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immunohistochemical analyses that mononuclear cells adhered on the 
surface of the synthetic 3D-scaffold and proliferated (Ki-67 marker). 
Thus, it was shown that the tissue-engineered trachea is biocompatible 
with human autologous mononuclear cells.
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правило, 60–100 мл), что приводит к задержке восстановления 
кроветворения [2]. Известно, что высокая доза общего количества 
ядросодержащих клеток (ОяК) и большое количество CD34+ кле-
ток в трансплантате ПК повышают вероятность успешного при-
живления [3]. Общепринято, что доза клеток определяется с уче-
том массы тела (в кг ) реципиента. В то время как у маленьких де-
тей при трансплантации ПК может быть достигнута высокая доза 
клеток ПК, то у взрослых достаточная доза клеток ПК может быть 
достигнута не всегда. Таким образом, необходимы новые стра-
тегии по ускорению и обеспечению приживления [4]. Одним из 
основных подходов к улучшению приживления ПК является куль-
тивирование (экспансия) ПК ex vivo, чтобы получить большее ко-
личество гемопоэтических стволовых клеток (гСК) перед транс-
плантацией. 

В Покровском банке Стволовых Клеток (ПбСК) ведется рабо-
та по подбору условий для роста в культуре гСК, выделяемых как 
из свежего, так и из размороженного концентрата ПК. Основными 
требованиями, предъявляемыми при этом к культуре, являются: 1) 
увеличение числа клеток, 2) сохранение стволовости, 3) сохране-
ние кариотипа (отсутствие хромосомных перестроек). 

Цели работы
Подобрать условия выделения и очистки, а также культивиро-

вания гСК, полученных из свежей ПК, для увеличения их количе-
ства, при сохранении стволовости. 

Материалы и методы
Препараты пуповинной крови
гСК выделяли из образцов ПК (n=18), предназначенных для 

утилизации по причине непригодности для хранения (малый объ-
ем образца, низкое количество лейкоцитов) или отказа пациентки 
от хранения. 

Выделение ГСК
Использовался метод выделения мононуклеарной фракции на 

градиенте фиколла с последующей сепарацией с использовани-
ем конъюгированных с магнитными частицами антител к поверх-
ностному маркеру CD34 (Miltenyi Biotec, германия). В процессе 
отработки методики выделения мононуклеарной фракции в гра-
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Резюме. Культивирование стволовых клеток пуповинной кро-
ви (ПК) является одним из перспективных направлений по улуч-
шению приживления, а, следовательно, повышению эффективно-
сти терапии. Для успешного культивирования необходим подбор 
ряда условий, что являлось целью данной работы. было изучено 
влияние коэффициента разведения ПК буфером PBS (HyClone), 
содержащим 0,02% ЭДТА, а также влияние используемого при 
разведении буфера (раствор Хэнкса, HyClone+0,02%ЭДТА или 
PBS+0,02% ЭДТА) на чистоту выделения и жизнеспособность 
клеток, выделенных из 18 образцов ПК и культивированных. 
При подборе коэффициента разведения препаратов ПК установ-
лено, что оптимальным для буфера PBS+0.02% ЭДТА перед цен-
трифугированием на фиколле является разведение 1:1. При боль-
ших разведениях увеличивается процент CD34+ клеток в моно-
нуклеарной фракции до и после сепарации (96–99% против 91% 
при разведении 1:1), однако снижается жизнеспособность клеток 
(34% при разведении 1:3 против 75% при разведении 1:1). Кон-
центрация клеток через трое суток культивирования возросла до 
8*104–105 кл/мл, причем процент CD34+ клеток составлял 100%. 
Из CD34+ клеток 80% являлись CD133+, КОЕ-тест показал, что 
на 7 день культивирования в метилцеллюлозной среде 85% со-
ставляют CFU-GM, 1.3% — CFU-M, 5.1% — CFU-G и 11.5% — 
BFU-E+CFU-E. Следует отметить появление к 7 дню культиви-
рования фибробластоподобных клеток в колониях, что говорит о 
присутствии других стволовых и прогениторных клеток в препа-
ратах. Таким образом, подобранные условия пробоподготовки по-
зволили выделить гемопоэтические стволовые клетки (гСК) из 
свежей ПК с высокой степенью очистки (91-99%), с высоким про-
лиферативным потенциалом.

