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Âîçìîæíîñòè ýêñïàíñèè ãåìîïîýòè÷åñêèõ ñòâîëîâûõ êëåòîê in vitro

Ãåìîïîýòè÷åñêèå (êðîâåòâîðíûå) ñòâîëîâûå êëåòêè (ÃÑÊ) ñ âûñîêîé ýôôåêòèâíîñòüþ îáåñïå÷èâà-
þò íåïðåðûâíîå îáíîâëåíèå ïîïóëÿöèé âñåãî ñïåêòðà ôîðìåííûõ ýëåìåíòîâ êðîâè. Òðàíñïëàíòàöèÿ
ÃÑÊ êîñòíîãî ìîçãà è ïóïîâèííîé êðîâè èñïîëüçóåòñÿ â êëèíè÷åñêîé ïðàêòèêå äëÿ âîññòàíîâëåíèÿ êðî-
âåòâîðåíèÿ ïðè ðàçëè÷íûõ ãåìàòîëîãè÷åñêèõ è îíêîãåìàòîëîãè÷åñêèõ çàáîëåâàíèÿõ ó âçðîñëûõ è äå-
òåé. Îäíàêî áîëåå øèðîêîå ïðèìåíåíèå ýòîãî ýôôåêòèâíîãî ìåòîäà ñäåðæèâàåòñÿ, â ÷àñòíîñòè, ìàëûì
êîëè÷åñòâîì ïðèìèòèâíûõ ÃÑÊ â äîñòóïíûõ îáðàçöàõ. Ýòî äåëàåò íåîáõîäèìûì ðàçðàáîòêó ýôôåêòèâ-
íûõ ïðîòîêîëîâ ýêñïàíñèè ÃÑÊ in vitro. Â äàííîì îáçîðå îáñóæäàåòñÿ êîíöåïöèÿ êîñòíîìîçãîâîé íèøè
ãåìîïîýçà êàê ñëîæíîé êëåòî÷íîé ñèñòåìû, ïðîâîäèòñÿ ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ïîòåíöèàëà ðàçíûõ ìåòî-
äîâ ýêñïàíñèè ÃÑÊ in vitro. Îáçîð èëëþñòðèðîâàí ñîáñòâåííûìè äàííûìè, ïîäòâåðæäàþùèìè ïðèíöè-
ïèàëüíóþ âîçìîæíîñòü ïðèìåíåíèÿ äëÿ ýêñïàíñèè ÃÑÊ ÷åëîâåêà in vitro ôèäåðíûõ êëåòîê ðàçíûõ òè-
ïîâ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ãåìîïîýòè÷åñêèå ñòâîëîâûå êëåòêè, ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè, ñëîæ-
íûå êëåòî÷íûå ñèñòåìû.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÃÑÊ — ãåìîïîýòè÷åñêèå ñòâîëîâûå êëåòêè, ÌÑÊ — ìåçåíõèìíûå
ñòâîëîâûå êëåòêè.

Ïîòðåáíîñòü â ýêñïàíñèè ÃÑÊ in vitro

Ãåìîïîýòè÷åñêèå (êðîâåòâîðíûå) ñòâîëîâûå êëåòêè
(ÃÑÊ) ñ âûñîêîé ýôôåêòèâíîñòüþ îáåñïå÷èâàþò íåïðå-
ðûâíîå îáíîâëåíèå ïîïóëÿöèé âñåãî ñïåêòðà ôîðìåííûõ
ýëåìåíòîâ êðîâè. Òðàíñïëàíòàöèÿ ÃÑÊ èñïîëüçóåòñÿ â
êëèíè÷åñêîé ïðàêòèêå ñ íà÷àëà 70-õ ãîäîâ ïðîøëîãî ñòî-
ëåòèÿ (Thomas et al., 1975a, 1975b) äëÿ âîññòàíîâëåíèÿ
êðîâåòâîðåíèÿ ïðè ðàçëè÷íûõ ãåìàòîëîãè÷åñêèõ è îíêî-
ãåìàòîëîãè÷åñêèõ çàáîëåâàíèÿõ ó âçðîñëûõ è äåòåé. Â òå-
÷åíèå äâóõ ïîñëåäíèõ äåñÿòèëåòèé áûëè äîñòèãíóòû çíà-
÷èòåëüíûå óñïåõè â ðàçðàáîòêå ìåòîäîâ âûäåëåíèÿ, êóëü-
òèâèðîâàíèÿ è ýêñïàíñèè ÃÑÊ (McNiece, 2007). Ñàìà
ïóíêöèÿ êîñòíîãî ìîçãà ñâÿçàíà ñ ðèñêîì ðàçâèòèÿ íåêî-
òîðûõ îñëîæíåíèé, îíà áûâàåò çàòðóäíåíà â îïðåäåëåí-
íûõ êëèíè÷åñêèõ ñèòóàöèÿõ, à ìîáèëèçàöèÿ ñòâîëîâûõ
êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà â ïåðèôåðè÷åñêèé êðîâîòîê ïðè
ïîìîùè ôàðìàöåâòè÷åñêèõ âîçäåéñòâèé (ãðàíóëîöèòàð-
íîãî êîëîíèåñòèìóëèðóþùåãî ôàêòîðà; íåéïîãåíà) ÿâëÿ-
åòñÿ âåñüìà äîðîãîñòîÿùåé ïðîöåäóðîé è òàêæå ñâÿçàíà ñ
ðèñêîì ðàçâèòèÿ íåêîòîðûõ îñëîæíåíèé.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ â øèðîêîé êëèíè÷åñêîé ïðàêòèêå
ïî-ïðåæíåìó èñïîëüçóþòñÿ äëÿ òðàíñïëàíòàöèé íåôðàê-
öèîíèðîâàííûé êîñòíûé ìîçã èëè ÃÑÊ, âûäåëåííûå èç
êîñòíîãî ìîçãà èëè ïåðèôåðè÷åñêîãî êðîâîòîêà. Øèðî-
êîå èñïîëüçîâàíèå òðàíñïëàíòàöèè ÃÑÊ â êëèíè÷åñêîé
ïðàêòèêå (ïî âñå áîëåå ðàñøèðÿþùåìóñÿ ñïåêòðó êëèíè-
÷åñêèõ ïîêàçàíèé) ñóùåñòâåííî îãðàíè÷èâàåòñÿ îòíîñè-
òåëüíî íåáîëüøèì êîëè÷åñòâîì ñòâîëîâûõ êëåòîê â ïðå-
ïàðàòàõ, ïîäãîòàâëèâàåìûõ äëÿ òðàíñïëàíòàöèè. Â êà÷å-

