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В клинике аллогенная трансплантация костного мозга (ТКМ) часто вызывает реакцию “трансплантат 
против хозяина” (РТПХ). РТПХ объясняют тем, что Т-лимфоциты, которые вводятся одновременно 
с кроветворными клетками при трансплантации, а затем вновь образуются и созревают в тимусе 
реципиента из донорских клеток-предшественников, распознают и атакуют клетки хозяина. Одна-
ко полного объяснения феномена РТПХ не существует, а химеризация организма реципиента как 
возможная причина поражения его органов в расчет не принимается. Поэтому целью нашей работы 
было моделирование аллогенной трансплантации цельного костного мозга (КМ, эксперимент) и 
сравнение ее результатов с сингенной трансплантацией (контроль) на основе исследования заселения 
клетками донорского происхождения основных органов-мишеней РТПХ. Донорами КМ являлись 
мыши Tg(ACTB-EGFP)1Osb/J, несущие ген зеленого флуоресцентного белка (EGFP), реципиента-
ми – животные инбредных линий CBA и С57Bl/6 в возрасте 2–10 мес. За 1 сут до ТКМ (1.5 · 107 
кл./мышь) всех реципиентов облучали в дозе 6.5 Гр (LD 50/30). Через 1, 3, 5, 7, 11, 14, 21, 28, 35 
и 55 сут с помощью флуоpеcцентного микpоcкопа исследовали развитие химеризма в печени, коже 
и прямой кишке животных. Уже через 1 сут отдельные фибробластоподобные донорские клетки 
встречали в прямой кишке, через 7 сут – в коже и печени. Через 14–28 сут после ТКМ донорские 
клетки формировали в печени в основном строму, в коже – фибробласты и кератиноциты, а в 
прямой кишке они замещали погибшие после облучения клетки ворсин, стромы и паренхимы Пей-
еровых бляшек. В отличие от контроля, в опыте в строме печени, в коже и в прямой кишке были 
найдены гигантские GFP+-фибробласты около 30 мкм в длину; в печени – множество GFP+-пере-
мычек и фибробластоподобных клеток Ито очень сложной конфигурации. Через 35–55 сут после 
аллогенной ТКМ донорские клетки в печени и в ворсинах прямой кишки начинали разрушаться, 
ворсины обрастали слоями соединительнотканных GFP+-клеток и деформировались, стенка киш-
ки истончалась, а кожа полностью заменялась на новую (чего никогда не наблюдали в контроле). 
Нами выдвинуто предположение, что наряду с признаками РТПХ (истончением стенки кишки и 
множеством округлых GFP+-клеток с внутренней стороны кожи) остальные признаки разрушения 
исследованных органов после аллогенной ТКМ говорят о том, что образовавшиеся из мезенхим-
ных стволовых клеток цельного донорского КМ клетки органов становятся мишенью для Т-клеток 
реципиента, т.е. о реакции “хозяин против трансплантата” (РХПТ). Явное проявление иммунных 
реакций напрямую совпадает со временем массового заселения исследованных органов клетками 
донорского происхождения и восстановления собственной иммунной системы хозяина, т.е. развитие 
химеризма определяет развитие поражения органов. Это объясняет картину РТПХ из медицинской 
практики (атрофию слизистых, избыточную продукцию коллагена, склерозирование желчных про-
токов, повреждение кожи, колит) и сроки ее проявления.

Ключевые слова: РТПХ, РХПТ, цельный костный мозг, МСК, мышь, GFP, флуоресцентная микро-
скопия, аллогенная трансплантация

Принятые сокращения: КМ – костный мозг; МСК – мезенхимные стволовые клетки; РТПХ – ре-
акция “трансплантат против хозяина”; РХПТ – реакция “хозяин против трансплантата”; ТКМ – 
трансплантация костного мозга; GFP и EGFP – зеленый флуоресцентный белок (fluorescent protein) 
и усиленный GFP (enhanced GFP) соответственно; PBS – фосфатно-солевой буферный раствор.
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Трансплантация костного мозга (КМ) часто 
используется в онкогематологии. Трансплантация 
называется сингенной, если донор и реципиент 
являются однояйцевыми близнецами (Gorin et al., 
2006). В том случае, когда донор и реципиент от-
личаются генетически, даже если у них наблюда-
ется полное совпадение по всем аллелям главного 
комплекса гистосовместимости (HLA), трансплан-
тация КМ (ТКМ) называется аллогенной (Chao, 
Blume, 1989). Несмотря на то, что протоколы 
трансплантации высоко оптимизированы и мо-
гут быть точно подстроены под каждого человека, 
ТКМ остается терапией высокого риска с потен-
циально опасными для жизни осложнениями и 
смертностью более 30% (Blazar et al., 2012).