Ключевые слова: стволовые клетки, пуповинная кровь, ex vivo 
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Введение
В мире, по различным оценкам, выполнено более 35 000 транс-

плантаций пуповинной крови (ТПК) для лечения больных с раз-
личными заболеваниями [1]. Образцы пуповинной крови (ПК) 
имеют высокую концентрацию мультилинейных гемопоэтических 
клеток-предшественников; однако, общий объем ПК невелик (как 
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диенте фиколла тестировали 
а) влияние коэффициента разведения ПК буфером PBS 

(HyClone), содержащим 0,02% ЭДТА. Рекомендуемые в литерату-
ре разведения варьируют от 1:1 до 1:4, 

б) влияние используемого при разведении буфера (раствор 
Хэнкса, HyClone+0,02%ЭДТА или PBS+0,02% ЭДТА) на чисто-
ту выделения и жизнеспособность клеток. Многие исследовате-
ли считают, что использование раствора Хэнкса ухудшает чистоту 
выделения, но повышает число жизнеспособных клеток.

Неразведенные или разведенные буфером PBS или Хэнкса, со-
держащими 0,02% ЭДТА образцы ПК (35 мл) наслаивали на 15 мл 
фиколла (Панэко, Россия) в 50 мл пластиковых пробирках (TPP, 
Швейцария) и центрифугировали при 400g 35 минут. Далее удаля-
ли 1/3–1/2 верхней фазы и затем отбирали интерфазную фракцию, 
содержащую мононуклеарные клетки. К отобранному объему до-
бавляли PBS, содержащий 0,02% ЭДТА до объема 5–10 мл (в зави-
симости от отобранного объема) и центрифугировали 10 мин при 
300g Очистку CD34+ клеток с помощью набора CD34MicroBeads 
(Miltenyi Biotec, германия) проводили согласно протоколу произ-
водителя. Далее фракции клеток, не связавшихся с колонкой до и 
после сепарации, центрифугировали, ресуспендировали каждую 
фракцию в объеме 500 мкл и анализировали методом проточной 
цитометрии с помощью флюоресцентно меченых антител к CD34. 

Культивирование ГСК
Количество клеток рассчитывали согласно данным проточной 

цитометрии. Клетки (104/мл) высевали на культуральные 6-лу-
ночные планшеты (TPP, Швейцария). В качестве фидерного слоя 
использовали мезенхимальные стволовые клетки. Клетки культи-
вировали в среде IMDM, содержащей 20% заменителя сыворотки 
BIT 9500, 10 ед пенициллина, 10 мкг стрептомицина. Ранее нами 
уже была подобрана оптимальная концентрация цитокинов: фак-
тора стволовых клеток (100 нг/мкл), интерлейкинов 3 (5 нг/мкл) и 
6 (10 нг/мкл), а также тромбопоэтина (50 нг/мкл) [5].

Анализ колониеобразующей активности (КОЕ-анализ) ГСК
Морфологичекий анализ колоний гСК, растущих в метилцел-

люлозной цитокинсодержащей среде, проводили согласно обще-
принятым методикам и внутреннему протоколу ПбСК.

Проточная цитометрия
Процент CD34+ и CD34+CD133+ клеток оценивали методом 

проточной цитометрии согласно протоколам производителей и 
внутренним СОП ПбСК (СОП№3). Для окраски использовали ан-
титела к CD34 (BD Biosciences) и CD133 (Miltenyi Biotec). Жизне-
способность клеток оценивали с помощью флюоресцентного кра-
сителя 7-амино-актиномицина D (7-AAD).

Результаты
Подбор методов пробоподготовки свежей ПК для выделения 

мононуклеарной фракции
Сравнение процентного содержания гСК в мононуклеарной 

фракции при использовании двух буферов (PBS и Хэнкса) пока-
зало, что в буфере PBS количество выделяемых клеток и их жиз-
неспособность незначительно выше, чем при использовании бу-
фера Хэнкса (рис. 1), далее было решено использовать буфер 
PBS+0.02% ЭДТА 

 

Рис. 1. Содержание гСК (CD34 POS на графиках) и их жизне-
способность в мононуклеарной фракции в зависимости от ис-
пользуемого для разведения буфера. 

При подборе коэффициента разведения препаратов ПК (рис. 2) 

установлено, что оптимальным для буфера PBS+0.02% ЭДТА пе-
ред центрифугированием на фиколле является 1:1. При больших 
разведениях увеличивается процент CD34+ клеток в мононукле-
арной фракции до (12.3% при разведении 1:3 и 4% при разведе-
нии 1:1) и после сепарации (96–99% против 91% при разведении 
1:1). Однако при большем разведении снижается жизнеспособ-
ность клеток (34% при разведении 1:3 против 75% при разведе-
нии 1:1), вероятно, из-за снижения концентрации биологически 
активных веществ в клеточном окружении и изменении осмоти-
ческих свойств среды. Кроме того, снижается общее количество 
клеток за счет потерь при манипуляциях. При использовании не-
разведенных препаратов ПК снижается чистота мононуклеарной 
фракции (с 93–95% лейкоцитов до 80–88%) и степень очистки 
клеток на магнитных колонках. Поэтому для дальнейших экспе-
риментов был выбран коэффициент разведения 1:1.

