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À. Â. Ïàíòåëååâ, È. À. Âîðîáüåâ
Ñðàâíåíèå ýêñïðåññèè ðàííèõ ìàðêåðîâ â ïóïîâèííîé êðîâè è çàãîòîâêàõ ìîáèëèçîâàííîé êðîâè

Îñíîâíûìè èñòî÷íèêàìè êðîâåòâîðíûõ êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ, ýêñïðåññèðóþùèõ ðàííèå àíòè-
ãåíû ó ÷åëîâåêà, ÿâëÿþòñÿ òàê íàçûâàåìàÿ ìîáèëèçîâàííàÿ êðîâü, ïîëó÷àåìàÿ ïðè ñòèìóëÿöèè êðîâåò-
âîðåíèÿ ñ ïîìîùüþ ãðàíóëîöèòàðíîãî êîëîíèåñòèìóëèðóþùåãî ôàêòîðà, è ïóïîâèííàÿ êðîâü. Â íàñòî-
ÿùåé ðàáîòå ìåòîäîì ìíîãîöâåòíîé ïðîòî÷íîé ôëóîðèìåòðèè ïðîâåäåíà îöåíêà ñîäåðæàíèÿ êëå-
òîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ, îñíîâàííàÿ íà ýêñïðåññèè ìàðêåðîâ CD34, CD133, CD90, CDCP1 è CD117, à
òàêæå àêòèâàöèîííîãî ìàðêåðà CD38. Ïîêàçàíî, ÷òî êëåòêè, ïîëîæèòåëüíûå ïî êàæäîìó ìàðêåðó, âûäå-
ëÿþòñÿ â âèäå îòäåëüíîé ïîïóëÿöèè. Ñîäåðæàíèå êëåòîê, ïîëîæèòåëüíûõ ïî êàæäîìó îòäåëüíîìó ìàð-
êåðó, â ìîáèëèçîâàííîé êðîâè â 2 ðàçà è áîëåå ïðåâûøàåò èõ ñîäåðæàíèå â ïóïîâèííîé, îäíàêî ñîäåð-
æàíèå êëåòîê ñ êîìïëåêñíûìè ôåíîòèïàìè, ñîîòâåòñòâóþùèìè ðàííèì ïðåäøåñòâåííèêàì êðîâåòâîðå-
íèÿ (CD34+/CD38–/CD117–, CD133+/CD34+/CD38–, CDCP1+/CD34+/CD38– è ïð.), â ìîáèëèçîâàííîé è
ïóïîâèííîé êðîâè ñõîäíî. Ñóùåñòâóåò äîñòîâåðíàÿ ïîëîæèòåëüíàÿ êîððåëÿöèÿ â ýêñïðåññèè àíòèãåíîâ
CD34, CD133, CDCP1 è CD117 êëåòêàìè ïóïîâèííîé è ìîáèëèçîâàííîé êðîâè. Äëÿ àíòèãåíà CD90 ñó-
ùåñòâóåò êîððåëÿöèÿ ñ CD34, CD133, CD117 è CDCP1 òîëüêî â ïðîáàõ ïóïîâèííîé êðîâè. Àíàëèç êîýê-
ñïðåññèè äàííûõ àíòèãåíîâ è àêòèâàöèîííîãî ìàðêåðà CD38 ïîêàçàë, ÷òî ãèïîòåçà îá èõ ïîñëåäîâàòåëü-
íîì âêëþ÷åíèè è âûêëþ÷åíèè â õîäå äèôôåðåíöèðîâêè êðîâåòâîðíûõ êëåòîê íå ïîäòâåðæäàåòñÿ. Ìû
ïîëàãàåì, ÷òî ñóùåñòâóåò îáùàÿ ðåãóëÿöèÿ ýêñïðåññèè CD34, CD133, CDCP1 è CD117, ýêñïðåññèÿ
CD38 ìîæåò îáðàòèìî âûêëþ÷àòüñÿ íà äèôôåðåíöèðóþùèõñÿ êðîâåòâîðíûõ êëåòêàõ, à ýêñïðåññèÿ
CD117 âîçíèêàåò íå òîëüêî íà êëåòêàõ, êîììèòèðîâàííûõ â ñòîðîíó ìèåëîïîýçà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ïðîòî÷íàÿ öèòîìåòðèÿ, ñòâîëîâûå êëåòêè, CD34, CD133, CD117, CDCP1, ïó-
ïîâèííàÿ êðîâü, ìîáèëèçîâàííàÿ êðîâü.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÁÑÀ — áû÷èé ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí, ÑÊÊ — ñòâîëîâûå êëåòêè
êðîâè, AlexaFL750 — Alexa Fluor 750, APC — àëëîôèêîöèàíèí, FITC — ôëóîðåñöåèíèçîòèîöèàíàò,
LIN– — ëèíåéíî-íåãàòèâíûå êëåòêè, PBS — ôîñôàòíî-ñîëåâîé áóôåð, PE — ôèêîýðèòðèí,
PerCP-Ñy5.5 — òàíäåìíûé êðàñèòåëü ïåðèäèí õëîðîôèëë áåëîê, êîíúþãèðîâàííûé ñ öèàíèíîâûì êðà-
ñèòåëåì 5.5, 7-AAD — 7-àìèíîàêòèíîìèöèí Ä.

Ïðè ëå÷åíèè ðÿäà çàáîëåâàíèé ïðèìåíÿåòñÿ òðàíñ-
ïëàíòàöèÿ ñòâîëîâûõ ãåìîïîýòè÷åñêèõ êëåòîê. Ñòâî-
ëîâûå êëåòêè êðîâè (ÑÊÊ) ñïîñîáíû ê íåîãðàíè÷åííîìó
ñàìîâîñïðîèçâåäåíèþ, íå÷óâñòâèòåëüíû ê ðîñòîâûì ôàê-
òîðàì è ñïîñîáíû äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â òêàíåñïåöèôè÷-
íûõ ïîòîìêîâ (Bonnet, 2002; Kondo et al., 2003; Bellan-
tuono, 2004). Îíè ìàëî÷èñëåííû, ìîðôîëîãè÷åñêè íå îò-
ëè÷àþòñÿ îò äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê êðîâè è
ïðåèìóùåñòâåííî íàõîäÿòñÿ â ôàçå G0/G1 êëåòî÷íîãî
öèêëà (Âîðîáüåâ è äð., 1985; Gothot et al., 1997). Äëÿ ïîä-
ñ÷åòà ñòâîëîâûõ êëåòîê ïðè èõ çàãîòîâêå èñïîëüçóþòñÿ
ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà ïðîòèâ ïàíëåéêîöèòàðíîãî àí-
òèãåíà CD45 è ìàðêåðà ðàííèõ êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ
CD34. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïîëó÷åíû àíòèòåëà ïðîòèâ
ðÿäà äðóãèõ àíòèãåíîâ, êîòîðûå ýêñïðåññèðóþòñÿ ïðå-
èìóùåñòâåííî íà êëåòêàõ-ïðåäøåñòâåííèêàõ ãåìîïîýòè-

÷åñêîãî ðÿäà: CD133, CDCP1 è CD90. Ïîêàçàíî, ÷òî ãå-
ìîïîýòè÷åñêèå êëåòêè, ýêñïðåññèðóþùèå ýòè àíòèãåíû,
ñïîñîáíû âîññòàíàâëèâàòü ìóëüòèëèíåéíîå êðîâåòâîðå-
íèå ó èìóíîäåôèöèòíûõ ìûøåé (Yin et al., 1997; De Wyn-
ter et al., 1998; Kondo et al., 2003; Bühring et al., 2004).
Êðîìå òîãî, ÑÊÊ è êëåòêè-ïðåäøåñòâåííèêè íå ýêñïðåñ-
ñèðóþò àíòèãåíû çðåëûõ, ëèíåéíî äèôôåðåíöèðîâàííûõ
êëåòîê êðîâè (ëèíåéíî-íåãàòèâíûå), òàêèå êàê CD3,
CD19, CD14, CD56, CD66, CD2 è GlyA (Bhatia et al., 1998;
Forraz et al., 2004), ÷òî ïîçâîëÿåò âûäåëÿòü ÑÊÊ ñ ïî-
ìîùüþ êëåòî÷íîãî ñîðòåðà.

