции микроокружения МСК (в данном случае – лимфоцитов от реципиентов с РТПХ и без). 

Так, при культивировании лимфоцитов одного и того же реципиента одновременно на подложках из 
двух различных культур МСК наблюдали разнонаправленный эффект. Количество CD3+CD8+ клеток изме-
нялось на подложке из различных культур МСК в равной степени, в то время как процентное соотношение 
CD3+CD4+HLA-DR+, CD3+CD8+HLA-DR+ и CD3+CD16+CD56+ клеток на подложке из различных культур 
МСК отличалось практически в 2 раза (рис. 3).

Полученные данные свидетельствует о том, что культуры МСК, полученные от разных доноров, об-
ладают различным по степени выраженности иммунорегуляторным потенциалом.

При анализе данных, полученных при культивировании лимфоцитов от 2-х реципиентов аллоГСК с при-
знаками РТПХ и без на одной и той же культуре МСК ЖТ Р3, при имеющейся общей тенденции процент-
ное соотношение субпопуляций лимфоцитов отличалось на этой культуре МСК в несколько раз (рис. 4).
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Рис. 3. Изменение субпопуляционного состава лимфоцитов реципиента аллоГСК  
с признаками оРТПХ на подложке из 2-х различных культур МСК

Fig. 3. Changes in lymphocytesʹ subpopulation of alloHSCT recipient with signs of aGVHD on a substrate of 2 different MSC cultures

Рис. 4. Изменение субпопуляционного состава лимфоцитов 2-х реципиентов аллоГСК  
с признаками оРТПХ и без на подложке из одной и той же культуры МСК

Fig. 4. Changes in lymphocytesʹ subpopulation of 2 alloHSCT recipients  
with and without signs of aGVHD on a substrate of the same MSC culture
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Таким образом, аллореактивное микроокружение влияет на способность МСК модулировать иммун-
ный ответ и перераспределять CD4+ и CD8+ субпопуляции Т-лимфоцитов. Для повышения эффективности 
клеточной терапии необходим персонифицированный подход к подбору БМКП на основе МСК.

Культивирование лимфоцитов реципиентов аллоГСК с РТПХ одновременно на подложке из несколь-
ких культур MСК представляют собой простой in vitro способ для моделирования влияния МСК на алло-
реактивные лимфоциты реципиента с РТПХ. 

Предложенный метод был апробирован при подборе оптимального БМКП на основе МСК для ком-
плексной терапии РТПХ на 26 реципиентах аллоГСК с клиническими проявлениями РТПХ, проходивши-
ми лечение на базе ГУ «МНПЦ ХТ и Г». 

Поскольку РТПХ является острым иммунопатологическим состоянием, требующим незамедлитель-
ной терапии, первое введение БМКП осуществлялось без постановки совместных культур лимфоцитов 
реципиента аллоГСК с МСК. Подбор МСК для подготовки БМКП проводили при появлении первых кли-
нических симптомов РТПХ у пациентов, которым ранее не проводилась клеточная терапия. Для этого не-
сколько культур МСК (2–4) отбирались из Банка мезенхимальных стволовых клеток и высевались в 24-лу-
ночные планшеты для постановки совместных культур с лимфоцитами. Для подбора МСК требовалось от 
4 до 6 дней, что соответствовало временному промежутку до следующего введения БМКП. 