Использование конъюгированных с магнитными частица-
ми анти CD34 антител для выделения из мононуклеарной фрак-
ции CD34+ положительных клеток (т.е. гСК) позволило повысить 
процент гСК перед началом культивирования с 4 до 93% (рис.3).

Рис. 2. Содержание гСК (CD34 POS на графиках) и их жизне-
способность в мононуклеарной фракции в зависимости от коэф-
фициента разведения ПК буфером PBS+0.02% ЭДТА.

Рис. 3. Содержание гСК (CD34 POS на графиках) в мононукле-
арной фракции до и после сепарации, а также во фракции клеток, 
не иммобилизованных на колонке (Unbound)

Концентрация клеток при начале культивирования составля-
ла 104/мл. Через трое суток концентрация клеток возросла до 
8*104–105 кл/мл. Процент CD34+ клеток составлял 100% (91% 
при начале культивирования), при этом в популяции культивиру-
емых несепарированных клеток мононуклеарной фракции этот 
процент составлял 15% (4% при начале культивирования). Че-
рез 7 дней процент CD34+ клеток составлял 96%, однако в неко-
торых чашках снижался до 50–70%. Из CD34+ клеток 80% явля-
лись CD133+, т.е. несли на своей поверхности маркер, позволяю-
щий определить еще более узкий пул CD34+ клеток (CD34bright). 
КОЕ-тест показал, что на 7 день культивирования в метилцеллю-
лозной среде 85% составляют CFU-GM, 1,3% — CFU-M, 5,1% — 
CFU-G и 11,5% — BFU-E+CFU-E. Следует отметить появление к 
7 дню культивирования фибробластоподобных клеток в колониях. 
Это говорит о присутствии других стволовых и прогениторных 
клеток в препаратах. По нашим данным, 4–9% клеток после сепа-
рации не несли на поверхности маркер CD34. Кроме этого, CD34 
может присутствовать на поверхности небольшой части популя-
ций мезенхимальных стволовых клеток, эндотелиальных проге-
ниторных клеток, дендритных клеток и некоторых других.
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Выводы
1. Подобранные условия пробоподготовки позволили выделить 

гСК из свежей ПК с высокой степенью очистки (91–99%). 
2. Полученные клетки сохраняют высокий пролиферативный 

потенциал. 
3. В подобранных на сегодня условиях плюрипотентность со-

храняется нестабильно, что может быть связано с отсутствием в 
среде цитокина Flt-3. В направлении сохранения плюрипотентно-
сти планируется вести дальнейшую работу.

4. Перспективным представляется изучение и овладение на 
практике методами выделения гСК из замороженных образцов 
ПК с последующим культивированием.

Обсуждение
На углубление понимания того, как выращивать, поддержи-

вать и получать различные линии гСПК были направлены рабо-
ты таких исследователей как А.я. Фриденштейн, T.M. Dexter и 
D. Metcalf. Эти первичные исследования использовались E. Shpall 
в клиническом испытании [6], в котором оценивалось удобство 
цитокин-медиированной экспансии ПК у 37 пациентов, перенес-
ших миелоаблативную трансплантацию ПК. Одна часть ранее за-
мороженной ПК из двух (как правило, меньшая) культивирова-
лась с цитокинами в течение 10 дней. Пациенты получили необ-
работанную часть в день «0», а культивированную ПК либо одно-
временно (группа 1), или 10 дней спустя (группа 2). Данные, по-
лученные в каждой группе, показали 56-кратное увеличение ОяК 
и 4-кратное — CD34 + клеток. Медиана времени до приживления 
нейтрофилов и тромбоцитов составила 26 дней и 126 дней, соот-
ветственно; недостаточности трансплантата не наблюдалось. Че-
тыре пациента умерли в течение 30 дней после приживления от 
инфекции. Результаты приживления в обеих группах статистиче-
ски не различались. Острая РТПХ отмечалась у 20 из 30 обследо-
ванных пациентов (66,7 %) и хроническая РТПХ в 14 из 19 обсле-
дованных пациентов (74%). 12 из 37 пациентов были живы после 
медианы наблюдения 30 месяцев. Несмотря на небольшое число 
пациентов, это исследование показало, что ПК может культиви-
роваться и безопасно вводиться пациентам, не приводя к оттор-
жению трансплантата, кроме того, достигается значительное, по 
сравнению с историческим контролем, укорочение времени при-
живления (сокращение на 7-10 дней).

