
нений). Рецидив заболевания наблюдался у 2 (8 %) больных, не отмечалось 
приживления трансплантата у 2 (8 %) пациентов. Общая выживаемость после 
трансплантаций ПК составила 72 % (18 пациентов), общая безрецидивная вы
живаемость 56 % (14 пациентов) (медиана наблюдения 150 дней).

Выводы
Таким образом, данные результаты показывают, что трансплантация гемо- 

поэтических стволовых клеток пуповинной крови — эффективный метод ле
чения онкогематологических заболеваний, является безопасным для донора 
(отсутствует риск для здоровья матери и ребенка), обеспечивается быстрый 
подбор трансплантата (так как все ЕПК, находящиеся на криогенном хране
нии, прошли HLA-типирование; возможна трансплантация при неполной HLA- 
совместимости). Целесообразно расширение регистра банков пуповинной 
крови для повышения вероятности подбора подходящей ЕПК для реципиента.
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В настоящее время нет единой точки зрения об эффективной терапевтиче
ской дозе гемопоэтических стволовых клеток (ГСК). По данным Э. Глюкман для 
успешного приживления трансплантата необходимо вводить реципиенту не ме
нее 300*10s ядросодержащих клеток пуповинной крови или 1*105 CD 34+ кл./ 
кг [6]. Опыт работы Института стволовых клеток человека, г. Москва говорит 
о том, что критическая доза клеток, меньше которой смертность значительно



возрастает, составляет 1,7*105 CD 34+ кл./кг [2]. Исследования, проведенные 
V. Rocha, свидетельствуют, что критически значимым для клинического исполь
зования будет содержание ядросодержащих клеток пуповинной крови менее 
2,5х Ю7 кл./кг, а количество CD34+ клеток менее 2х 10s кл./кг [3]. Исследования, 
проведенные в Институте молекулярной биологии и биохимии им. М. А. Айтхо- 
жина (Казахстан), позволили установить, что трансплантация 1*106кл./кг куль
тивированных ГСК лабораторным крысам стимулирует процессы репаративно- 
го моделирования миокарда и ангиогенез после индуцированного инфаркта ми
окарда [1]. Целью данного исследования стало изучение влияния различных доз 
ГСК при проведении сочетанной трансплантации с мультипотентными мезенхи
мальными стромальными клетками (ММСК) на регенерацию миелоидной тка
ни после воздействия ионизирующего излучения.

Эксперименты выполнены на 36 белых лабораторных мышах-самцах воз
раста 3-4 месяцев, массой 25-30 г. Эксперименты по получению культуры 
ММСК и ГСК выполнены из плаценты (хорион) 10 лабораторных животных 
мышей-самок возраста 3-4 месяца, массой 30 г, срок гестации 14 дней. Изуча
лось воздействие ионизирующего излучения дозой 4,0 Гр. Животным опытной 
группы внутривенно вводилась суспензия ММСК и ГСК. Было изучено влияние 
ГСК в дозах 250 тыс. клеток/кг, 300 тыс. клеток/кг, 330 тыс. клеток/кг при про
ведении сочетанной трансплантации с ММСК в дозе 6 млн.кл./кг. Клетки пе
ред сочетанной трансплантацией были суспендированы в 0,2 мл 0,9 % раство
ра NaCl. Контрольной подгруппе вводили 0,9 % раствор NaCl — 0,2 мл внутри
венно. Внутривенные введения осуществлялись через 1 час после облучения 
однократно. Забой животных осуществлялся на 1 и 7 сутки после облучения.

Культивирование ММСК проводилось в условиях СО, — инкубатора при 
температуре 37 °С с содержанием углекислого газа 5 % и влажностью 90 
%. Для трансплантации лабораторным животным были использованы клет
ки третьего пассажа. Идентификация ММСК была проведена по способно
сти полученной культуры клеток дифференцироваться в адипоцитарном и 
остеогенном направлениях [4]. Также принадлежность полученных клеток 
к ММСК была доказана иммуноцитохимическим методом с использовани
ем набора Mesenchymal Stem Cell Characterization Kit (Millipore) [5]. При 
этом были использованы позитивные (интегрин pi, CD54, фибронектин, 
коллаген I типа) и негативные маркеры (CD14 и CD45). Выделение ГСК осу
ществлялось методом прямой иммуномагнитной сепарации по антигенам 
SCA-1 (StemCell Technologies, Канада) и CD117 (StemCell Technologies, Ка
нада). Проведенные исследования позволили установить, что содержание 
клеток после иммуномагнитной сепарации с иммунофенотипом CD117+, 
Sca-1+, Lin- составило 70-93 %. Жизнеспособность клеток, определенная с 
использованием трипанового синего составила 95-97 %.