ñòâå ïåðñïåêòèâíîãî èñòî÷íèêà ÃÑÊ â ïîñëåäíåå âðåìÿ
âñå ÷àùå ðàññìàòðèâàåòñÿ ïóïîâèííàÿ êðîâü, ãëàâíûì íå-
äîñòàòêîì êîòîðîé ÿâëÿåòñÿ íåáîëüøîå êîëè÷åñòâî ÃÑÊ,
êîòîðûå ìîæíî ïîëó÷èòü èç èíäèâèäóàëüíîãî ïðåïàðàòà
(Kelly et al., 2009).

ÃÑÊ, ïîëó÷åííûå èç ïóïîâèííîé êðîâè, îáëàäàþò ðÿ-
äîì ñóùåñòâåííûõ ïðåèìóùåñòâ íàä ÃÑÊ êîñòíîãî ìîç-
ãà: âî-ïåðâûõ, ñðåäíèé âîçðàñò äîíîðà êîñòíîãî ìîçãà ñî-
ñòàâëÿåò îêîëî 40 ëåò, òîãäà êàê ÃÑÊ ïóïîâèííîé êðîâè
áåðóò ó íîâîðîæäåííîãî, ÷òî îñîáåííî âàæíî, êîãäà ðå-
öèïèåíòîì ÿâëÿåòñÿ ðåáåíîê; âî-âòîðûõ, ïðè òðàíñïëàí-
òàöèè ïîëó÷åííûõ èç ïóïîâèíîé êðîâè ÃÑÊ ñóùåñòâåííî
ñíèæàåòñÿ ðèñê ðàçâèòèÿ ðåàêöèè òðàíñïëàíòàíò-ïðî-
òèâ-õîçÿèíà, ïîñêîëüêó èììóííûå êëåòêè ïóïîâèííîé
êðîâè åùå íàõîäÿòñÿ â ïðèìèòèâíîì (íåäîðàçâèòîì) ñî-
ñòîÿèè. Ê ïðåèìóùåñòâàì ÃÑÊ ïóïîâèííîé êðîâè îòíî-
ñÿòñÿ òàêæå áîëåå âûñîêàÿ ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü
è íèçêèé ðèñê ïåðåäà÷è òàêèõ èíôåêöèé, êàê öèòîìåãàëî-
âèðóñ è âèðóñ Ýïøòåéíà-Áàðð (EBV, HHV-4). Èñïîëüçî-
âàíèå ÃÑÊ ïóïîâèííîé êðîâè íå ïðåäïîëàãàåò äëèòåëü-
íîãî ïîèñêà ïîäõîäÿùåãî äîíîðà, è êëåòêè ìîãóò èñïîëü-
çîâàòüñÿ íåìåäëåííî, ÷òî, îäíàêî, íåñåò ãåíåòè÷åñêèå
ðèñêè (Anisimov et al., 2010).

Íàèáîëåå æå ñóùåñòâåííûì íåäîñòàòêîì ïðåïàðàòîâ
ïóïîâèííîé êðîâè ÿâëÿåòñÿ ìàëîå êîëè÷åñòâî ïðèìèòèâ-
íûõ ÃÑÊ â îáðàçöå. Êàê ñëåäñòâèå ýòîãî òðàíñïëàíòàöèÿ
ÃÑÊ ïóïîâèííîé êðîâè îêàçûâàåòñÿ óñïåøíîé ïðåèìó-
ùåñòâåííî ó äåòåé (Rubinstein et al., 1998; Gluckman et al.,
2001, 2004). Ïðè ýòîì ïî ñðàâíåíèþ ñ ðåçóëüòàòàìè
òðàíñïëàíòàöèè ÃÑÊ êîñòíîãî ìîçãà äàæå ó äåòåé íàáëþ-
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äàåòñÿ çàäåðæêà â ïðèæèâëåíèè âñåõ êëåòî÷íûõ ëèíèé, à
òàêæå çàäåðæêà â âîññòàíîâëåíèè ôóíêöèé èììóííîé ñè-
ñòåìû. Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî íèçêîå ñîäåðæà-
íèå ïðèìèòèâíûõ ÃÑÊ â òðàíñïëàíòèðóåìîì îáðàçöå
âëå÷åò ñåðüåçíûå íåãàòèâíûå ïîñëåäñòâèÿ äëÿ ïàöèåíòà
(Kelly et al., 2009). Èìåííî ïîýòîìó ýêñïàíñèÿ ÃÑÊ in vit-
ro âñå ÷àùå ðàññìàòðèâàåòñÿ êàê íåîáõîäèìûé ýòàï ïîä-
ãîòîâêè êëåòîê ê òðàíñïëàíòàöèè (Hodges et al., 2007).