Культивирование, опосредованное хелатором меди
Ранние наблюдения пациентов с дефицитом меди обнаружили 

сниженный гранулопоэз и эритропоэз, а биопсии костного моз-
га этих пациентов показали снижение количества зрелых грану-
лоцитов и увеличение количества промиелоцитов и миелоцитов 
по сравнению с пациентами без дефицита меди, так появилась ги-
потеза о том, что дефицит меди блокирует созревание миелоци-
та. Работа группы Т. Peled показала, что можно снизить внутри-
клеточный уровень меди с помощью медного хелатора- тетраэти-
ленпентаминна (TЭПA) и увеличить продолжительность жизни 
CD34 + клеток, а также количество КОЕ. В дальнейшем, было по-
казано, что CD34 + клетки ПК, подвергнутые воздействию ТЭПА, 
действительно имеют пониженную скорость дифференцировки и 
повышенную способность приживления в NOD / SCID мышиной 
модели, что легло в основу клинического испытания.[7]

Перед экспансией и/или трансплантацией образцы ПК были 
заморожены двумя частями, в пределах от 50/50 до 20/80 долей. 
Наименьшую порцию затем размораживали, проводили селекцию 
СD133 + клеток для обогащения гСПК и клетки культивировали в 
течение 21 дней с использованием коктейля цитокинов, содержа-
щего ТЭПА. Экспансия привела к 161-кратному увеличению ОяК 
(медиана). Количество CD34 + клеток в размороженном образ-
це до экспансии не измерялось, но при измерении в необработан-
ном образце и экстраполяции на порцию до культивирования, рас-
четная медиана экспансии CD34 + клеток составила 2,3-кратную. 
После подготовительного режима, пациенты получали необрабо-
танную часть ПК, а затем через 24 ч. культивированные клетки. 
Приживление было достигнуто у девяти из 10 пациентов с медиа-
ной времени до восстановления нейтрофилов 30 дней. У всех па-
циентов с приживлением наблюдался 100% химеризм. У четырех 
пациентов, развилась острая РТПХ кожи 2 ст., но острой РТПХ 
3–4 степени не отмечалось. У четырех из восьми больных, про-

живших более 100 дней развилась хроническая РТПХ. Шесть из 
10 пациентов были живы на 180 день (один умер от рецидива и 
три от инфекционных осложнений).

Это исследование показало, что ТЭПА-обработанная культиви-
рованная с цитокинами ПК может быть безопасно введена паци-
ентам без увеличения безрецидивной смертности (на 100 день, по 
сравнению с историческим контролем). близится к завершению 
следующее исследование с включением 100 онкогематологиче-
ских пациентов после аллогенной миелоаблативной транспланта-
ции. Это исследования не рандомизировано для ТЭПА- культиви-
рования, но может, тем не менее, обеспечить дополнительной ин-
формацией по эффективности ТЭПА - опосредованной экспансии 
на приживление одного образца ПК.

Платформа двойной ПК
Еще одним подходом к увеличению количества гСПК ПК для 

трансплантации является использование двух образцов донорской 
ПК. Дополнительным подтвержденным преимуществом исполь-
зования платформы двойной ПК, является то, что один образец 
до заранее назначенного дня трансплантации может быть культи-
вирован или обработан (например, усилен хоуминг), а другой об-
разец остается необработанным. Эта стратегия также имеет уни-
кальное преимущество отслеживаемости, так как обработанный 
образец генетически отличается от необработанного, по генам 
HLA позволяя отследить индивидуальный вклад каждого образ-
ца в химеризм (часто через определение коротких тандемных по-
второв). Кроме того, если обработанный продукт был поврежден 
или разрушен при процедуре, второй образец будет способен пол-
ностью восстановить кроветворение в одиночку, увеличивая безо-
пасность клинического испытания.

безопасность использования двух единиц ПК без экспансии бы-
ла установлена, а итоговые результаты двойной трансплантации 
ПК, как было показано, сопоставимы с трансплантацией костного 
мозга от совместимых родственных и совместимых неродствен-
ных доноров. Несмотря на опасения, что две единицы ПК могут 
отрицательно реагировать друг против друга в реакции «транс-
плантат против трансплантата», такая реакция не наблюдалась. 
Как правило, после инфузии двух ПК, через 100 дней после пе-
ресадки преобладает один образец ПК. Многие исследования пы-
тались предсказать, какая единица, в конечном счете, «выиграет», 
а данные указывают на то, что раннее приживление CD3 + кле-
ток, наличие анти-HLA антител и высокая доза CD34 + клеток и 
ОяК после размораживания может предсказать, какой образец ПК 
приживется. Идея, что одна или несколько субпопуляций клеток 
могут играть важную роль в прогнозировании приживления ПК 
должна служить ориентиром для будущих исследований экспан-
сии и хоуминга ПК, а воздействие на ПК, несомненно, будет из-
менять состав клеточных субпопуляций в нем. Двойная транс-
плантация ПК является разумной альтернативой трансплантации 
одного образца ПК, если доза клеток ограничена или если нет со-
вместимых доноров костного мозга.