Определяли общее количество миелокариоцитов в костном мозге бе
дренной кости. Мазки костного мозга окрашивали по Паппенгейму. Под
счет миелограммы производили на 500 клеток. Оценка пролиферативной 
активности элементов гранулоцитарного и эритроидного ростков произво
дилась в цитологических мазках костного мозга с помощью митотического 
индекса соответствующих дифферонов.



Количество митотически делящихся элементов изучаемого ростка
МИ = —  ----------------------------------------------------------- * 1000 %о

1000 подсчитанных клеток костного мозга

С целью определения содержания цитогенетически измененных клеток 
производился микроядерный тест.

Число полихроматофильных эритроцитов с микроядрами
МЯТ  ---------------------------------------------------------------- * 1000 %о

1000 полихроматофильных эритроцитов

При определении числа ретикулоцитов их подсчитывали в окрашенных 
бриллиант -  крезил -  блау мазках крови (на 2000 эритроцитов) с последую
щим переводом результата в единицы СИ -  гига на литр (Г/л). Мазки перифе
рической крови окрашивали по Романовскому. Подсчет лейкоцитарной форму
лы проводили на 200 клеток.

Цитологические препараты костного мозга и периферической крови анализи
ровались с помощью микроскопа Micros МС-50 (Австрия) при увеличении 100*15.

Для каждого ряда значений показателя вычисляли среднюю арифметиче
скую, стандартную ошибку среднего. Достоверность отличий в сравниваемых 
выборках проведено по критерию Манна -  Уитни (U). В некоторых случаях для 
вычисления статистической значимости полученных результатов использовал
ся критерий хи-квадрат (х2). Статистическая обработка данных проведена с по
мощью программного пакета SPSS Statistics (версия 17.0). Вероятность разли
чий считалась достоверной при значениях р < 0,05.

Результаты и обсуждение
На 7 сутки после воздействия ИИ на фоне сочетанной трансплантации 

ММСК в дозе 6 млн кл./ кг и ГСК в дозе 250 тыс. кл./кг в костном мозге дан
ные не отличались от показателей контрольной группы. В то же время при вве
дении ММСК в дозе 6 млн кл./ кг и ГСК в дозе 300 тыс. кл./кг отмечено увели
чение количества митозов в эритроидном и гранулоцитарном ростках. Однако 
это не привело к увеличению количества отдельных фракций клеток эритроид- 
ного ростка, а также к существенному изменению общего количества эритро- 
идных клеток и гранулоцитарных клеток (таблица 1).

На фоне трансплантации ММСК в дозе 6 млн. кл./кг и ГСК в дозе 330 тыс. 
кл./кг на 7 сутки после воздействия ИИ выявлено увеличение содержания мие- 
лобластов, миелоцитов, а также палочкоядерных и сегментоядерных форм лей
коцитов соответственно на 75,3 %, 51,1 % и 21,7 % относительно контрольной 
группы. Указанные изменения привели к активации гранулоцитопоэза и уве
личению общего содержания гранулоцитов на 23,6 % (Гр. эл.: 5,38 ± 0,19 млн 
клеток/бедро, р < 0,05). В эритроидном диффероне выявлено увеличение со
держания полихроматофильных нормобластов (1,34 ± 0,06 млн клеток/бедро, 
р < 0,05). При этом отмечено увеличение общего содержания эритроидных 
элементов на 22,1 % (таблица 1).