Ñóùåñòâóåò íåñêîëüêî ñëåäóþùèõ êðèòåðèåâ, êîòî-
ðûì äîëæíû ñîîòâåòñòâîâàòü ÃÑÊ, ïîëó÷åííûå â ðåçóëü-
òàòå ýêñïàíñèè in vitro: 1) óñëîâèÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ äîë-
æíû îáåñïå÷èâàòü ïðåèìóùåñòâåííîå ñàìîîáíîâëåíèå
(ýêñïàíñèþ) ÃÑÊ ïðè ìèíèìàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêå, ñ
òåì ÷òîáû â êîíå÷íîì ïðîäóêòå óâåëè÷èâàëîñü ñîäåðæà-
íèå èìåííî ïðèìèòèâíûõ ñòâîëîâûõ ãåìîïîýòè÷åñêèõ
êëåòîê; 2) êîìïîçèöèÿ êëåòîê â îáðàçöå, ïîëó÷åííîì â ðå-
çóëüòàòå ýêñïàíñèè, äîëæíà áûòü îïòèìàëüíîé ñ òî÷êè
çðåíèÿ ìàêñèìàëüíîãî ñîêðàùåíèÿ âðåìåíè íàñòóïëåíèÿ
òåðàïåâòè÷åñêîãî ýôôåêòà ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè; 3) êî-
ëè÷åñòâî ïîëó÷åííûõ ÃÑÊ äîëæíî áûòü äîñòàòî÷íûì
ïðè èñïîëüçîâàíèè îòíîñèòåëüíî íåáîëüøîé ñòàðòîâîé
ïîïóëÿöèè êëåòîê, ÷òî ïîçâîëèëî áû èñïîëüçîâàòü îòíî-
ñèòåëüíî íåáîëüøîé ïî îáúåìó îáðàçåö êîñòíîãî ìîçãà
èëè èíäèâèäóàëüíûé îáðàçåö ïóïîâèííîé êðîâè. Äîñòè-
æåíèå òàêèõ ðåçóëüòàòîâ íåâîçìîæíî áåç èññëåäîâàíèÿ
ìåæêëåòî÷íûõ âçàèìîäåéñòâèé â ñëîæíîé êëåòî÷íîé ñè-
ñòåìå — ãåìîïîýòè÷åñêîé íèøå.

Ãåìîïîýòè÷åñêàÿ íèøà — ñëîæíàÿ
êëåòî÷íàÿ ñèñòåìà

Åñòåñòâåííûì ìèêðîîêðóæåíèåì ÃÑÊ ÿâëÿåòñÿ ãåìî-
ïîýòè÷åñêàÿ íèøà, êëåòêè êîòîðîé àêòèâíî ó÷àñòâóþò â
ðåãóëÿöèè âñåõ ïðîöåññîâ, ñâÿçàííûõ ñ ïîääåðæàíèåì ñî-
ñòîÿíèÿ ïîêîÿ, äåëåíèÿ, ñàìîîáíîâëåíèÿ è äèôôåðåíöè-
ðîâêè ãåìîïîýòè÷åñêèõ êëåòîê. Ãåìîïîýòè÷åñêàÿ íèøà
êîñòíîãî ìîçãà ÿâëÿåòñÿ ñëîæíîé êëåòî÷íîé ñèñòåìîé,
âêëþ÷àþùåé â ñåáÿ êëåòêè ñòðîìû êîñòíîãî ìîçãà, ýíäî-
òåëèàëüíûå êëåòêè, îñòåîöèòû, îñòåîáëàñòû, àäèïîöèòû,
ïðåàäèïîöèòû è êîìïîíåíòû âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà.
Â íîðìàëüíûõ óñëîâèÿõ çíà÷èòåëüíàÿ äîëÿ ÃÑÊ íàõîäèò-
ñÿ â íèøå â ñòàáèëüíîì, íåàêòèâíîì ñîñòîÿíèè, è ÃÑÊ
àêòèâèðóþòñÿ ëèøü ïðè íåîáõîäèìîñòè çàïóñêà ãåìîïîý-
çà â ñëó÷àå ïîëó÷åíèÿ ñîîòâåòñòâóþùèõ ôèçèîëîãè÷å-
ñêèõ ñèãíàëîâ: íàïðèìåð, ïîñëå õèìèîòåðàïèè èëè êðî-
âîïîòåðè. Âçàèìîäåéñòâèå ãåìîïîýòè÷åñêèõ êëåòîê è
íèøè êîñòíîãî ìîçãà èãðàåò âàæíóþ ðîëü â çàïóñêå ñèã-
íàëüíûõ ïóòåé, ðåãóëèðóþùèõ ãåìîïîýç íå òîëüêî â íîð-
ìå, íî è â ïàòîëîãè÷åñêèõ ñîñòîÿíèÿõ.

Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî ñóùåñòâóþò äâå ãåìîïîýòè÷åñêèå
íèøè êîñòíîãî ìîçãà: îñòåîáëàñòíàÿ è ñîñóäèñòàÿ (Zhang
et al., 2003; Arai et al., 2005; Jones, Wagers, 2008). Â õîäå
ìíîãîëåòíèõ èññëåäîâàíèé áûëî ïîêàçàíî, ÷òî á *îëüøàÿ
÷àñòü ïðèìèòèâíûõ ãåìîïîýòè÷åñêèõ êëåòîê ëîêàëèçîâà-
íà â îñòåîáëàñòíîé íèøå êîñòíîãî ìîçãà â îêðóæåíèè
ñòðîìàëüíûõ êëåòîê è îñòåîáëàñòîâ, ÷òî ñòèìóëÿöèÿ íà-
ðàùèâàíèÿ îñòåîáëàñòîâ ñîïðîâîæäàëàñü óâåëè÷åíèåì
÷èñëà ïðèìèòèâíûõ ÃÑÊ è ÷òî âçàèìîäåéñòâèÿ ÃÑÊ ñ
îñòåîáëàñòàìè è êëåòêàìè ñòðîìû â íèøå ñïîñîáñòâóþò
ïîääåðæàíèþ è ñàìîîáíîâëåíèþ ïóëà íåàêòèâíûõ ÃÑÊ.
ÃÑÊ îáíàðóæèâàþòñÿ è â îêðóæåíèè ýíäîòåëèàëüíûõ
êëåòîê ñèíóñîèäîâ è ïåðèöèòîâ, â ñîñóäèñòîé íèøå.
Ïðåäïîëàãàþò, ÷òî ýòà íèøà ôîðìèðóåò ìèêðîîêðóæå-
íèå, ñïîñîáñòâóþùåå ïðîëèôåðàöèè, äèôôåðåíöèðîâêå è

òðàíñýíäîòåëèàëüíîé ìèãðàöèè ãåìîïîýòè÷åñêèõ êëåòîê
(Sugiyama et al., 2006).