Notch-опосредованная экспансия
Семейство рецепторов Notch (Notch 1-4) и их лигандов 

(Jagged-1 и Jagged -2 и DLL 1, DLL3 и DLL4) играет разноо-
бразную и ключевую роль в широком диапазоне биологических 
процессов: от развития органов до раковых метастазов. Так-
же Notch 1 был обнаружен на CD34 + гемопоэтических клетках-
предшественниках человека, после чего появилось предполо-
жение о его участии в кроветворении. Модель трансплантации 
двух образцов ПК, один из которых был необработанным, а вто-
рой — культивированным в присутствии DLL1ext-IgG использо-
валась в исследовании, где пациентам проводилась миелоабла-
тивная трансплантация.[8]. В культивированной ПК отмечалось 
562-кратное увеличение ОяК и 164-кратное увеличение коли-
чества CD34 + клеток. Медиана времени приживления в том же 
учреждении, с использованием тех же режимов кондициониро-
вания и посттрансплантационной иммуносупрессии заметно со-
кратилась до 16 дней по сравнению с историческим контролем 
26 дней. Важно отметить отсутствие инфузионных осложнений 
и приживление у девяти из 10 пациентов. Острая РТПХ 2 ст. на-
блюдалась у всех обследованных пациентов кроме одного и РТПХ 
3ст. развилась у одного пациента.

Раннее миелоидное восстановление через 7 дней после транс-
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плантации было практически полностью получено из культивиро-
ванного образца ПК, хоть он и не сохранился через 14–21 дней 
после трансплантации. Исследователи предположили, что сокра-
щение времени восстановления нейтрофилов предлагает потен-
циально облегчающий эффект, оказываемый ex vivo культивиро-
ванными клетками на необработанный образец. Долговременное 
in vivo присутствие потомства от культивированных клеток транс-
плантата наблюдалось у двух из девяти оцениваемых пациентов. 
У одного пациента, при анализе на 240 день после транспланта-
ции показали, что часть (10–15%) донорских клеток была из куль-
тивированного трансплантата; однако, через год после трансплан-
тации, 100% гемопоэтических клеток были получены из необра-
ботанного образца. Отсутствие долговременного приживления в 
этом исследовании предполагает дефицит экспансии истинных 
кроветворных стволовых клеток, а также, что начало миелоидно-
го восстановления было результатом краткосрочно репопулирую-
щих клеток-предшественников.

МСК-опосредованная экспансия
В микроокружении костного мозга существует несколько ниш, 

в том числе эндотелиальная, периваскулярная, остеобластов и 
другие, с различными ролями в поддержании гСК. Стратегии, ис-
пользующие цитокины и/или Notch-лиганд, служат для имита-
ции биологических механизмов роста и поддержки, происходя-
щие в родном костномозговом окружении и регулируемые клет-
ками ниши. Модель мезенхимальных стромальных клеток (МСК), 
полученных из негемопоэтической части костного мозга после 
in vitro культивирования в надлежащих условиях, является луч-
шей ex vivo моделью ниши. МСК секретируют большое количе-
ство цитокинов и лигандов, которые поддерживают рост и экс-
пансию гСПК, ( CSF, GM-CSF, IL-6 и DLL1), что дает основание 
полагать, что стратегии цитокин-медиированного культивирова-
ния ПК основаны на естественном взаимодействия нишевых се-
кретируемых факторов и гСПК. В последних опубликованных 
клинических исследованиях МСК-опосредованной экспансии, [9] 
МСК культивировались из «готовых» мезенхимальных клеток-
предшественников, повышая доступность клеток и их рост до ко-
личеств, необходимых для со-культивирования с ПК в течение 4 
дней. Первые результаты этого клинического испытания были за-
регистрированы в исследовании с участием 31 пациента, перенес-
ших миелоаблативную трансплантацию гемопоэтических ство-
ловых клеток (гСК). Семь пациентов получили ПК, культивиро-
ванную с МСК, полученными от членов семьи и 24 пациента по-
лучили ПК, культивированную на сторонних МСК; все пациен-
ты также получили второй необработанный образец ПК. МСК-
культивированная ПК показала 12,2-кратное увеличение ОяК, 
30,1-кратное увеличение CD34 + клеток и 17,5-кратное увеличе-
ние КОЕ-образования. Медиана времени приживления составила 
15 дней, и у 23 из 24 пациентов, получивших ПК, культивирован-
ную на сторонних МСК зарегистрировано приживление (один па-
циент умер от раннего грибкового сепсиса до приживления); ме-
диана времени до восстановления тромбоцитов — 42 дня. Ранний 
химеризм на 25–30 день у 54% пациентов был только от необра-
ботанного образца, в то время как у 46% химеризм от обоих об-
разцов ПК. Через 6 месяцев, только у 13% пациентов регистри-
ровался химеризм от культивированного образца, а через 1 год, у 
всех пациентов химеризм определялся преимущественно от не-
обработанного образца. Частота острой РТПХ 2–4 степени была 
42%, а 3–4 степени — 13% . Эти данные показывают, что МСК-
культивированная ПК может, хотя и временно, прижиться и сде-
лать это раньше, чем обычное приживление ПК. 