При изучении данных периферической крови на 7 сутки после воздействия 
ИИ на фоне сочетанной трансплантации ММСК в дозе 6 млн. кл./кг и ГСК в до
зах 250 тыс. кл./кг и 300 тыс. кл./кг выявлено низкое содержание ретикулоци-



Таблица 1
Содержание клеток костного мозга в бедренной кости зрелых лабораторных 
мышей на 7 сутки после воздействия ИИ на фоне сочетанной трансплантации 
стволовых клеток, М ± m, п = 9

Наименование 
клеточных элементов

Содержание клеток (млн. клеток/бедро),

NaCl

ММСК (6 млн 
клУкг) и ГСК 

(250 тыс. кл./ 
кг)

ММСК (6 млн 
клУкг) и ГСК 

(300 тыс. клУ 
кг)

ММСК (6 млн 
клУкг) и ГСК 
(330 тыс. клУ 

кг)
Миелокариоциты (общее число) 7.98 ± 1.35 8.00 ± 0.76 8.61 ± 0.33 10.07 ± 0.83*

Нейтро-
фильные
клетки

миелобласты 0.15 ± 0,03 0.14 ± 0.03 0.16 ± 0.03 0.26 ± 0.03*
промиелоциты 0.11 ± 0.02 0.10 ± 0.02 0.10 ± 0.02 0.13 ± 0.02
миелоциты 0.15 ± 0.03 0.14 ±  0.03 0.15 ± 0.03 0.22 ± 0.03*
метамиелоциты 0.42 ± 0.02 0.43 ± 0.02 0.44 ± 0.02 0.47 ± 0.02
палочкоядерные 
и сегментоядерные 3.40 ± 0.06 3.55 ± 0.07 3.73 ± 0.05 4.14 ± 0.05*

Эозинофилы (всех генераций) 0.14 ± 0.02 0.12 ± 0.03 0.11 ± 0 .0 2 0.16 ± 0.02
Все гранулоцитарные элементы 4.35 ± 0.40 4.48 ± 0.52 4,69 ± 0.39 5.38 ± 0.19*
Эритробласты 0.022 ± 0.004 0.025 ± 0.002 0.022 ± 0.004 0.02 ± 0,01

Нормо-
бласты

базофильные 0.30 ± 0.07 0.31 ± 0.07 0,30 ± 0.06 0.40 ± 0.04
полихроматофильные 1.15 ± 0,04 0.98 ± 0.30 1.02 ± 0 .3 0 1.34 ± 0.06*
оксифильные 0 0 0 0 .0 5  ±  0 .05

Все зритроидные элементы 1.48 ± 0.08 1.31 ± 0 .2 7 1.31 ± 0 .3 0 1.80 ± 0 ,0 8 *
Лимфоциты 1.67 ± 0 .3 3 1.97 ± 0.40* 2.35 ± 0 .38* 1.93 ± 0 .1 4
Прочие 0.21 ± 0.02 0 .2 5  ±  0 .0 3 * 0.27 ± 0.04* 0.24 ± 0.04
Индекс созревания нейтрофилов 0 .2 5  ±  0 .0 3 0.24 ±  0.04 0 .2 3  ±  0 .0 2 0.26 ± 0.01
Индекс созревания 
эритронормобластов 0.78 ± 0.03 0.68 ± 0 .1 7 0.69 ± 0.17 0.77 ± 0.02

Примечание: * отличие от контрольной подгруппы зрелых животных (после 
воздействия ИИ), достоверно с р < 0,05.

тов и лейкоцитов по сравнению с контролем. При этом обнаруженные изме
нения соответствовали данным, полученным при анализе клеточного состава 
костного мозга (таблица 2).

В то же время при трансплантации ММСК в дозе 6 млн кл./ кг и ГСК в дозе 
330 тыс. кл./кг отмечено увеличение содержания ретикулоцитов (123,17 ± 9,50 
Г/л, р < 0,05) на 24,6 %, лейкоцитов (9,72 ± 0,49 Г/л, р < 0,05) на 30,1 % отно
сительно контрольной подгруппы (таблица 2).