Âàæíûì ðàçëè÷èåì ìåæäó ýòèìè íèøàìè è ìîäóëÿ-
òîðîì ñèãíàëà ÿâëÿåòñÿ óðîâåíü êèñëîðîäà â ìèêðîîêðó-
æåíèè. Î÷åâèäíî, ÷òî â íîðìå â ñîñóäèñòîé íèøå óðî-
âåíü êèñëîðîäà ñóùåñòâåííî âûøå, ÷åì â îñòåîáëàñòíîé
íèøå, è ðàçëè÷èÿ â óðîâíå ñîäåðæàíèÿ êèñëîðîäà â ìèê-
ðîîêðóæåíèè ÃÑÊ ìîãóò ñëóæèòü äëÿ íèõ ñèãíàëîì ê âû-
õîäó èç ôàçû G0 êëåòî÷íîãî öèêëà è íà÷àëó äåëåíèÿ è
äèôôåðåíöèðîâêè è âûõîäà çðåëûõ êëåòîê â êðîâîòîê.
Êîãäà ïîòðåáíîñòü îðãàíèçìà â çðåëûõ êëåòêàõ êðîâè
óäîâëåòâîðåíà, ÃÑÊ ïðåêðàùàåò äåëèòüñÿ, ïîêèäàåò ñîñó-
äèñòóþ íèøó, âûõîäèò èç êëåòî÷íîãî öèêëà è âîçâðàùà-
åòñÿ â îñòåîáëàñòíóþ íèøó, ãäå îñòàåòñÿ â ôàçå G0 äî ñëå-
äóþùåãî ñèãíàëà (Heissig et al., 2002; Parmar et al., 2007).
Îäíàêî, íåñìîòðÿ íà ïðîâåäåíèå áîëüøîãî êîëè÷åñòâà
èññëåäîâàíèé, íàïðàâëåííûõ íà èçó÷åíèå ìåæêëåòî÷íûõ
âçàèìîäåéñòâèé â êðîâåòâîðíîé íèøå êîñòíîãî ìîçãà,
êîíêðåòíûå ïóòè ðåàëèçàöèè êîíòðîëÿ ãåìîïîýçà êëåòêà-
ìè ãåìîïîýòè÷åñêîé íèøè äî ñèõ ïîð îñòàþòñÿ íåðàñ-
êðûòûìè.

Ñóùåñòâóþùèå ìåòîäû ýêñïàíñèè ÃÑÊ
in vitro

Æ è ä ê à ÿ ê ó ë ü ò ó ð à. Â óñëîâèÿõ in vivo êëåòêè ãå-
ìîïîýòè÷åñêîãî ìèêðîîêðóæåíèÿ ñåêðåòèðóþò öèòîêèíû
è ôàêòîðû ðîñòà, íåîáõîäèìûå äëÿ êîíòðîëÿ è ïîääåðæà-
íèÿ ãåìîïîýçà. Îäíèì èç ìåòîäîâ ýêñïàíñèè in vitro ÿâëÿ-
åòñÿ êóëüòèâèðîâàíèå ÃÑÊ â ñðåäå, ñîäåðæàùèé êîêòåéëü
öèòîêèíîâ, ôàêòîðîâ ðîñòà è äðóãèõ âåùåñòâ, ñòèìóëèðó-
þùèõ ðîñò êëåòîê. ÃÑÊ (CD34+ èëè CD133+) âûäåëÿþò èç
êîñòíîãî ìîçãà, ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè (ïîñëå ìîáèëèçà-
öèè) èëè ïóïîâèííîé êðîâè îäíèì èç ìåòîäîâ, ïîçâîëÿþ-
ùèõ ïîëó÷èòü ïðåïàðàò, ïðèãîäíûé äëÿ êëèíè÷åñêîãî èñ-
ïîëüçîâàíèÿ (íàïðèìåð, ñèñòåìîé CliniMACS; Miltenyi
Biotec, Ãåðìàíèÿ), è êóëüòèâèðóþò â ñðåäå, ñòèìóëèðóþ-
ùåé ýêñïàíñèþ. Êóëüòèâèðîâàíèå ïðîèçâîäÿò â ðàçëè÷-
íûõ ïëàøêàõ, ñïåöèàëüíûõ ìåøêàõ èëè êîíòåéíåðàõ. Ñî-
ñòàâ êóëüòóðàëüíîé ñðåäû ìîæåò âàðüèðîâàòü, è åå òðàäè-
öèîííûìè êîìïîíåíòàìè ÿâëÿþòñÿ ôàêòîð ñòâîëîâûõ
êëåòîê (SCF, òàêæå KIT-ëèãàíä), èíòåðëåéêèíû 3 è 6, ãðà-
íóëîöèòàðíûé êîëîíèåñòèìóëèðóþùèé ôàêòîð, òðîìáî-
ïîýòèí è ëèãàíä Flt-3. Ïðè ýòîì ðåçóëüòàòû ýêcïàíñèè,
ïðîâîäèìîé ñ èñïîëüçîâàíèåì ðàçíûõ êîêòåéëåé öèòîêè-
íîâ â ðàçíûõ ëàáîðàòîðèÿõ, íå âñåãäà êîððåëèðóþò ñ êîí-
öåíòðàöèåé ñòèìóëèðóþùèõ àãåíòîâ (Mohamed et al.,
2006; Kelly et al., 2009).
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Ðèñ. 1. Ñõåìà ñëîæíûõ êëåòî÷íûõ ñèñòåì in vitro.