Никотинамид-опосредованная экпансия
Никотинамид является формой витамина В3 и предшествен-

ником окисленного никотинамид-аденин-динуклеотида (НАД). 
Функция нескольких ферментов, а именно семейства сиртуина, 
зависит от НАД. Прототип семейства сиртуинов, SIRT1, обладает 
множеством биологических эффектов, включая клеточное деле-
ние, восстановление ДНК и др. в различных типах клеток, вклю-
чая эндотелиальные, кардиальные и клетки скелетной мускулату-
ры. На основании ряда доклинических исследований, был разра-
ботан продукт для клинического применения NiCord® (Gamida-
Cell, Израиль), проходящий I и II фазы клинических испытаний. 
завершившееся пилотное исследование безопасности и эффек-

тивности у 11 взрослых после миелоаблативной двойной транс-
плантации ПК по поводу онкогематологических заболевания-
ми, показало 486-кратное увеличение в ОяК и 72-кратное увели-
чение количества CD34 + клеток после лечения одним образцом 
ПК с NiCord® плюс цитокины [10]. Медиана времени приживле-
ния составила 13 дней, у одного пациента развилась недостаточ-
ность трансплантата. У шести пациентов определялось долго-
срочное миелоидное приживление только ПК, культивированной 
по методу NiCord®, и у одного пациента через 3 года после транс-
плантации наблюдался смешанный химеризм. Важным отличием 
испытания NiCord® от других испытаний является то, что из одно-
го образца ПК выделялись для культивирования AC133 + клетки, 
имеющие, как известно, характеристики стволовых клеток, анало-
гичные CD34 + клеткам, которые затем криоконсервировались до 
трансплантации, когда они вводились совместно с культивирован-
ной ПК. Как и в других исследованиях, также вводилась и необ-
работанная ПК. Это исследование является первым, показавшим, 
что культивированный продукт может иметь долгосрочное при-
живление у большинства пациентов, прошедших лечение. биоло-
гическое действие вводимых неселективных AC133- клеток неиз-
вестно, хотя можно предполагать, что там могут быть клеточные 
популяции (Т-клетки и другие вспомогательные клетки), которые 
облегчают приживление обработанной (или, в теории, даже необ-
работанной) ПК. 

SR1-опосредованная экспансия
Исследование с использованием скрининга на основе анализа 

изображения выявило производное пурина, stem-regenin 1 (SR1), 
способствующее ex vivo экспансии гСПК с помощью вовлече-
ния арилуглеводородного рецептора. В скрининге с высокой про-
пускной способностью, использовались CD34 + клетки, получен-
ные из мобилизованной периферической крови человека, которые 
культивировались в бессывороточной среде с тромбопоэтином, 
SCF, Flt3 лигандом и IL-6. Эти условия обеспечивали устойчивую 
пролиферацию, а также сопровождались гемопоэтической диф-
ференциацией и потерей активности приживления. Платформа 
двойной ТПК также использовалась для первого исследования на 
человеке с использованием SR1-опосредованной экспансии выде-
ленных CD34 + клеток ПК у пациентов с миелоаблативной транс-
плантацией по поводу гематологических злокачественных ново-
образований. Стратегия была модифицирована — ранее собран-
ная и криоконсервированная популяция CD34-клеток вводилась 
одновременно с отбором CD34+ клетки для культуры. Этот под-
ход основан на доклинических наблюдениях над NOD/SCID/гам-
ма мышами, культивированные клетки ПК у которых показывали 
улучшенное долгосрочное конкурентное преимущество при реин-
фузии CD34- клеток. 

В отличие от результатов оригинальных стратегий экспансии, 
открытых в 1990-х и начале 2000-х годов, уже сейчас понятно, что 
на примитивные гемопоэтические клетки-предшественники мож-
но воздействовать, то есть гСК ПК можно культивировать, ис-
пользуя один из нескольких уникальных подходов (Табл. 1). 