Àíòèãåí CD34 — îáùåïðèçíàííûé ìàðêåð ÑÊÊ ÷å-
ëîâåêà (Brandt et al., 1990). Êîëè÷åñòâî CD34-ïîëîæè-
òåëüíûõ êëåòîê â íîðìàëüíîì êîñòíîì ìîçãå ìîæåò ñî-
ñòàâëÿòü äî 4 % (Benedetti, 1996). Â êà÷åñòâå îñíîâíîãî
ôåíîòèïà ÑÊÊ ÷åëîâåêà ðàññìàòðèâàåòñÿ êîìáèíàöèÿ
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CD45low/CD34+/CD38– (Kondo et al., 2003). Êðîìå òîãî,
ñòâîëîâûå êëåòêè ïîëîæèòåëüíû ïî àíòèãåíàì Thy-1
(CD90) è CD49f è ñðàâíèòåëüíî áûñòðî âûâîäÿò ðîäàìèí
123 (Notta et al., 2011). Âïðî÷åì, íåãàòèâíàÿ îêðàñêà íà
CD38 èìååò îòíîñèòåëüíûé õàðàêòåð — ïîïóëÿöèè
CD34+/CD38– íå âûäåëÿþòñÿ â âèäå îòäåëüíûõ ïèêîâ íà
ãèñòîãðàììàõ (Notta et al., 2011).

Â ãðóïïå CD34+ ïðèñóòñòâóþò êëåòêè ñ ðàçëè÷íûì
äèôôåðåíöèðîâî÷íûì ïîòåíöèàëîì: ÷àñòü ñïîñîáíà
òîëüêî ê îãðàíè÷åííîé ïðîëèôåðàöèè, äðóãèå ìîãóò îá-
ðàçîâûâàòü êîëîíèè ñ íåñêîëüêèìè òèïàìè äèôôåðåíöè-
ðîâîê (Perey et al., 1998; Dykstra et al., 2007). Íåêîòîðûå
èç CD34-ïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê ýêñïðåññèðóþò ðàííèå
àíòèãåíû CD133, CDCP1, CD90 è ìàðêåðû äèôôåðåí-
öèðîâêè CD117 è CD38 (De Bruyn et al., 1995; De Wynter
et al., 1998; Buhring et al., 1999, 2004; Haeryfar, Hoskin,
2004). Èç âñåõ CD34+-êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà òîëüêî îêîëî
1—5 % íå ýêñïðåññèðóåò CD38 (Nimgaonkar et al., 1995;
D’Arena et al., 1996). Â ïóïîâèííîé êðîâè êîëè÷åñòâî
êëåòîê CD34+/CD38– áîëüøå, ÷åì â íîðìàëüíîì êîñòíîì
ìîçãå, è ñîñòàâëÿåò äî 16 % îò âñåõ CD34-ïîëîæèòåëü-
íûõ êëåòîê (D’Arena et al., 1996).

Â òî æå âðåìÿ èçâåñòíî, ÷òî ñàìûå ðàííèå êðîâåòâîð-
íûå êëåòêè ìîãóò áûòü CD34-íåãàòèâíûìè (Bhatia et al.,
1998). Òàê, êëåòêè ñ ôåíîòèïîì CD34–/CD133+, âûäåëåí-
íûå èç ïóïîâèííîé êðîâè, îáëàäàþò ñâîéñòâàìè ÑÊÊ
(Gallacher et al., 2000; Rutella et al., 2003). Ýêñïðåññèÿ àí-
òèãåíà CD133 ïîêàçàíà â ïîïóëÿöèè CD34-ïîëîæèòåëü-
íûõ êëåòîê ãåìîïîýòè÷åñêèõ ïðåäøåñòâåííèêîâ (Yin
et al., 1997). CD34–/CD133+ ìîãóò íà÷èíàòü ýêñïðåññèðî-
âàòü CD34 ïðè êóëüòèâèðîâàíèè in vitro (Zanjani et al.,
1998). CD34–/CD133+-êëåòêè ïóïîâèííîé êðîâè, âåðîÿò-
íî, ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé áîëåå ðàííèå ïðåäøåñòâåííèêè,
÷åì CD34+/CD133+ (Giebel, Punzel, 2008). Â ïîïóëÿöèè
êëåòîê CD34+/CD38– âûÿâëÿåòñÿ ýêñïðåññèÿ àíòèãåíîâ
CD133 è CDCP1. Ïðîôèëü ýêñïðåññèè CDCP1 ñõîæ ñ
CD133, îäíàêî íåèäåíòè÷åí: 99 % CDCP1-ïîëîæèòåëü-
íûõ êëåòîê ýêñïðåññèðîâàëè òàêæå CD34 è 81 % —
CD133. Âûÿâëåíà ãðóïïà êëåòîê ñ ôåíîòèïîì
CDCP1+/CD34–/CD133– (Bühring et al., 2004).

Îñîáûé èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿåò ýêñïðåññèÿ CD117. Â
êîñòíîì ìîçãå ÷åëîâåêà âûÿâëÿåòñÿ 2—5 % íîðìàëüíûõ
êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ CD117, ïðè÷åì çíà÷èòåëüíàÿ
÷àñòü ýòèõ êëåòîê êîýêñïðåññèðóåò CD34 — íå ìåíåå ïî-
ëîâèíû (Sperling et al., 1997), ïî äðóãèì äàííûì — 20 %
(Sakabe et al., 1997). Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî CD117 â õîäå
íîðìàëüíîãî ãåìîïîýçà ìîæåò ýêñïðåññèðîâàòüñÿ íà ñà-
ìûõ ðàííèõ ñòàäèÿõ äèôôåðåíöèðîâêè Ò- è Â-êëåòîê. Â
äàëüíåéøåì åãî ýêñïðåññèÿ ñîõðàíÿåòñÿ òîëüêî ïðè ñî-
çðåâàíèè ìèåëîèäíûõ ðîñòêîâ êðîâåòâîðåíèÿ, è åå óðî-
âåíü ïîñòåïåííî ñíèæàåòñÿ (Sperling et al., 1997). Îäíàêî
äðóãèå äàííûå óêàçûâàþò íà òî, ÷òî ýêñïðåññèÿ CD117
ïîçâîëÿåò ðàçäåëèòü ìèåëîèäíûå è ëèìôîèäíûå êëåò-
êè-ïðåäøåñòâåííèêè (Escribano et al., 1998). Â êëåòêàõ
íîðìàëüíîé ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè CD117 íå ýêñïðåññè-
ðóåòñÿ (Gadd, Ashman, 1985). Ïðè îñòðûõ ëåéêîçàõ
CD117 ðàññìàòðèâàåòñÿ êàê ìèåëîèäíûé ìàðêåð, ïî-
ñêîëüêó îí êðàéíå ðåäêî âñòðå÷àåòñÿ ïðè ëèìôîáëàñòíûõ
âàðèàíòàõ îñòðîãî ëåéêîçà (Sperling et al., 1997).

Áûëî âûñêàçàíî ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî ôåíîòèï
ñòâîëîâûõ êëåòîê ïëàñòè÷åí è ìîæåò èçìåíÿòüñÿ, îòðà-
æàÿ ðàçëè÷íûå ñòàäèè àêòèâàöèè êðîâåòâîðíûõ êëåòîê
(Donnelly, Krause, 2001). Ýòà ãèïîòåçà â ïðèíöèïå ñòàâèò
ïîä ñîìíåíèå âîçìîæíîñòü èäåíòèôèêàöèè ñòâîëîâûõ
êëåòîê ïî èììóíîôåíîòèïó. Îäíàêî ñóùåñòâóþùàÿ â íà-

ñòîÿùåå âðåìÿ óñïåøíàÿ ïðàêòèêà òðàíñïëàíòàöèè
CD34-ïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê ïàöèåíòàì ïîçâîëÿåò ïðåä-
ïîëîæèòü, ÷òî ýòà ïîïóëÿöèÿ ñîäåðæèò äîñòàòî÷íîå êî-
ëè÷åñòâî ñòâîëîâûõ êëåòîê.