При анализе содержания цитогенетически измененных клеток в костном 
мозге установлено отсутствие значимого эффекта от проведенной трансплан
тации ММСК и ГСК в дозах 250 и 300 тыс. кл./кг. При этом показатель МЯТ зна
чительно превышал значения нормы (таблица 3). Тогда как при транспланта
ции ММСК в дозе 6 млн кл./ кг и ГСК в дозе 330 тыс. кл./кг при подсчете числа 
митозов в эритроидном и гранулоцитарном дифферонах обнаружено увеличе-



Таблица 2
Показатели периферической крови зрелых лабораторных мышей на 7 сутки после 
воздействия ИИ на фоне сочетанной трансплантации стволовых клеток, М ± m, п = 9

Ретикулоциты
(Г/л)

Лейкоциты
(общее

содержание)

Гранулоциты
(Г/л)

Лимфоциты
(Г/л)

Моноциты
(Г/л)

NaCI 98,83 ±  9 .50 7,47  ±  1 ,20 1,82  ±  0 ,3 8 5 ,8 0  ±  0 ,67 0 ,3 7  ±  0 ,05

М М С К (6 млн кл./кг) и 
ГСК (250  тыс. кл./кг)

96.17 ± 6 .8 3 7 .89  ±  0 ,55 1 ,87 ±  0 .33 5 ,67  ±  0 .7 6 0 ,3 6  ±  0 ,07

М М СК (6 млн кл./кг) и 
ГСК (300  тыс. кл./кг)

110,00 ± 16.67 7 ,72  ±  0 .69 1 ,87 ±  0 ,33 5 .53  ±  0 .8 4 0 ,3 2  ±  0 ,04

М М С К (6 млн кл./кг) и 
ГСК (330  тыс. кл./кг)

123,17 z 9.50* 9 .72  ±  0 ,4 9 е 2,52  ±  0 ,2 9 е 7.17 ±  0 ,3 4 е 0 ,4 3  ±  0 ,05

Примечание: -отличие от контрольной подгруппы зрелых животных (после 
воздействия ИИ), достоверно с р < 0,05.

Таблица 3
Показатели регенераторной активности и содержание цитогенетически изменен
ных клеток в миелоидной ткани лабораторных мышей на 7 сутки после воздей
ствия ИИ на фоне сочетанной трансплантации стволовых клеток, М ± m, п = 9

Параметры

Значения, %о

NaCI
ММСК (6 млн 
клУкг) и ГСК 

(250 тыс. клУк

ММСК (6 млн 
клУкг) и ГСК 

(250 тыс. клУк

ММСК (6 млн 
клУкг) и ГСК 

(250 тыс. клУк
Митотический индекс 
эритроидного дифферона

3 ,9 8  ±  0 ,4 8 4 ,3 0  ±  0 ,7 5 5 ,9 9  ±  1 ,3 7 е 5 .4 6  ±  0 ,9 2 е

Митотический индекс 
гранулоцитэрного дифферона 2,81 ±  0 ,3 9 3 ,1 5  ±  0 ,5 9 3.91 ±  0 ,6 1 е 3 ,6 5  ±  0 ,3 7 е

Содержание полихроматофильных 
эритроцитов с микроядрами 7,87  ±  0 ,9 5 е 7 ,2 0  ±  1 ,1 7 е 7 ,0 4  ±  1 ,0 8 е 2.91 ±  0 ,3 8  * *

Примечание: *отличие от контрольной подгруппы зрелых животных (после 
воздействия ИИ), достоверно с р < 0,05.

ние данных показателей на 37,42 и 29,78 % соответственно, отмечено сниже
ние содержания цитогенетически измененных клеток. При этом содержание 
полихроматофильных эритроцитов с микроядрами не только снизилось отно
сительно контрольной подгруппы, но и соответствовало значениям СУМ (та
блица 3).

Таким образом, проведенные исследования позволили обнаружить не толь
ко дозозависимый эффект трансплантированных ГСК, но и выявить мини
мальную эффективную дозу, которая бы позволила при совместном введении с 
ММСК активировать регенерацию тканей.
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При глубоком полнослойном повреждении суставной поверхности костно
хрящевые дефекты восполняются не в полном объёме и замещаются фиброз
ной тканью или волокнистым хрящом. Это приводит к прогрессированию де-
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