Â îñíîâå ïðèíöèïà ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ ëåæàò ìåæêëåòî÷íûå âçàèìî-
äåéñòâèÿ: íåïîñðåäñòâåííûå (êëåòî÷íûå êîíòàêòû; èçîáðàæåíû ïîëî-
ñêàìè) èëè îïîñðåäîâàííûå (ñåêðåöèÿ ôèäåðíûìè êëåòêàìè ôàêòîðîâ â

åäèíóþ ñðåäó; èçîáðàæåíû ñòðåëêàìè).



Ñ î ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å Ã Ñ Ê ñ ê ë å ò ê à ì è
ñ ò ð î ì û. Íåäîñòàòîê ìåòîäà ýêñïàíñèè ÃÑÊ â æèäêîé
ñðåäå î÷åâèäåí: â äàííîì ñëó÷àå ãåìîïîýòè÷åñêèå êëåòêè
ëèøåíû ïîääåðæèâàþùåãî âëèÿíèÿ ìèêðîîêðóæåíèÿ, ãå-
ìîïîýòè÷åñêîé íèøè, êîòîðàÿ, áåçóñëîâíî, âíîñèò ñâîé
âêëàä â ðåãóëÿöèþ è ïîääåðæàíèå ãåìîïîýçà. Èíûìè ñëî-
âàìè, â äàííîì ñëó÷àå ÃÑÊ ëèøåíû ïîääåðæêè ìèêðîîê-
ðóæåíèÿ, è èõ ýêñïàíñèÿ ïîääåðæèâàåòñÿ ëèøü öèòîêèíà-
ìè è ôàêòîðàìè ðîñòà, ñîäåðæàùèìèñÿ â êóëüòóðàëüíîé
ñðåäå, çà÷àñòóþ ñòèìóëèðóþùèìè íå ñòîëüêî ñàìîîáíîâ-
ëåíèå ïðèìèòèâíûõ ÃÑÊ, ñêîëüêî íåæåëàòåëüíóþ äèô-
ôåðåíöèðîâêó. Ñîêóëüòèâèðîâàíèå ãåìîïîýòè÷åñêèõ êëå-
òîê ñ ìåçåíõèìíûìè ñòâîëîâûìè êëåòêàìè (ÌÑÊ) (äàæå
àëëîãåííûìè) ìîæåò âîññòàíîâèòü íåêîòîðûå ìåæêëå-
òî÷íûå âçàèìîäåéñòâèÿ, õàðàêòåðíûå äëÿ ñòðîìû êîñòíî-
ãî ìîçãà è ÃÑÊ â ãåìîïîýòè÷åñêîé íèøå (Kadereit et al.,
2002; McNiece et al., 2004). Íàëè÷èå ïðè êîíòàêòíîì ñî-
êóëüòèâèðîâàíèè ÌÑÊ è ÃÑÊ öåíòðîâ ãåìîïîýçà è ó÷àñò-
êîâ àêòèâíîãî äåëåíèÿ ãåìîïîýòè÷åñêèõ êëåòîê (òàê íà-
çûâàåìûõ îñòðîâêîâ «áóëûæíîé ìîñòîâîé»), ñâÿçàííûõ
àäãåçèâíûìè âçàèìîäåéñòâèÿìè ñ ïîäëîæêîé ÌÑÊ, ñâèäå-
òåëüñòâóåò î òîì, ÷òî ÌÑÊ âûïîëíÿþò íå òîëüêî ôóíêöèþ
ïèòàþùåé ïîäëîæêè è ñåêðåòèðóþò ôàêòîðû ðîñòà, íî è
ó÷àñòâóþò â ðåãóëÿöèè ïîâåäåíèÿ ÃÑÊ ÷åðåç íåïîñðåäñò-
âåííûé ìåæêëåòî÷íûé êîíòàêò, ìîäåëèðóÿ òàêèì îáðàçîì
íåêîòîðûå ñâîéñòâà ãåìîïîýòè÷åñêîé íèøè (ðèñ. 1).

Èññëåäîâàíèå çàêîíîìåðíîñòåé âçàèìîäåéñòâèÿ ÃÑÊ
ñ ðàçëè÷íûìè òèïàìè êëåòîê â ïðåäåëàõ ãåìîïîýòè÷åñêîé
íèøè ÿâëÿåòñÿ ñëîæíîé ýêñïåðèìåíòàëüíîé çàäà÷åé. Ýê-
ñïåðèìåíòàëüíîé ìîäåëüþ èññëåäîâàíèÿ âçàèìîäåéñòâèé
ÃÑÊ ñ ðàçëè÷íûìè êëåòêàìè, âõîäÿùèìè â ñîñòàâ ãåìî-
ïîýòè÷åñêîé íèøè, ìîæåò áûòü ñîêóëüòèâèðîâàíèå ñ
íèìè ÃÑÊ è íàïðàâëåííûé ïîèñê òèïîâ êëåòîê, ñïîñîá-
íûõ ïðîÿâëÿòü ïî îòíîøåíèþ ê ÃÑÊ ñâîéñòâà ôèäåðíûõ
(ïèòàþùèõ) êëåòîê. Íàèáîëåå ïåðñïåêòèâíûì ÿâëÿåòñÿ
ïðèìåíåíèå ÌÑÊ, êîòîðûå îáëàäàþò ôèäåðíûìè ñâîéñò-
âàìè, âûñîêîé ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòüþ è ÿâëÿþòñÿ
áîëåå äîñòóïíûìè, ÷åì èíûå òèïû ôèäåðíûõ êëåòîê (íà-
ïðèìåð, äóêòàëüíûå ýïèòåëèîöèòû èëè ñïëèíîöèòû) ÷å-
ëîâå÷åñêîãî ïðîèñõîæäåíèÿ (Àíèñèìîâ, 2012). Ýòè ôàê-
òîðû îïðåäåëÿþò âîçìîæíîñòü ýêñïàíñèè ÃÑÊ in vitro íà
àóòîëîãè÷íûõ ôèäåðíûõ êëåòêàõ, ÷òî èìååò áîëüøîå
ïðàêòè÷åñêîå çíà÷åíèå.

Íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ ãåìîïîýçà ñóùåñòâóåò íåñêîëüêî
îñíîâíûõ ïîïóëÿöèé ãåìîïîýòè÷åñêèõ êëåòîê: 1) ìàëî-
÷èñëåííàÿ ïîïóëÿöèÿ íåàêòèâíûõ, î÷åíü ìåäëåííî äåëÿ-
ùèõñÿ ïðèìèòèâíûõ ÃÑÊ, ñïîñîáíûõ ïîääåðæèâàòü ãå-

ìîïîýç ñïóñòÿ äëèòåëüíîå âðåìÿ ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè;
îáîãàùåíèå îáðàçöà äëÿ òðàíñïëàíòàöèè èìåííî ýòîé
ôðàêöèåé ÿâëÿåòñÿ îñîáåííî âàæíûì ýòàïîì ýêñïàíñèè in
vitro; èììóíîôåíîòèï ýòèõ êëåòîê îïèñûâàþò êàê
CD34+CD38–CD90+; 2) ïîïóëÿöèÿ ÃÑÊ, ñïîñîáíûõ ïîä-
äåðæèâàòü ãåìîïîýç â òå÷åíèå íåïðîäîëæèòåëüíîãî âðå-
ìåíè ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè — îò íåñêîëüêèõ íåäåëü äî
íåñêîëüêèõ ìåñÿöåâ; èõ èììóíîôåíîòèï îïèñûâàþò êàê
CD34+CD38-; ýòà ïîïóëÿöèÿ êëåòîê îòâå÷àåò çà óâåëè-
÷åíèå ñêîðîñòè ïðèæèâëåíèÿ òðàíñïëàíòàíòà; 3) ïîïóëÿ-
öèè ìóëüòèïîòåíòíûõ ïðåäøåñòâåííèêîâ (íàïðèìåð,
ïðåäøåñòâåííèêè ìèåëîèäíîãî ðÿäà), êîòîðûå òàêæå íà
íà÷àëüíûõ ñòàäèÿõ ðàçâèòèÿ èìåþò èììóíîôåíîòèï
CD34+CD38–, à íà ïîçäíèõ ýòàïàõ ñîçðåâàíèÿ íà÷èíàþò
òåðÿòü ýêñïðåññèþ CD34 è ýêñïðåññèðîâàòü ñïåöèôè÷íûå
äëÿ äàííîé ëèíèè àíòèãåíû; ýòàïû äàëüíåéøåãî ñîçðåâà-
íèÿ ãåìîïîýòè÷åñêèõ êëåòîê âêëþ÷àþò â ñåáÿ 4) ñòàäèþ
îáðàçîâàíèÿ êîììèòèðîâàííûõ ïðåäøåñòâåííèêîâ, íà-
ïðèìåð êëåòêè, îáðàçóþùèå êîëîíèè ãðàíóëîöèòîâ-ìàê-
ðîôàãîâ; 5) ñòàäèþ îáðàçîâàíèÿ ïðåêóðñîðîâ — êëåòîê
ñî ñïåöèôè÷íûì ïîòåíöèàëîì äèôôåðåíöèðîâêè (íàïðè-
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Ðèñ. 2. Ñëîæíàÿ êëåòî÷íàÿ ñèñòåìà, ñîñòîÿùàÿ èç ÃÑÊ è ÌÑÊ ÷åëîâåêà.

à — àäãåçèîííàÿ ôðàêöèÿ ÃÑÊ ñ ìîðôîëîãèåé áóëûæíîé ìîñòîâîé â îáëàñòè àêòèâíîé ïðîëèôåðàöèè; á — ñóñïåíçèîííàÿ ôðàêöèÿ ÃÑÊ, ïðîëèôåðè-
ðóþùèõ âíå ïðÿìîãî êîíòàêòà ñ ôèäåðíûìè êëåòêàìè.

Ðèñ. 3. Ó÷àñòêè ïðîëèôåðèðóþùèõ ÃÑÊ ïðè âçàèìîäåéñòâèè ñ
ôèäåðíûì ñëîåì, îáðàçîâàííûì ÌÑÊ êîñòíîãî ìîçãà, èíäóöè-

ðîâàííûõ â àäèïîöèòû (âûäåëåíû ÷åðíûì êîíòóðîì).