Èñòî÷íèêàìè ñòâîëîâûõ êëåòîê è êëåòîê-ïðåäøåñò-
âåííèêîâ âûñòóïàþò êîñòíûé ìîçã, ïóïîâèííàÿ êðîâü
è ïðîäóêòû ëåéêîöèòàôåðåçà áîëüíûõ, ïðîõîäèâøèõ
ñòèìóëÿöèþ êðîâåòâîðåíèÿ ãðàíóëîöèòàðíûì êîëîíè-
åñòèìóëèðóþùèì ôàêòîðîì (ÃÊÑÔ) (Kurtzberg et al.,
1996; De Bruyn et al., 2000; Wang et al., 2009). Ïóïîâèí-
íàÿ êðîâü — ýòî äîñòóïíûé ìàòåðèàë, ñîäåðæàùèé ðàí-
íèå ãåìîïîýòè÷åñêèå êëåòêè. Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî ïóïîâèí-
íàÿ êðîâü ñîäåðæèò êëåòêè ðàííèõ ïðåäøåñòâåííèêîâ
êðîâåòâîðåíèÿ â áîëüøåé êîíöåíòðàöèè, ÷åì íîð-
ìàëüíûé êîñòíûé ìîçã âçðîñëûõ ëþäåé (Timeus et al.,
1998), îäíàêî äåòàëüíàÿ õàðàêòåðèñòèêà èììóíîôåíîòè-
ïà êðîâåòâîðíûõ êëåòîê â ïóïîâèííîé êðîâè íå ïðîâîäè-
ëàñü.

Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû ñòàëî ñðàâíåíèå ñîäåðæà-
íèÿ ðàííèõ êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ â îáðàçöàõ ïóïî-
âèííîé êðîâè è ìîáèëèçîâàííîé ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè,
÷òî ïîçâîëèò áîëåå òî÷íî îöåíèòü âîçìîæíîñòè èììóíî-
ôåíîòèïè÷åñêîãî îïðåäåëåíèÿ ýòèõ êëåòîê.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ïåðèôåðè÷åñêàÿ êðîâü, ìîáèëèçîâàííàÿ ÃÊÑÔ, áûëà
ïîëó÷åíà ó ïàöèåíòîâ, ïðîõîäèâøèõ ëå÷åíèå â ÃÍÖ
ÐÀÌÍ, 6 ÃÊÁ è ÐÎÍÖ èì. À. Ñ. Áëîõèíà. Âðåìÿ õðàíå-
íèÿ ìàòåðèàëà äî íà÷àëà ðàáîòû íå ïðåâûøàëî 12 ÷. Îá-
ðàçöû ìîáèëèçîâàííîé êðîâè áûëè ïîëó÷åíû îò ïàöèåí-
òîâ ñ ðàçëè÷íûìè îíêîãåìàòîëîãè÷åñêèìè çàáîëåâà-
íèÿìè. Çàìîðîæåííûå îáðàçöû ïóïîâèííîé êðîâè áûëè
ïîëó÷åíû îò ðîäèâøèõ æåíùèí, íå áîëåâøèõ ãåìà-
òîëîãè÷åñêèìè çàáîëåâàíèÿìè (Áàíê ñòâîëîâûõ êëåòîê).
Îáðàçöû ïóïîâèííîé êðîâè ðàçìîðàæèâàëè â òåïëîé
ïðîòî÷íîé âîäå ïðè 37 °C è ñðàçó æå ïðîâîäèëè ïðîáî-
ïîäãîòîâêó. Äëÿ êàæäîé ðàçìîðîæåííîé ïðîáû ó÷èòûâà-
ëè ñîäåðæàíèå æèâûõ êëåòîê ñ ïîìîùüþ êðàñèòåëÿ
7-àìèíîàêòèíîìèöèíà Ä (7-AAD). Îáúåì âíîñèìîãî ìà-
òåðèàëà áðàëè èç ðàñ÷åòà íå ìåíåå 106 êëåòîê â êàæäóþ
ïðîáó. Ýðèòðîöèòû ëèçèðîâàëè äîáàâëåíèåì 8.3 % õëî-
ðèäà àììîíèÿ. Îñòàâøèåñÿ êëåòêè îòìûâàëè PBS, ñîäåð-
æàùèì 1 % ÁÑÀ. Êëåòêè èíêóáèðîâàëè 30 ìèí ïðè 4 °C
ñ ìûøèíûìè àíòèòåëàìè ê ÷åëîâå÷åñêèì àíòèãåíàì; ïðî-
äîëæèòåëüíîñòü îêðàñêè äëÿ âûÿâëåíèÿ CD133 —
10 ìèí.

Â êîíòðîëüíûõ ýêñïåðèìåíòàõ èñïîëüçîâàëè ìûøè-
íûå àíòèòåëà ê IgG1, êîíúþãèðîâàííûå ñ FITC, PE,
PerCP-Ñy5.5, APC è Alexa-FL750.

Â ðàáîòå áûëè èñïîëüçîâàíû àíòèòåëà: CD34 FITC
(clone 8g12, BD Bioscience, ÑØÀ), CD34 PE (BD Bioscien-
ce, ÑØÀ), CD133 PE (clone CD133/2 PE, Miltenyi Biotec,
Ãåðìàíèÿ), CD117 PE (clone 104D2, Dako, Äàíèÿ), CDCP1
PE (anti-hCDCP1 PE, R&D Systems, ÑØÀ), CD90 FITC
(Thy-1, eBioscience, ÑØÀ), CD38 FITC (clone HIT2, eBi-
oscience, ÑØÀ), LIN- (CD3+CD19+CD56+CD14+ FITC,
Exalpha, ÑØÀ), CD34 PerCP-Ñy5.5 (clone 8g12, BD Bios-
cience, ÑØÀ), CD117 APC (BD Bioscience, ÑØÀ), CD45
Alexa-FL750 (Invitrogen, ÑØÀ), GlyA FITC (clone JC159,
Dako, Äàíèÿ) è CD66b FITC (clone G10F5, Biolegend,
ÑØÀ).

Èññëåäîâàíèå ïðîâîäèëè â äâà ýòàïà. Íà ïåðâîì ýòà-
ïå — äâóõ- è òðåõöâåòíûå ïðîáû, íà âòîðîì — ïÿòèöâåò-
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íûå. Â ïåðâóþ ãðóïïó âîøëî 28 ïðîá ìîáèëèçîâàííîé
êðîâè ïàöèåíòîâ è 38 îáðàçöîâ ïóïîâèííîé êðîâè îò 38
çäîðîâûõ æåíùèí. Âî âòîðóþ ãðóïïó âîøëî 15 îáðàçöîâ
ìîáèëèçîâàííîé êðîâè è 18 îáðàçöîâ ïóïîâèííîé êðîâè.
Âñå ïðîáû ïóïîâèííîé è ìîáèëèçîâàííîé êðîâè ïîëó÷å-
íû îò ðàçíûõ ëþäåé.

Äâóõ- è òðåõöâåòíàÿ ïàíåëü: CD38/CD34/CD90;
CD34/CD133/CD45; CD34/CD117/CD45; CD90FITC/CD34;
CD34/CDCP1/CD45; CD3+CD19+CD56+CD14+GlyA+
+CD66b/CD38/CD34. Ïÿòèöâåòíàÿ ïàíåëü: CD38/CD133/
CD34/CD117/CD45; CD38/CDCP1/CD34/CD117/CD45;
CD3+CD19+CD56+CD14+GlyA+CD66b/CD38/CD34/CD117/
CD45.