В настоящий момент все эти методики кажутся безопасными, 
без каких-либо наглядных побочных эффектов. Тем не менее, су-
ществуют ограничения для стратегий на основе экспансии. Во-
первых, для культивирования требуется задержка в 10-14 дней, 
что не может быть приемлемо для пациентов со злокачественны-
ми новообразованиями высокого риска и нестойкой ремиссией. 
Во-вторых, за исключением исследования по Nicord®, в предыду-
щих исследованиях большинство пациентов, получивших образ-
цы культивированной ПК продемонстрировали лишь кратковре-
менное приживление.

И, наконец, затраты, связанные с манипуляциями с ПК могут 
быть значительными. Стоимость отдельного образца ПК зависит 
от конкретного банка клеток и от проведенных анализов. Лучшие 
оценки варьируют от US $ 34000 до $ 59000 для одного образца 
ПК, и удваиваются при выполнении двойной трансплантации ПК 
[11], [12]. Стоимость продуктов, используемых в настоящее время 
для манипуляций с ПК, пока неизвестна. 

В перспективе, дальнейшее совершенствование протоколов экс-
пансии гСК ПК должно вести к сокращению сроков пребывания 
в стационаре, особенно в отделении интенсивной терапии — все-
му, что будет способствовать снижению заболеваемости, ассоции-
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рованной с трансплантацией, и приведет к улучшению результа-
тов лечения пациентов.

Таблица 1 
Сводный обзор результатов исследований 

культивирования пуповинной крови (медианы).

Стратегия Экспансия 
(кратность)

Доза клеток (на кг массы тела) Прижив-
ление 
(сутки)

РТПХБез 
обработки

Обрабо-
танный Общая

С цито-
кинами 
(n=37) 

[6]

ОЯК: 56 
CD34+: 

4

ОЯК: 
1,2×107 
CD34+: 
7,4×104

н/д

ОЯК: 
1,0×107 
CD34+: 
10,4×104

N: 28 
Plt:108

II-IV ст. у 
20 из 30 
пациен-

тов

ТЭПА 
(n=10) 

[7]

ОЯК: 161 
CD34+: 

2,3

ОЯК: н/д 
CD34+: 
0,4×105

ОЯК: 
0,6×106 
CD34+: 
1,2×105 

н/д N: 30 
Plt: 48 

II ст. у 4 
из 9 па-
циентов

Notch с 
DLL1ext-IgG 
(n=10) 

[8]

ОЯК: 562 
CD34+: 

164

ОЯК: 
3.3×107 
CD34+: 
2,4×105

ОЯК: 
4,6×107 
CD34+: 
6×106

н/д N: 16 
Plt: н/д

II ст. у 10 
пациен-

тов

с МСК 
(n=31) 

[9]

ОЯК: 
12,2 

CD34+: 
30,1

ОЯК: 
2,3×107 
CD34+: 
0,4×105

ОЯК: 
5,8×107 
CD34+: 
1.0×106

ОЯК: 
8,3×107 
CD34+: 
1,2×106

N: 15 
Plt: 42 

II-IV ст. у 
13 паци-

ентов

NiCord® 
(n=11) 

[10]

ОЯК: 486 
CD34+:72

ОЯК: 
2,6×107 
CD34+: 
0,6×105

ОЯК: 
2,5×107 
CD34+: 
3,5×106

н/д N: 13 
Plt: 33

II ст. у 5 
пациен-

тов

Примечания: ОяК — общее количество ядросодержащих кле-
ток, ТЭПА- тетраэтиленпентамин, н/д — данные отсутствуют, N 
— нейтрофилы, Plt — тромбоциты
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Ivolgin D.A., Enukashvili N.I., 
Aizenshtadt А.А., Adylov S.F.

MODIFICATION OF HAEMOPOIETIC STEM 
CELLS ISOLATION AND PURIFICATION 

FOR SUBSEQUENT EXPANSION
North-Western State Medical University n.a. I. I. Mechnikov, SRL of 

cell technologies, Saint-Petersburg, Russian Federation;
Stem Cell Bank Pokrovskij, Saint-Petersburg, Russian Federation