Количество введений БМКП у данных пациентов варьировало от 1 до 9 (при медиане = 3, n = 26). Одно 
введение получили 9 пациентов, 2 введения – 3 пациента, 3 введения и более – 14 пациентов. Кратность 
введения зависела от тяжести и формы РТПХ, а также от выбора подходящего БМКП. Анализ эффектив-
ности предложенного метода проводили, использовав результаты иммунофенотипирования лимфоцитов 
12 пациентов, так как только 12 из 26 пациентов проходили терапию в стационаре достаточно продолжи-
тельное для анализа время. По результатам иммунофенотипирования предпочтительней считалось ис-
пользование культуры МСК для подготовки БМКП со следующими характеристиками:

	– снижение процентного соотношения CD3+-лимфоцитов на подложке из МСК по сравнению с ин-
тактными мононуклеарами периферической крови (МНК ПК);

	– снижение процентного соотношения CD3+CD8+-лимфоцитов на подложке из МСК по сравнению 
с интактными МНК ПК;

	– снижение процентного соотношения CD8+HLA-DR+-лимфоцитов на подложке из МСК по сравне-
нию с интактными МНК ПК;

	– увеличение процентного соотношения CD4+CD25+CD127–-лимфоцитов на подложке из МСК по 
сравнению с интактными МНК ПК.

Согласно утвержденной МЗ РБ инструкции по применению «Методы медицинской профилактики 
и терапии реакции “трансплантат против хозяина” после аллогенной трансплантации гемопоэтических 
стволовых клеток» от 23.12.2022 г. рег. № 142–1222 показаниями к назначению клеточной терапии паци-
ентам из группы высокого риска по развитию РТПХ являются увеличение количества CD3+ > 75 %, уве-
личение количества CD3+CD4+ > 45 %, увеличение количества СD3+CD8+ > 40 %, увеличение количества 
активированных CD3+HLA-DR+ Т лимфоцитов > 11 %.

В нашем исследовании 5 из 12 пациентов (42 %) соответствовали данным иммунологическим кри-
териям. Двое из этих 5-ти пациентов умерли вследствие нарастания тяжести РТПХ (кишечная форма), 
несмотря на продолжительную клеточную терапию (кратность 5 и 9 раз). Следует отметить, что данным 
пациентам удалось ввести подходящий по иммунофенотипическим параметрам БМКП только по 1 разу, 
несмотря на то что для подбора использовали 15 различных культур МСК. Положительный клинический 
эффект длился после введения БМКП у этих пациентов до 8 дней. 

Всего из 12 пациентов кожная форма РТПХ была у 7 пациентов, кишечная – у 2-х, кожная и кишеч-
ная – у 3-х пациентов. По результатам подбора МСК 7 пациентов получили БМКП, полностью соответ-
ствующий установленным иммунофенотипическим критериям, 2 пациента – частично соответствующий 
и 3-м пациентам (2 из которых умерли) не удалось подобрать БМКП с оптимальными параметрами. 

Из 7 пациентов, получивших подобранный БМКП, у шестерых купирование симптомов РТПХ произо-
шло за 1–4 дня (кожная форма РТПХ – 5 пациентов, кожная и кишечная – 1 пациент), у одного пациента 
прошел месяц до закрепления эффекта (кожная и кишечная форма РТПХ).

У 2 пациентов, получивших частично соответствующий БМКП, купирование симптомов РТПХ про-
изошло через 11 (кишечная форма) и 30 дней (кожная форма). Этим пациентам дважды вводили подо-
бранные БМКП.

Анализируя полученные данные, можно заключить, что предложенный метод позволяет выбрать наи-
более подходящий по иммунологическим характеристикам БМКП на основе МСК для клинического при-
менения при РТПХ и может быть использован для персонификации и оптимизации клеточной терапии 
РТПХ. 
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Заключение
Культуры МСК, полученные от разных доноров, обладают различным по степени выраженности им-

мунорегуляторным потенциалом. 
Для повышения эффективности клеточной терапии РТПХ необходим персонифицированный подход 

к подбору биомедицинского клеточного продукта на основе МСК. 
Культивирование лимфоцитов реципиентов аллоГСК с РТПХ одновременно на подложке из несколь-

ких культур MСК представляет собой простой in vitro метод для моделирования влияния МСК на аллоре-
активные лимфоциты реципиента с РТПХ и позволяет оптимизировать клеточную терапию РТПХ. 
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