Äâóõ- è òðåõöâåòíûå ïðîáû àíàëèçèðîâàëè ñ èñïîëü-
çîâàíèåì ïðîòî÷íîãî öèòîôëóîðèìåòðà FACS Calibur
(BD Bioscience, ÑØÀ) è ïðîãðàììû CellQuest, ïÿòèöâåò-
íóþ — ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîãî öèòîôëóîðèìåòðà FACS-
Canto II (BD Bioscience, ÑØÀ) è ïðîãðàììû BD FACSDi-
va. Ïðè ïîäñ÷åòå ñîáèðàëè 5�105—5�106 êëåòîê. Ðåçóëü-
òàòû ýêñïîðòèðîâàëè â ôàéëû ôîðìàòà FSC 2.0 èëè FSC
3.0, êîìïåíñèðîâàëè è àíàëèçèðîâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì
ïðîãðàììû FlowJo (TreeStar, ÑØÀ). Äîëÿ êëåòîê ëèìôî-
öèòàðíî-ìîíîöèòàðíîãî ïîëèãîíà áûëà ïðèíÿòà çà 100 %.
Ñòàòèñòè÷åñêèé àíàëèç ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàìì
STATISTICA 6 (StatSoft, ÑØÀ) è GraphPad Prism 4.0
(GraphPad Software, ÑØÀ). Äàííûå ïðèâåäåíû â âèäå ìå-
äèàíà � ñòàíäàðòíàÿ îøèáêà, ñòàòèñòè÷åñêàÿ çíà÷èìîñòü
ðàññ÷èòàíà ïî êðèòåðèþ Ìàííà—Óèòíè ïðè P < 0.01
(åñëè íå óêàçàíî èíîãî).

Ðåçóëüòàòû

Íà ðèñ. 1 â êà÷åñòâå ïðèìåðà ïðèâåäåíû ãðàôè÷åñêèå
ðåçóëüòàòû ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè êëåòîê îáðàçöà
ïóïîâèííîé êðîâè ÷åëîâåêà, òåñòèðóåìûõ ïî íàëè-
÷èþ ïàðíûõ àíòèãåíîâ. Êëåòêè, ïîëîæèòåëüíûå ïî ýêñ-
ïðåññèè CD34, CD117, CDCP1 è CD133, âûäåëÿþòñÿ
â âèäå îòäåëüíûõ ïîïóëÿöèé (ðèñ. 1, á, ã—å). Àíàëèç
êëåòîê ïî äâóì ìàðêåðàì îäíîâðåìåííî ïîêàçàë, ÷òî
ãðóïïû CD34+/CD133+, CD34+/CD117+, CD34+/CD117–,
CDCP1+/CD117+ è CD34+/CDCP1+ òàêæå ïðåäñòàâëÿþò
ñîáîé îòäåëüíûå ïîïóëÿöèè. Îïðåäåëåíèå êîëè÷åñòâà
êëåòîê CD34+/CD38– ïðîèçâîäèëè ñ ïîìîùüþ îòñå÷åê,
óñòàíîâëåííûõ ïî íåãàòèâíîìó êîíòðîëþ (ðèñ. 1, â), ïî-
ñêîëüêó ãðóïïà íå îáðàçîâûâàëà îòäåëüíóþ ïîïóëÿöèþ.

Î ä í î- è ä â ó õ ï à ð à ì å ò ð è ÷ å ñ ê î å ñ ð à â í å í è å
ï ó ï î â è í í î é è ì î á è ë è ç î â à í í î é ê ð î â è. Ñîäåð-
æàíèå êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ êàæäûé èç ðàííèõ àíòè-
ãåíîâ, â ìîáèëèçîâàííîé êðîâè âûøå, ÷åì â ïðîáàõ ïóïî-
âèííîé êðîâè, íå ìåíåå ÷åì â 2 ðàçà (òàáë. 1). Óðîâíè ýêñ-
ïðåññèè CD133, CDÑP1, CD34 è CD117 êîððåëèðóþò
äðóã ñ äðóãîì â ïðîáàõ ïóïîâèííîé è ìîáèëèçîâàííîé
êðîâè ñ âûñîêèì êîýôôèöèåíòîì (òàáë. 2, 3).

Áîëüøèíñòâî êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ CD34, íå íå-
ñåò àíòèãåíîâ ëèíåéíî-êîììèòèðîâàííûõ êëåòîê
(80—89 % âñåõ êëåòîê CD34+ ÿâëÿþòñÿ ëèíåéíî-íåãà-
òèâíûìè), íî òîëüêî 15—22 % CD34-ïîëîæèòåëüíûõ
êëåòîê íå íåñóò ìàðêåð CD117 (òàáë. 4). Â ìîáèëèçî-
âàííîé êðîâè êëåòîê ñ ôåíîòèïàìè CD34+/CD117– è
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Ðèñ. 1. Ýêñïðåññèÿ ðàííèõ àíòèãåíîâ â ïðîáå ïóïîâèííîé êðîâè.

à — êëåòêè ïóïîâèííîé êðîâè ãåéòèðîâàíû â ëèìôîöèòàðíî-ìîíîöèòàðíîì ðåãèîíå R1; á — ïîïóëÿöèÿ CD34-ïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê (îáëàñòü R2);
â — êëåòêè CD34+/CD38– íå âûÿâëÿþòñÿ â âèäå îòäåëüíîé ïîïóëÿöèè (îáëàñòü R3); ã — ïîïóëÿöèÿ CD117-ïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê (îáëàñòü R4); ä —

ïîïóëÿöèÿ CDCP1-ïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê (îáëàñòü R5); å — ïîïóëÿöèÿ CD133-ïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê (îáëàñòü R6).



CD34+/LIN– áîëüøå, ÷åì â ïóïîâèííîé. Êîëè÷åñòâî êëå-
òîê CD34+/LIN– îêàçàëîñü çíà÷èòåëüíî áîëüøå, ÷åì
CD34+/CD117–.

Ê î ë è ÷ å ñ ò â î ê ë å ò î ê ñ ô å í î ò è ï î ì C D 3 4+/
C D 3 8– â ïðîáàõ ìîáèëèçîâàííîé êðîâè íèæå, ÷åì â ïó-
ïîâèííîé (òàáë. 4). Çíà÷èòåëüíàÿ ÷àñòü êëåòîê
CD34+/CD38– ýêñïðåññèðóåò ìèåëîèäíûé àíòèãåí CD117,
à ÷àñòü êëåòîê íåñåò ëèíåéíî-ñïåöèôè÷åñêèå àíòèãåíû
çðåëûõ êëåòîê. Ìû íå îáíàðóæèëè êëåòîê ñ íèçêèì óðîâ-
íåì ýêñïðåññèè CD117, îïèñûâàåìûõ â ðàííèõ ðàáîòàõ
(Kawashima et al., 1996), êîòîðûå áûëî áû âîçìîæíî âû-
äåëèòü â îòäåëüíóþ ïîïóëÿöèþ. Ñîäåðæàíèå êëåòîê ñ ôå-
íîòèïàìè CD34+/CD38–/CD117–, CD34+/CD38–/CDCP1+ è
CD34+/CD38–/CD133+ â ïóïîâèííîé è ìîáèëèçîâàííîé
êðîâè ñõîäíî (òàáë. 4). Êëåòêè ïóïîâèííîé êðîâè
CD34+/CD38– îáîãàùåíû ýêñïðåññèåé CD117 ïî ñðàâíå-
íèþ ñ ìîáèëèçîâàííîé. Â ïóïîâèííîé êðîâè äîëÿ
CD38-îòðèöàòåëüíûõ ñîáûòèé îò âñåõ CD133+/CD34+,
CD34+/CDCP1+ è CD34+/CD117– çíà÷èìî áîëüøå, ÷åì â
ìîáèëèçîâàííîé. Äîëè êëåòîê CDCP1+ è CD133+ ñðåäè
CD34+/CD38– â ìîáèëèçîâàííîé è ïóïîâèííîé êðîâè
ñõîäíû è ñîñòàâëÿþò îêîëî 60 %. Ñîäåðæàíèå CD34+/
CD38–/LIN– â ïðîáàõ ïóïîâèííîé è ìîáèëèçîâàííîé êðî-
âè ñõîäíî, êàê è êëåòîê CD34+/CD38–/LIN–/CD117–

(òàáë. 4). Òàêèì îáðàçîì, ñ ó÷åòîì òðåõ ìàðêåðîâ è
áîëåå (CD34+/CD38–/CD133+, CD34+/CD38–/CDCP1+,
CD34+CD38–/CD117– è CD34+/CD38–/LIN–) êîëè÷åñòâî

êëåòîê, ñîîòâåòñòâóþùèõ ðàííèì êëåòêàì-ïðåäøåñòâåí-
íèêàì, â ïóïîâèííîé è ìîáèëèçîâàííîé êðîâè ñõîäíî.