ìåð, êëåòêà-ïðåäøåñòâåííèê ãðàíóëîöèòîâ) è, íàêîíåö,
6) çðåëûå êëåòêè êðîâè (íàïðèìåð, ãðàíóëîöèòû). Òàêèì
îáðàçîì, èäåàëüíûé ïðîòîêîë ýêñïàíñèè in vitro äîëæåí
îáåñïå÷èâàòü îïòèìàëüíûé ñîñòàâ îáðàçöà äëÿ òðàíñ-
ïëàíòàöèè: îáðàçåö äîëæåí ñîäåðæàòü äîñòàòî÷íîå êîëè-
÷åñòâî ïðèìèòèâíûõ ÃÑÊ, ïîääåðæèâàþùèõ ãåìîïîýç
ñïóñòÿ äëèòåëüíîå âðåìÿ ïîñëå òàíñïëàíòàöèè, è â òî æå
âðåìÿ äîëæíà îáåñïå÷èâàòüñÿ äîñòàòî÷íàÿ ñêîðîñòü ïðè-
æèâëåíèÿ òðàíñïëàíòàíòà.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïðîâîäÿòñÿ êëèíè÷åñêèå èñïûòà-
íèÿ ïî òðàíñïëàíòàöèè ãåìîïîýòè÷åñêèõ êëåòîê ïóïîâèí-
íîé êðîâè ïîñëå ýêñïàíñèè in vitro ñîêóëüòèâèðîâàíèåì
ñ ÌÑÊ, ïîëó÷åííûõ èç êîñòíîãî ìîçãà ÷ëåíà ñåìüè ïàöè-
åíòà â êîìáèíàöèè ñ òðàíñïëàíòàöèåé íåîáðàáîòàííûõ
êëåòîê ïóïîâèííîé êðîâè (Kelly et al., 2009). Ïðåäâàðè-
òåëüíûå ðåçóëüòàòû äàííîãî èññëåäîâàíèÿ ïðåäñòàâëÿþò
áîëüøîé èíòåðåñ, îäíàêî íåîáõîäèìûì ÿâëÿåòñÿ ïðîâå-
äåíèå äàëüíåéøèõ èññëåäîâàíèé, íàïðàâëåííûõ íà îïòè-
ìèçàöèþ ïðîòîêîëîâ ýêñïàíñèè ÃÑÊ â ñëîæíûõ êëåòî÷-
íûõ ñèñòåìàõ, âêëþ÷àÿ èññëåäîâàíèÿ ýôôåêòèâíîñòè
ïðèìåíåíèÿ ðàçíûõ êîêòåéëåé ôàêòîðîâ ðîñòà, ïðîäîë-
æèòåëüíîñòè è óñëîâèé ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ ãåìîïîýòè÷å-
ñêèõ êëåòîê è ÌÑÊ (íàïðèìåð, óðîâíÿ êèñëîðîäà). Âûñî-
êóþ àêòóàëüíîñòü èìåþò òàêæå ïîèñê è ðàçðàáîòêà (â òîì
÷èñëå è ìåòîäàìè ãåííîé èíæåíåðèè) íîâûõ ëèíèé ñòðî-
ìàëüíûõ êëåòîê, áîëåå ýôôåêòèâíî ïîääåðæèâàþùèõ ýê-
ñïàíñèþ in vitro ÃÑÊ ïðè ñîêóëüòèâèðîâàíèè (De Angeli
et al., 2004).

Íàøè ñîáñòâåííûå èññëåäîâàíèÿ ïîäòâåðæäàþò âîç-
ìîæíîñòü ïðèìåíåíèÿ äëÿ ýêñïàíñèè ÃÑÊ ÷åëîâåêà in vit-
ro ôèäåðíûõ êëåòîê ðàçíûõ òèïîâ, âêëþ÷àÿ ÌÑÊ êîñòíî-
ãî ìîçãà è æèðîâîé òêàíè, â òîì ÷èñëå èíòàêòíûõ è èíäó-
öèðîâàííûõ ê äèôôåðåíöèðîâêå â àäèïîöèòàðíîì è
îñòåîãåííîì íàïðàâëåíèÿõ: â òàêèõ îïûòàõ íàìè èñïîëü-
çîâàëèñü îáðàçöû ïóïîâèííîé êðîâè è ðàçëè÷íûõ òêàíåé
÷åëîâåêà, âêëþ÷àÿ àñïèðàò êîñòíîãî ìîçãà, òèìóñ (âèëî÷-
êîâóþ æåëåçó), ìîëî÷íóþ æåëåçó, ñåëåçåíêó è ïîäêîæ-
íóþ æèðîâóþ òêàíü. Íà ðèñ. 2, à ïîêàçàí ó÷àñòîê èìåþ-
ùåé ìîðôîëîãèþ áóëûæíîé ìîñòîâîé îáëàñòè ñëîæ-
íîé êëåòî÷íîé ñèñòåìû, ñîñòîÿùåé èç ÃÑÊ è ÌÑÊ
÷åëîâåêà è ñîîòâåòñòâóþùåé çîíå àêòèâíîé ïðîëèôåðà-
öèè ÃÑÊ (òî÷íåå, åå àäãåçèîííîé ôðàêöèè) â íàèáî-
ëåå ýôôåêòèâíî äåéñòâóþùåé ìîäåëè ñîêóëüòèâèðîâà-
íèÿ. Êðîìå òîãî, â ñëîæíûõ êëåòî÷íûõ ñèñòåìàõ ÃÑÊ