Abstract. Umbilical cord blood derived stem cells (UCB SC) 
expansion is one of the promising areas for improving engraftment 
and thus enhance the effectiveness of therapy. The goal of this 
work is the selection of a number of conditions for the successful 
cultivation. The coefficient of USB dilution with PBS (HyClone) 
buffer, containing 0.02% EDTA, as well as the effect of the dilution 
buffer (Hanks' solution, HyClone + 0.02% EDTA and PBS + 0.02% 
EDTA) application influence on separation purity and viability of cells 
isolated from 18 USB samples and cultured was examined. When 
selecting the dilution factor for UCB it was found that for PBS + 
0.02% EDTA buffer before centrifugation on Ficoll the optimal one 
is 1:1. In case of the larger dilution CD34 + cells percentage in the 
mononuclear fraction before and after the separation (96–99% vs. 
91% at a dilution of 1: 1) increases, but cell viability reduced (34% 
at a dilution of 1: 3, compared to 75% at a dilution of 1:1). The cell 
concentration after three days of cultivation increased to 8 * 104-105 

cells / ml, with the percentage of CD34 + cells of 100%. 80% of CD34 
+ cells were CD133 + and CFU-test showed that 85% from them on 
expansion day 7 in methylcellulose medium were CFU-GM, 1.3% — 
CFU-M, 5.1% — CFU-G and 11.5% — BFU-E + CFU -E. It should 
be noted the appearance of a fibroblast-like cells in the colonies on the 
7 day of cultivation, indicating the presence of other types of stem and 
progenitor cells in the specimens. Thus, sample preparation conditions 
chosen enabled to isolate hematopoietic stem cells (HSCs) from fresh 
UCB with high purity level (91–99%) and high proliferative potential.

Keywords: stem cells, umbilical cord blood, ex vivo expansion, 
CD34+ cells
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ингибируют экспрессию Runx2, Osterix в остеобластах, усилива-
ют экспрессию RANKL и OPG в остеобластах и эпителиальных 
клетках [2]. Данные эффекты могут оказывать влияние на долго-
временную стабильность имплантатов. Один из способов повы-
шения биосовместимости металлов — это модификация состава 
и структуры их поверхности. Нами для улучшения остеоинтегра-
тивных свойств поверхность пористых титановых имплантатов 
была модифицирована углеродсодержащими алмазоподобными 
пленками, полученными методом импульсного дугового распыле-
ния графитовой мишени.

Исходя из вышесказанного, цель данного исследования — оце-
нить биосовместимость композитов «пористый титан — алмазо-
подобное покрытие» (ПTi(а-С)) в эксперименте. 

Материалы и методы 
Эксперимент in vitro выполнен с использованием 7 половозре-

лых кроликах стадного разведения, in vivo на 33-х кроликах. Все 
манипуляции с животными выполняли в соответствии с требова-
ниями гОСТ Р ИСО 10993.2-99. 

In vitro оценивали способность к колониеобразованию и жиз-
неспособность миелокариоцитов, культивируемых в присут-

УДК 591.84:616-092.9

Макарова Э.Б., Захаров Ю.М., Осипенко А.В., Кудрявцева И.П. , Рубштейн А.П., Корч М.А. 
ОСОБЕННОСТИ ФОРМИРОВАНИЯ КОСТНОЙ ТКАНИ  

НА ТИТАНОВЫХ МАТРИЦАХ С АЛМАЗОПОДОБНЫМ ПОКРЫТИЕМ 
IN VITRO И IN VIVO

ФгбУ «УНИИТО им. В.Д. Чаклина, г. Екатеринбург, Российская Федерация; 
Южно-Уральский государственный медицинский университет,

г. Челябинск, Российская Федерация;
гбОУ ВПО Уральский государственный медицинский университет, г. Екатеринбург, Российская Федерация;

Институт физики металлов УрО РАН, г. Екатеринбург, Российская Федерация 

Резюме. Цель данного исследования — оценить биосовме-
стимость композитов «пористый титан — алмазоподобное по-
крытие» (ПTi(а-С)) в эксперименте. Эксперимент выполнен на 
40 кроликах. In vitro выявлено отсутствие токсического влияния 
ПTi(а-С) на миелокариоциты кроликов. In vivo ПTi(а-С) обладает 
способностью активировать остеогенез особенно на ранних сро-
ках наблюдения (4–16 недель после операции) по сравнению с по-
ристым титаном без покрытия. Происходит увеличение количе-
ства остеогенных клеток, количества клеток, экспрессирующих 
щелочную фосфатазу в прооперированном сегменте кости. В ре-
зультате при имплантации ПTi(а-С) образуется функционально 
более зрелая и прочная костная ткань. 

Ключевые слова: титан, алмазоподобная пленка, костная 
ткань, регенерация

Распространенность титана и его сплавов в качестве материа-
лов для изготовления костных имплантатов определяется его вы-
сокой коррозионной стойкостью и биотолерантностью [1]. Одна-
ко титан в тканях организма подвергается коррозии [2], его ио-
ны в клинически значимых концентрациях снижают жизнеспо-
собность остеобластов, остеокластов, эпителиальных клеток [3], 