Ñ î ä å ð æ à í è å C D 3 4 - í å ã à ò è â í û õ ê ë å ò î ÷ -
í û õ ï î ï ó ë ÿ ö è é , ý ê ñ ï ð å ñ ñ è ð ó þ ù è õ ð à í í è å
ë è í å é í î - í å ñ ï å ö è ô è ÷ í û å ì à ð ê å ð û C D 1 3 3 è
C D C P 1. Â ïðîáàõ ïóïîâèííîé è ìîáèëèçîâàííîé êðîâè
ñîäåðæàíèå êëåòîê CD34–/CD133+ çíà÷èìî íå ðàçëè÷àåò-
ñÿ (P = 0.48). Çíà÷èòåëüíàÿ ÷àñòü êëåòîê CD34–/CD133+

(70—80 %) ýêñïðåññèðóåò CD38, ÷òî ïðîòèâîðå÷èò ïðåä-
ïîëîæåíèþ îá èõ ðàííåé ïðèðîäå. Êëåòîê ñ ôåíîòè-
ïîì CD133+/CD34–/CD38– â ïóïîâèííîé êðîâè ñîäåðæèò-
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Ò à á ë è ö à 1

Ñîäåðæàíèå êëåòîê â ïðîáàõ ìîáèëèçîâàííîé
è ïóïîâèííîé êðîâè,

ýêñïðåññèðóþùèõ èññëåäóåìûå àíòèãåíû

Àíòèãåí
Ïóïîâèííàÿ êðîâü

(% êëåòîê îò âñåõ ñîáûòèé)
(n = 56)

Ìîáèëèçîâàííàÿ êðîâü
(% êëåòîê îò âñåõ ñîáûòèé)

(n = 43)

CD34+ 1.36 ± 0.09 4.00 ± 0.67

CD133+ 1.21± 0.10 3.22 ± 0.61

CD117+ 2.01 ± 0.13 4.49 ± 0.71

CD90+ 0.10 ± 0.05 (n = 31) 0.27 ± 0.16 (n = 26)

CDCP1+ 1.53 ± 0.14 4.26 ± 0.68

Ò à á ë è ö à 3

Êîýôôèöèåíòû êîððåëÿöèè Ñïèðìåíà äëÿ àíòèãåíîâ CD34, CD133, CD117,
CD90 è CDCP1 â ïðîáàõ ïóïîâèííîé êðîâè

Àíòèãåí
Êîýôôèöèåíò êîððåëÿöèè Ñïèðìåíà äëÿ ïàð àíòèãåíîâ

CD133 CD117 CD90 CDCP1

CD34 0.93 (n = 56)à 0.79 (n = 56)à 0.61 (n = 31)à 0.89 (n = 56)à

CD133 0.82 (n = 56)à 0.74 (n = 31)à 0.86 (n = 56)à

CD117 0.65 (n = 31)à 0.80 (n = 56)à

CD90 0.66 (n = 31)à

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Êîýôôèöèåíò ðàíãîâîé êîððåëÿöèè Ñïèðìåíà îïðåäåëèëè ìåæäó êîëè÷å-
ñòâîì êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ êàæäûé èç àíòèãåíîâ, ïîïàðíî. à — Íàëè÷èå äîñòîâåðíîé êîð-
ðåëÿöèè.

Ò à á ë è ö à 2

Êîýôôèöèåíòû êîððåëÿöèè Ñïèðìåíà äëÿ àíòèãåíîâ CD34, CD133, CD117,
CD90 è CDCP1 â ïðîáàõ ìîáèëèçîâàííîé êðîâè

Àíòèãåí
Êîýôôèöèåíò êîððåëÿöèè Ñïèðìåíà äëÿ ïàð àíòèãåíîâ

CD133 CD117 CD90 CDCP1

CD34 0.95 (n = 43)à 0.93 (n = 43)à 0.17 (n = 26) 0.96 (n = 43)à

CD133 0.97 (n = 43)à 0.14 (n = 26) 0.97 (n = 43)à

CD117 0.18 (n = 26) 0.97 (n = 43)à

CD90 0.13 (n = 26)

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Êîýôôèöèåíò ðàíãîâîé êîððåëÿöèè Ñïèðìåíà îïðåäåëèëè ìåæäó êîëè÷åñòâîì
êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ êàæäûé èç àíòèãåíîâ, ïîïàðíî. à — Íàëè÷èå äîñòîâåðíîé êîððåëÿöèè.



ñÿ äîñòîâåðíî áîëüøå, ÷åì â ìîáèëèçîâàííîé (òàáë. 5,
P = 0.0082).

Ìàðêåð CDCP1 âî ìíîãîì àíàëîãè÷åí CD133 è òàêæå
ïðèñóòñòâóåò íà ÷àñòè CD34-íåãàòèâíûõ êëåòîê. Â ìîáè-
ëèçîâàííîé è ïóïîâèííîé êðîâè ñîäåðæàíèå êëåòîê ñ ôå-
íîòèïîì CD34–/CDCP1+ ñõîäíî (òàáë. 5, P = 0.50). Â ïó-
ïîâèííîé êðîâè äîëÿ êëåòîê CD34– îòíîñèòåëüíî âñåõ
CDCP1+ çíà÷èìî áîëüøå, ÷åì â ìîáèëèçîâàííîé
(P < 0.0001). Â ïóïîâèííîé êðîâè îïðåäåëÿåòñÿ
0.26 � 0.02 % êëåòîê ñ ôåíîòèïîì CD34–/CD38–/CDCP1+.
Â ìîáèëèçîâàííîé êðîâè èõ äîñòîâåðíî ìåíüøå (ìåíåå
0.1 %, P < 0.0001). Â ïðîáàõ ïóïîâèííîé êðîâè ñîäåðæà-
íèå êëåòîê CD34–/CD38–/CD133+ çíà÷èòåëüíî íèæå
(òàáë. 5, P < 0.0001), ÷åì CD34–/CD38–/CDCP1+, ÷òî ïî-
çâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü îòëè÷èÿ â ýêñïðåññèè àíòèãåíîâ
CD133 è CDCP1, ñ÷èòàþùèõñÿ ãîìîëîãè÷íûìè. Â ïðî-
áàõ ìîáèëèçîâàííîé êðîâè ñîäåðæàíèå êëåòîê
CD34–/CD38–/CD133+ è CD34–/CD38–/CDCP1+ ñîñòàâëÿåò
ìåíåå 0.1 %, ñðàâíåíèå èõ êîëè÷åñòâà çàòðóäíèòåëüíî.

Áîëüøèíñòâî êëåòîê ñ ôåíîòèïàìè CD34–/CD38–/
CD133+ è CD34–/CD38–/CDCP1+ íå ýêñïðåññèðóåò CD117:
â ìîáèëèçîâàííîé êðîâè òàêèõ êëåòîê 95.83 � 4.57 è
94.59 � 1.33 %, à â ïóïîâèííîé — 78.21 � 5.28 è 87.87 �

� 2.45 % ñîîòâåòñòâåííî. Ýòî ìîæåò óêàçûâàòü íà ðàí-
íèé õàðàêòåð äàííûõ êëåòîê.

Òàêèì îáðàçîì, ïóïîâèííàÿ êðîâü îáîãàùåíà ïî
ñðàâíåíèþ ñ ìîáèëèçîâàííîé êðîâüþ CD34-íåãàòèâíûìè
êëåòêàìè, ýêñïðåññèðóþùèìè ðàííèå àíòèãåíû CDCP1+

è CD133+, â òîì ÷èñëå â ðåãèîíàõ CDCP1+/CD38– è
CD133+/CD38–.