ïðîëèôåðèðóþò òàêæå âíå ïðÿìîãî êîíòàêòà ñ ôèäåðíû-
ìè êëåòêàìè (ñóñïåíçèîííàÿ ôðàêöèÿ, ðèñ. 2, á). Ïðåä-
âàðèòåëüíî äèôôåðåíöèðîâàííûå â àäèïîöèòàðíîì è
îñòåîãåííîì íàïðàâëåíèÿõ ÌÑÊ òàêæå ñîõðàíÿþò ôèäåð-
íûå ñâîéñòâà â ïðèëîæåíèè ê ÃÑÊ ÷åëîâåêà (ðèñ. 3), õîòÿ
è â ìåíüøåé ñòåïåíè, ÷åì èíòàêòíûå ÌÑÊ. Ïðè ýòîì ñîá-
ñòâåííî ýêñïàíñèÿ ÌÑÊ îáîèõ òèïîâ íå ïðåäñòàâëÿåò
òåõíè÷åñêèõ ñëîæíîñòåé, ÷òî ïîçâîëÿåò íàðàáîòàòü áîëü-
øîé îáúåì êëåòî÷íîãî ìàòåðèàëà äëÿ ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ
ñ ÃÑÊ. Ïîìèìî ÌÑÊ â êà÷åñòâå ôèäåðîâ ìîãóò áûòü èñ-
ïîëüçîâàíû è êëåòêè èíûõ òèïîâ: â ÷àñòíîñòè, íàëè÷èå
îãðàíè÷åííûõ ôèäåðíûõ ñâîéñòâ ïî îòíîøåíèþ ê ÃÑÊ
÷åëîâåêà íàìè âûÿâëåíî â äóêòàëüíûõ ýïèòåëèîöèòàõ ìî-
ëî÷íîé æåëåçû è ñïëèíîöèòàõ ÷åëîâåêà (ðèñ. 4), îäíàêî
êëåòêè òàêèõ òèïîâ çíà÷èòåëüíî ìåíåå äîñòóïíû, ÷åì
ÌÑÊ, è ïðàêòè÷åñêè èñêëþ÷àþò âàðèàíò ïðèìåíåíèÿ
àóòîëîãè÷íûõ êëåòîê äëÿ ýêñïàíñèè ÃÑÊ in vitro. Âñå æå
òàêèå òèïû ôèäåðíûõ êëåòîê ìîãóò áûòü ïîëåçíûìè äëÿ
ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèç-
ìîâ âçàèìîäåéñòâèè ÃÑÊ ñ êîìïîíåíòàìè ðàçëè÷íûõ òè-
ïîâ íèø.

Òàêèì îáðàçîì, ðåçóëüòàòû îöåíêè ñîñòàâà ïîïóëÿ-
öèé ÃÑÊ, ïîëó÷åííûõ â õîäå ýêñïàíñèè â óñëîâèÿõ ðàçðà-
áîòàííûõ ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè ìîäåëåé, ïîäòâåðæäàþò
âîçìîæíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ äëÿ ýêñïàíñèè ÃÑÊ ÷åëîâå-
êà, â òîì ÷èñëå ïðèìèòèâíîé ôðàêöèè ÃÑÊ ÑD34+CD38–,
êëåòîê ðàçíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ, â òîì ÷èñëå èíòàêòíûõ
è (ñ ìåíüøåé ýôôåêòèâíîñòüþ) äèôôåðåíöèðîâàííûõ â
àäèïîöèòàðíîì è îñòåîãåííîì íàïðàâëåíèÿõ ÌÑÊ. Ðàñ-
êðûòèå ìîëåêóëÿðíî-êëåòî÷íûõ ìåõàíèçìîâ, îïîñðåäóþ-
ùèõ ýôôåêòèâíóþ ðåàëèçàöèþ ÌÑÊ èõ ôèäåðíûõ ñâîéñòâ
ïî îòíîøåíèþ ê ÃÑÊ ÷åëîâåêà, ÿâëÿåòñÿ èíòåðåñíåéøåé
íàó÷íîé çàäà÷åé è òðåáóåò äàëüíåéøèõ èññëåäîâàíèé,
îñíîâàííûõ íà ïðèìåíåíèè âûñîêîïðîèçâîäèòåëüíûõ ìå-
òîäîâ èç àðñåíàëà ïðîòåîìèêè è òðàíñêðèïòîìèêè.

Àâòîðû ãëóáîêî ïðèçíàòåëüíû êîëëåêòèâàì Èíñòè-
òóòà ãåìàòîëîãèè è Èíñòèòóòà ìîëåêóëÿðíîé áèîëîãèè è
ãåíåòèêè Ôåäåðàëüíîãî öåíòðà ñåðäöà, êðîâè è ýíäîêðè-
íîëîãèè èì. Â. À. Àëìàçîâà Ìèíçäðàâñîöðàçâèòèÿ ÐÔ çà
ñîòðóäíè÷åñòâî â ðàáîòå.

Ïîèñêîâàÿ íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêàÿ ðàáîòà «Ðàçðà-
áîòêà òåõíîëîãèè ýêñïàíñèè ãåìîïîýòè÷åñêèõ ñòâîëî-
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Ðèñ. 4. Ïåðâè÷íûå êóëüòóðû äóêòàëüíûõ ýïèòåëèîöèòîâ ìîëî÷íîé æåëåçû (à) è ñïëèíîöèòîâ (á) ÷åëîâåêà, ïðîÿâëÿþùèõ ôèäåð-
íûå ñâîéñòâà ïî îòíîøåíèþ ê ÃÑÊ ÷åëîâåêà.



âûõ êëåòîê ÷åëîâåêà in vitro â ñëîæíûõ êëåòî÷íûõ ñèñòå-
ìàõ, áåç èñïîëüçîâàíèÿ êëåòîê æèâîòíûõ» âûïîëíåíà
ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ÔÖÏ «Íàó÷íûå è íàó÷íî-
ïåäàãîãè÷åñêèå êàäðû èííîâàöèîííîé Ðîññèè» íà
2009—2013 ãã. (Ãîñóäàðñòâåííûé êîíòðàêò ¹ Ï810).
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OPTIONAL PROTOCOLS OF HEMATOPOIETIC STEM CELL EXPANSION IN VITRO
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Hematopoietic stem cells (HSC) effectively and continuously renew a full spectrum of blood cell populati-
ons. Bone marrow and umbilical cord blood stem cells transplantation (SCT) restore hematopoietsis, when used
in various hematological and oncohematological disorders in adults and children. However, wider clinical ap-
plication of effective SCT-based approaches is limited by the low number of the primitive HSC in the available
biospecimens. Development of effective protocols for HSC expansion in vitro is therefore necessary. In this re-
view, a concept of bone marrow hematopoiesis niche being a complex cellular system is discussed; a compara-
tive analysis of various methods for HSC expansion in vitro is provided. The review is illustrated by the authors
own data supporting application of various feeder cell types for human HSC expansion in vitro.
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