Îáñóæäåíèå

Ïóïîâèííàÿ è ìîáèëèçîâàííàÿ êðîâü îáëàäàåò ãåòå-
ðîãåííûì êëåòî÷íûì ñîñòàâîì, ïðåäñòàâëåííûì ÑÊÊ, èõ
êîììèòèðîâàííûìè ïîòîìêàìè è ëèíåéíî äèôôåðåíöè-
ðîâàííûìè êëåòêàìè. Ìíîãèå óðîâíè ñîçðåâàíèÿ êðîâåò-
âîðíûõ êëåòîê õàðàêòåðèçóþòñÿ îïðåäåëåííûì èììóíî-
ôåíîòèïîì (Ðîéò è äð., 2001; ×åðòêîâ è äð., 2006), è â
äàííîé ðàáîòå ìû ïðîâåëè àíàëèç ôåíîòèïà ðàííèõ ãåìî-
ïîýòè÷åñêèõ ïðåäøåñòâåííèêîâ.

Äëÿ êàæäîãî èç àíòèãåíîâ CD34, CD133, CDCP1 è
CD117 îêàçàëîñü âîçìîæíûì âûäåëèòü îòäåëüíóþ ïîïó-
ëÿöèþ ïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê. Óðîâåíü ýêñïðåññèè êàæ-
äîãî àíòèãåíà â ìîáèëèçîâàííîé êðîâè áûë çíà÷èòåëüíî

778 À. Â. Ïàíòåëååâ, È. À. Âîðîáüåâ

Ò à á ë è ö à 5

Ñîäåðæàíèå CD34-íåãàòèâíûõ ãðóïï êëåòîê â ïðîáàõ ìîáèëèçîâàííîé è ïóïîâèííîé êðîâè,
ýêñïðåññèðóþùèõ ðàííèå àíòèãåíû

Àíòèãåí
(ñî÷åòàíèå àíòèãåíîâ)

Ïóïîâèííàÿ êðîâü
(% êëåòîê îò âñåõ ñîáûòèé) (n = 18)

Ìîáèëèçîâàííàÿ êðîâü
(% êëåòîê îò âñåõ ñîáûòèé) (n = 15)

CD34–/CD137+à 0.33 ± 0.04 (n = 56) 0.26 ± 0.06 (n = 43)

CD34–/CDCP1+ 0.68 ± 0.07 (n = 56) 0.80 ± 0.09 (n = 43)

CD34–/CD38–/CD133+ 0.08 � 0.01 0.04 � 0.01

CD34–/CD38–/CDCP1+ 0.26 � 0.02 0.05 � 0.01

CD34–/CD38–/CD117–/CD133+ 0.05 � 0.01 0.04 � 0.01

CD34–/CD38–/CD117–/CDCP1+ 0.04 � 0.01 0.04 � 0.01

Ï ð è ì å ÷ à í è å. à Ñðåäè êëåòîê CD34– è CD34–/CD38– äëÿ ïîñëåäóþùåãî äåòàëüíîãî àíàëèçà áûëè âûáðàíû
ãðóïïû ñ ôåíîòèïàìè CD133+/CD117– è CDCP1+/CD117–, ïîñêîëüêó ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî äàííûå ôåíîòèïû õà-
ðàêòåðèçóþò áîëåå ðàííèå êëåòêè-ïðåäøåñòâåííèêè.

Ò à á ë è ö à 4

Ñîäåðæàíèå CD34-ïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê â ïðîáàõ ìîáèëèçîâàííîé è ïóïîâèííîé êðîâè,
ýêñïðåññèðóþùèõ ðàííèå àíòèãåíû

Àíòèãåí
(ñî÷åòàíèå àíòèãåíîâ)

Ïóïîâèííàÿ êðîâü
(% êëåòîê îò âñåõ ñîáûòèé) (n = 56)

Ìîáèëèçîâàííàÿ êðîâü
(% êëåòîê îò âñåõ ñîáûòèé) (n = 43)

CD34+/CD117–à 0.28 ± 0.02 0.49 ± 0.15

CD34+/LIN– 1.02 ± 0.17 (n = 53) 3.41 ± 0.66

CD34+/CD38– 0.32 � 0.03 0.20 � 0.05

CD34+/CD38–/CD117– 0.10 � 0.010 (n = 15) 0.13 � 0.06 (n = 15)

CD34+/CD38–/LIN– 0.26 � 0.03 (n = 15) 0.18 � 0.07 (n = 15)

CD34+/CD38–/LIN–/CD117– 0.07 � 0.01 (n = 15) 0.07 � 0.03 (n = 15)

CD34+/CD38–/CD133+ 0.175 � 0.043 0.15 � 0.07

CD34+/CD38–/CDCP1+ 0.20 � 0.04 0.14 � 0.068

Ï ð è ì å ÷ à í è å. à Ñðåäè êëåòîê CD34+ è CD34+/CD38– äëÿ ïîñëåäóþùåãî äåòàëüíîãî àíàëèçà áûëè âûáðàíû
ãðóïïû ñ ìàðêåðàìè CD133+, CDCP1+, CD117– è LIN–; ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî äàííûå ôåíîòèïû õàðàêòåðèçóþò áîëåå
ðàííèå êëåòêè-ïðåäøåñòâåííèêè.



âûøå, ÷åì â ïóïîâèííîé. Ýòî ìîæåò óêàçûâàòü íà çíà÷è-
òåëüíîå îáîãàùåíèå ìîáèëèçîâàííîé êðîâè êëåòêà-
ìè-ïðåäøåñòâåííèêàìè â îòâåò íà ñòèìóëÿöèþ ÃÊÑÔ.
Âûäåëÿþòñÿ ãðóïïû, êîýêñïðåññèðóþùèå äâà àíòèãåíà,
÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ äàííûìè ëèòåðàòóðû (Bühring et al.,
1999, 2004; Haeryfar, Hoskin, 2004).

Äîëÿ ðàííèõ àíòèãåíîâ (CDCP1+ è CD133+) ñðåäè
êëåòîê CD34+/CD38– â äâóõ ãðóïïàõ ñõîäíà. Âûäåëÿåìûå
ïî êîìáèíàöèè èç òðåõ è ÷åòûðåõ àíòèãåíîâ ãðóïïû êëå-
òîê ïîêàçûâàþò áîëüøå ñõîäñòâ, ÷åì ïðè ñðàâíåíèè
ïî ýêñïðåññèè îäíîãî àíòèãåíà èëè êîýêñïðåññèè äâóõ.
Â ïðîáàõ ïóïîâèííîé è ìîáèëèçîâàííîé êðîâè âûÿâëÿ-
åòñÿ áîëüøåå êîëè÷åñòâî êëåòîê CD34–/CDCP1+, ÷åì
CD34–/CD133+. Â ïóïîâèííîé êðîâè ñîäåðæèòñÿ ñóùåñò-
âåííî ìåíüøå êëåòîê CD34–/CD38–/CD133+, ÷åì
CD34–/CD38–/CDCP1+. Â ñîâîêóïíîñòè ýòî ïîçâîëÿåò
ïðåäïîëîæèòü áîëåå ðàííåå íà÷àëî ýêñïðåññèè CDCP1 ïî
ñðàâíåíèþ ñ CD133. Êîñâåííî ïîäòâåðæäàåò ýòî îïèñà-
íèå ãðóïïû êëåòîê ñ ôåíîòèïîì CDCP1+/CD34–/CD133–

(Bühring et al., 2004). Äëÿ êëåòîê ñ ôåíîòèïàìè
CD34–/CD38–/CD133+ è CD34–/CD38–/CDCP1+ õàðàêòåðíî
îòñóòñòâèå ýêñïðåññèè CD117, ÷òî ÿâëÿåòñÿ óêàçàíèåì íà

èõ ðàííèé óðîâåíü äèôôåðåíöèðîâêè. Î÷åíü íèçêîå ñî-
äåðæàíèå êëåòîê ñ ôåíîòèïàìè CD34–/CD38–/CDCP1+ è
CD34–/CD38–/CD133+ â ïðîáàõ ìîáèëèçîâàííîé êðîâè
ìîæåò óêàçûâàòü íà òî, ÷òî ñòèìóëÿöèÿ ÃÊÑÔ èíäóöèðó-
åò ê âûõîäó â êðîâü áîëåå çðåëûå êëåòêè.

Ìû âïåðâûå ïîêàçàëè ñóùåñòâîâàíèå âûñîêîãî óðîâ-
íÿ êîððåëÿöèè ìåæäó êîëè÷åñòâîì êëåòîê, ýêñïðåññèðó-
þùèõ àíòèãåíû CD34, CD133, CD117 è CDCP1 â ïðîáàõ
ïóïîâèííîé è ìîáèëèçîâàííîé êðîâè. Ïîñêîëüêó îäíî-
âðåìåííàÿ ýêñïðåññèÿ àíòèãåíîâ íàáëþäàåòñÿ íà êðàéíå
ìàëîì êîëè÷åñòâå êëåòîê, âûñîêèé óðîâåíü êîððåëÿöèè
ïîçâîëÿåò âûñêàçàòü ïðåäïîëîæåíèÿ, âî-ïåðâûõ, î ñóùå-
ñòâîâàíèè îáùåé ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè âñåõ ðàííèõ ãå-
ìîïîýòè÷åñêèõ ìàðêåðîâ, âî-âòîðûõ, î ïîñëåäîâàòåëüíîì
ïîÿâëåíèè è èñ÷åçíîâåíèè ýêñïðåññèè ðàííèõ àíòèãåíîâ
íà ãåìîïîýòè÷åñêèõ êëåòêàõ â îïðåäåëåííîé ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè.

Ãèïîòåçà î çàêîíîìåðíîì âêëþ÷åíèè è âûêëþ÷åíèè
ýêñïðåññèè ðàííèõ ìàðêåðîâ â ïðîöåññå äèôôåðåíöèðîâ-
êè ÑÊÊ øèðîêî ðàñïðîñòðàíåíà. Íà ýòîì îñíîâàíèè áûëà
ïðåäëîæåíà ñõåìà ëèíåéíîé ýêñïðåññèè (McGuckin et al.,
2003). Èñõîäÿ èç ýòîé ãèïîòåçû äîëÿ êëåòîê â ïðîáå, ýêñ-

Ñðàâíåíèå ýêñïðåññèè ðàííèõ ìàðêåðîâ â ïóïîâèííîé êðîâè è çàãîòîâêàõ ìîáèëèçîâàííîé êðîâè 779

Ðèñ. 2. Ýêñïðåññèÿ ðàííèõ àíòèãåíîâ íà êëåòêàõ ìîáèëèçîâàííîé (à) è ïóïîâèííîé (á) êðîâè. Ñîïîñòàâëåíèå ýêñïåðèìåíòàëüíûõ
äàííûõ ñ ãèïîòåçîé ëèíåéíîãî ñîçðåâàíèÿ.

Ïî âåðòèêàëè — ïîïóëÿöèè, ïðåäñòàâëÿþùèå èíòåðåñ; ïî ãîðèçîíòàëè — øêàëà ñîçðåâàíèÿ êëåòîê âî âðåìåíè: äëèíà ñåãìåíòà ñîîòâåòñòâóåò ïðî-
öåíòíîìó ñîäåðæàíèþ ïîïóëÿöèè ñ óêàçàííûìè ôåíîòèïàìè â ëèìôîöèòàðíî-ìîíîöèòàðíîì ðåãèîíå; ñàìûå ðàííèå ãðóïïû ðàñïîëîæåíû ëåâåå, áî-
ëåå äèôôåðåíöèðîâàííûå — ïðàâåå. Ðàñïîëîæåíèå ãðóïï âûáðàíî â ñîîòâåòñòâèè ñ äàííûìè ëèòåðàòóðû. Äëèíà îêðàøåííûõ áëîêîâ — ìåäèàíà äîëè
êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ àíòèãåí(û); ãîðèçîíòàëüíûå îòðåçêè — ñòàíäàðòíàÿ îøèáêà ñðåäíåãî; áëîêè, îáîçíà÷åííûå øòðèõîâîé ëèíèåé — ïðåä-
ïîëàãàåìîå ïîëîæåíèå êëåòîê íà ñõåìå èëè èõ îæèäàåìîå êîëè÷åñòâî. Â ïðîáå ìîáèëèçîâàííîé êðîâè (à) èçìåðåííîå ñîäåðæàíèå êëåòîê
CD34+/CD117– ìåíüøå îæèäàåìîãî. Â ïðîáå ïóïîâèííîé êðîâè (á) ãðóïïû êëåòîê CD34+/CD117–, CD34+/CD117+, CD34+/CD117+, CD34 è CD117 íà
ñõåìå íàêëàäûâàþòñÿ äðóã íà äðóãà, íàðóøàÿ ëèíåéíóþ ãèïîòåçó. Ïîëîæåíèå êëåòîê CD34+/CD38–/CD117+ äâîéñòâåííî: êëåòêè ìîãóò íà÷àòü ýêñï-

ðåññèðîâàòü CD117, íå ïðèîáðåòàÿ ýêñïðåññèþ CD38, èëè, íàîáîðîò, êëåòêè CD34+/CD117+ ìîãóò ïîòåðÿòü ýêñïðåññèþ CD38 (à, á).



ïðåññèðóþùèõ àíòèãåí, õàðàêòåðèçóåò ïðîäîëæèòåëü-
íîñòü åãî ýêñïðåññèè, äîëÿ êëåòîê, îäíîâðåìåííî ýêñï-
ðåññèðóþùèõ äâà àíòèãåíà, õàðàêòåðèçóåò ïðîäîëæè-
òåëüíîñòü ñîîòâåòñòâóþùåé ñòàäèè äèôôåðåíöèðîâêè.
Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî íàèáîëåå ðàííèå
ãåìîïîýòè÷åñêèå êëåòêè, ýêñïðåññèðóþùèå CD45, ìîãóò
îáëàäàòü ôåíîòèïîì CD34–/CD133–/CD38–/CD117–/LIN–/
CDCP1+ (Bühring et al., 2004). Ïî ìåðå äèôôåðåíöèðîâêè
ýòèõ êëåòîê ïîÿâëÿþòñÿ ïîñëåäîâàòåëüíî CD133, CD34 è
CD38.

Íàøà ñõåìà è äàííûå ëèòåðàòóðû íå äàþò îòâåòà íà
âîïðîñ î òîì, ÷òî èñ÷åçàåò ðàíüøå — CD133 èëè CDCP1.
Ìàðêåðû ïðîäîëæàþò ýêñïðåññèðîâàòüñÿ íà ëèíåé-
íî-êîììèòèðîâàííûõ êëåòêàõ ìèåëîèäíîé íàïðàâëåííî-
ñòè â ðàâíîé ñòåïåíè (êëåòêè CDCP1+/CD117+ è
CD133+/CD117+ âñòðå÷àþòñÿ â ñõîäíîì êîëè÷åñòâå).
Â ñõåìå ïîñëå èñ÷åçíîâåíèÿ ýêñïðåññèè CDCP1 è CD133
íà êëåòêàõ ïðîäîëæàåò ñîõðàíÿòüñÿ ýêñïðåññèÿ CD34 è
CD117. Â äàëüíåéøåì èñ÷åçàåò ýêñïðåññèÿ CD34, à â çà-
êëþ÷åíèå è CD117. Êîëè÷åñòâî êëåòîê CDCP1+/CD117+ è
CD133+/CD117+ ìåíüøå, ÷åì CD34+/CD117+, ÷òî ñîãëàñó-
åòñÿ ñ ïðåäëàãàåìîé ñõåìîé. Íàøè ðåçóëüòàòû äëÿ ïåð-
âûõ òðåõ àíòèãåíîâ óêëàäûâàþòñÿ â ëèíåéíóþ ñõåìó êàê
äëÿ ïóïîâèííîé êðîâè, òàê è äëÿ ìîáèëèçîâàííîé. Òðóä-
íîñòè âîçíèêàþò â îòíîøåíèè ìàðêåðîâ CD38 è CD117,
åñëè ïðåäïîëàãàòü, ÷òî îíè âêëþ÷àþòñÿ íà îïðåäåëåííîì
óðîâíå äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê, è ïðè äåòàëüíîì ðàñ-
ñìîòðåíèè êîýêñïðåññèè ñ äðóãèìè ìàðêåðàìè (ðèñ. 2, à,
á). Âîçíèêàåò íàëîæåíèå ãðóïï êëåòîê CD34+/CD117–,
CD34+/CD117+, CD34+ è CD117+ äðóã íà äðóãà (ðèñ. 2, à,
á), ïðîòèâîðå÷àùåå ëèíåéíîé ãèïîòåçå.

Ïðîòèâîðå÷èÿ ñ ëèíåéíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ ýêñ-
ïðåññèè àíòèãåíîâ â õîäå äèôôåðåíöèðîâêè ìîãóò áûòü
ñóììèðîâàíû ñëåäóþùèì îáðàçîì. Âî-ïåðâûõ, 20 % êëå-
òîê CD34+/CD38– ìîãóò ýêñïðåññèðîâàòü àíòèãåíû ëèíåé-
íî-äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê èñïîëüçîâàííîãî êîê-
òåéëÿ. Âî-âòîðûõ, â ïóïîâèííîé êðîâè áîëåå ïîëîâèíû
êëåòîê ñ ôåíîòèïîì CD34+/CD38– ýêñïðåññèðóåò ìèåëî-
èäíûé àíòèãåí CD117. Â-òðåòüèõ, êîëè÷åñòâî êëåòîê ñ
ôåíîòèïàìè CD133+/CD38– è CDCP1+/CD38– ìåíüøå
îæèäàåìîãî: 70 % êëåòîê CD34–/CD133+, ñ÷èòàþùèõñÿ
ðàííèìè ïðåäøåñòâåííèêàìè, ýêñïðåññèðóþò CD38. Èñ-
õîäÿ èç ïðåäïîëîæåíèÿ î áîëåå ðàííåì ïîÿâëåíèè â ãåìî-
ïîýçå CD133 è CDCP1, ÷åì CD34, îæèäàåìîå êîëè÷åñòâî
êëåòîê CD38–/CD133+ è CD38–/CDCP1+ äîëæíî áûòü íå
ìåíüøå, ÷åì CD34–/CD133+ è CD34–/CDCP1+, à áîëüøå,
÷åì êëåòîê ñ CD34+/CD38–, ÷òî ïðîòèâîðå÷èò íåäàâíî ïî-
ëó÷åííûì äàííûì (Koutna et al., 2011). Â-÷åòâåðòûõ,
îïðåäåëÿþòñÿ êëåòêè ñ «ïðîòèâîðå÷èâûìè» ôåíîòèïàìè:
CD34–/CD38+/CD133+ è CD34–/CD38+/CDCP1+. Â-ïÿòûõ,
êîëè÷åñòâî êëåòîê ñ ôåíîòèïàìè CDCP1+/CD117+ è
CD133+/CD117+ ñëèøêîì âåëèêî, åñëè ïðåäïîëàãàòü, ÷òî
ýòè ìàðêåðû íà÷èíàþò ýêñïðåññèðîâàòüñÿ ðàíüøå CD34.

Äàííûå ôàêòû óêàçûâàþò íà òî, ÷òî ëèíåéíàÿ ñõåìà
ýêñïðåññèè ïî êðàéíåé ìåðå äëÿ CD38 è CD117 íå âûïîë-
íÿåòñÿ.

Ïðîòèâîðå÷èÿ ìîæíî ñíÿòü ñëåäóþùèìè ïðåäïîëî-
æåíèÿìè: êëåòêè CD34+/CD38– ìîãóò ïðèîáðåòàòü ýêñï-
ðåññèþ ëèíåéíûõ àíòèãåíîâ äî ïîâûøåíèÿ óðîâíÿ ýêñï-
ðåññèè CD38, à ýêñïðåññèÿ CD117 ìîæåò âêëþ÷àòüñÿ íà
êëåòêàõ ñ ôåíîòèïîì CD34–. Ýòî íå ñâèäåòåëüñòâóåò î íå-
îáðàòèìîé ìèåëîèäíîé äèôôåðåíöèðîâêå. Äàëüíåéøåå
èññëåäîâàíèå êëåòîê ñ ôåíîòèïàìè CD117+/CD133+/
CD34– è CD117+/CDCP1+/CD34– ïðåäñòàâëÿåò çíà÷èòåëü-
íûé èíòåðåñ.

Íàøè äàííûå ïîäòâåðæäàþò ïðåäïîëîæåíèå î ñòîõà-
ñòè÷åñêîì (Blackett, Gordon, 1999) èëè ðåâåðñèâíîì (Taji-
ma et al., 2001; Colvin et al., 2004) õàðàêòåðå ýêñïðåññèè
àíòèãåíîâ CD38 è CD117 íà ÑÊÊ ñàìûõ âåðõíèõ óðîâ-
íåé. Êðîìå ëèíåéíîé è ðåâåðñèâíîé ãèïîòåç ñóùåñòâóþò
åùå 2 ìîäåëè, îïèñûâàþùèå ôåíîòèï ÑÊÊ. Ìîäåëü êëî-
íàëüíîãî ðàçíîîáðàçèÿ (Sieburg et al., 2006; Wilson et al.,
2008) ïîñòóëèðóåò ñóùåñòâîâàíèå íåñêîëüêèõ ïóëîâ
(êëîíîâ) ãåìîïîýòè÷åñêèõ êëåòîê, êàæäûé èç êîòîðûõ
ñïîñîáåí äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ âî âñå òèïû êëåòîê, íî â
òåêóùèõ óñëîâèÿõ äàåò êëåòêè ïðåèìóùåñòâåííî ëèìôî-
èäíîé èëè ìèåëîèäíîé ëèíèé. «Ýâîëþöèîíèðóþùàÿ»
òåîðèÿ ðàçâèòèÿ ÑÊÊ (Donnelly, Krause, 2001) ïðåäïîëà-
ãàåò íàëè÷èå íåñêîëüêèõ ôåíîòèïè÷åñêè ðàçëè÷íûõ ïó-
ëîâ ñòâîëîâûõ êëåòîê, ñïîñîáíûõ ê ñàìîïîääåðæàíèþ è
ïëþðèïîòåíòíîé äèôôåðåíöèðîâêå. Ïåðåõîä îò îäíîãî
ôåíîòèïà ê äðóãîìó ìîæåò áûòü îáðàòèìûì.

Ñ äðóãîé ñòîðîíû, âûñîêèå óðîâíè êîððåëÿöèè ýêñï-
ðåññèè CD34, CD133, CDCP1 è CD117 ïîçâîëÿþò ïðåäïî-
ëîæèòü ñóùåñòâîâàíèå îáùèõ ôàêòîðîâ ðåãóëÿöèè ýêñï-
ðåññèè äàííûõ àíòèãåíîâ.
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G-CSF mobilized peripheral blood and cord blood are major sources of hematopoietic progenitor cells.
These cells are characterized by the expression of «early» antigens. We have evaluated the coexpression of he-
matopoietic cell markers CD34, CD133, CD90, CDCP1, CD117 and activation antigen CD38 using multicolor
flow cytometry. We show that (1) cells being positive for every single antigen form a separate population. (2)
Percentage of cells expressing each «early» antigen are twice more in the cord blood than in the mobilized blo-
od. The content of cells with complex progenitor phenotype (CD34+/CD38–/CD117–, CD133+/CD34+/CD38–,
CDCP1+/CD34+/CD38– etc.) is equal in mobilized and cord blood. (3) There are strong positive correlations
between the expression of CD34, CD133, CD117 and CDCP1 in both groups. Positive correlation exists for
CD90 with CD34, CD133, CDCP1 and CD117 only in cord blood and is not significant in mobilized blood. The
analyses of early antigens coexpression with activation marker CD38 revealed that hypothesis on sequential ac-
tivation and loss of expression of the aforementioned antigens is not confirmed. We assume that there is global
regulation of the expression of CD34, CD133, CDCP1 and CD117. Yet expression of CD38 could be reversibly
abolished during maturation of the hemapoetic cells and CD117 could be expressed not only on myeloid cells.

K e y w o r d s: flow cytometry, hematopoietic stem cell, CD34, CD113, CD117, CDCP1, cord blood,
G-CSF mobilized peripheral blood.
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