Одним из основных осложнений ТКМ является 
реакция “трансплантат против хозяина” (РТПХ). 
Текущая догма гласит, что при ней донорские 
Т-лимфоциты чрезмерно активируются, и проис-
ходит нарушение регуляции выработки цитокинов 
(Ferrara et al., 2009; Divito et al., 2020). Эти имму-
нокомпетентные клетки распознают чужеродные 
антигены минорного локуса на клетках реципи-
ента и атакуют их.

Острая РТПХ в типичных случаях развивается 
на 7–10-е сутки после введения КМ и сопровожда-
ется поражением эпидермиса, желчных протоков 
и слизистой оболочки пищеварительного тракта, 
а также легких (Müskens et al., 2021). Она инду-
цируется, как считается, теми Т-лимфоцитами, 
которые вводят одновременно с кроветворными 
клетками при трансплантации, а их концентра-
ция определяет сроки развития и интенсивность 
реакции (Moreno, Cid, 2019).

Несмотря на процедуры очистки от этих кле-
ток трансплантата, их полное удаление невоз-
можно, поскольку они участвуют в защите орга-
низма реципиента, которого обычно подвергают 
миелоаблативному лечению с помощью лучевой 
или химиотерапии, чтобы разрушить его больной 
костный мозг и ослабить его иммунную систему 
(Chao, Blume, 1989; Vossen, 1998). Хроническая 
РТПХ индуцируется вновь образованными из кро-
ветворных клеток Т-лимфоцитами (Цуцаева и др., 
1988).

Другой причиной РТПХ называют несоответ-
ствие по H-Y антигенам, кодируемым на Y-хро-
мосоме. Оно приводит к более низкой и безреци-
дивной выживаемости, более высокой частоте как 
тяжелой острой РТПХ, так и обширного пораже-
ния органов при хронической РТПХ (Dzierzak-
Mietla et al., 2012), поскольку H-Y антигены 

являются минорными антигенами гистосовме-
стимости, высокоиммуногенными и ни с чем не 
схожими (Popli et al., 2014).

Однако есть факты, не укладывающиеся в об-
щепринятую теорию РТПХ. Так, на мышах по-
лучены доказательства, что после ТКМ во время 
острой РТПХ собственные функциональные, а 
вовсе не донорского происхождения Т-лимфоци-
ты всегда присутствуют в коже и толстой кишке 
(Divito et al., 2020). Кроме того, при контактном 
использовании МСК (мезенхимных стволовых 
клеток) свиньи для лечения дефекта нижнече-
люстной кости у бестимусных крыс (у которых 
отсутствовали Т-лимфоциты) наблюдали силь-
ную инфильтрацию нейтрофилов и макрофагов 
в область раны, хотя это и происходило позже, 
чем у иммунокомпетентных крыс. И, значит, по 
крайней мере при ксеногенной трансплантации, 
чужеродные МСК определяются врожденным 
иммунитетом хозяина (Tee, Sun, 2020). Есть ряд 
работ, в которых показано, что после ТКМ при 
РТПХ повреждаются гематопоэтические стволо-
вые и прогениторные клетки донора, а не хозяина, 
а их не должны атаковать Т-лимфоциты донор-
ского же происхождения (Van Dijken et al., 1991; 
Garvy et al., 1993; Shono et al., 2010).

Одним из способов лечения РТПХ являет-
ся трансплантация культивированных МСК как 
противовоспалительного средства (Dubnyak et al., 
2016; Lohan et al., 2017). Большинство исследо-
вателей считают, что при ТКМ они неиммуно-
генны и не способны навредить пациенту (Liu 
et al., 2006). Однако трансплантируемый КМ и 
так, помимо гематопоэтических клеток, содержит 
в себе МСК.

Уже давно показано, что при ТКМ и у живот-
ных, и у людей при использовании как цельного, 
так и обработанного КМ наблюдается химеризация 
не только КМ, лимфоузлов, тимуса и селезенки, 
но и кожи, кишечника, печени и легких (Körbling 
et al., 2002; Krause, 2002; Suratt et al., 2003; Tran et 
al., 2003) и, как оказалось позже – именно за счет 
МСК. Степень трансдифференцировки этих кле-
ток в специализированные клетки органов и тка-
ней реципиентов после аллогенной ТКМ c тех пор 
вызывает разногласия у исследователей (Kanazawa, 
Verma, 2003; Tolar et al., 2013; Egawa, Kabashima, 
2018; Hünefeld et al., 2018), однако после облуче-
ния и сингенной ТКМ их участие в заживлении 
ран с превращением практически во все элементы 
кожи уже доказано (Fujita et al., 2010; Богданенко 
и др., 2020).
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Некоторые исследования показывают, что после 
дифференцировки аллогенные МСК демонстри-
руют повышенную иммуногенность (Chen et al., 
2007; Lohan et al., 2014, 2017). Таким образом, ал-
логенный иммунный ответ может быть неизбежен 
в случае некоторых линий клеток, дифференци-
рованных от МСК (Mohammadi et al., 2020), и, 
следовательно, избавление от РТПХ может быть 
нерешаемой задачей, поскольку химеризация со-
здает для этого непреодолимое препятствие.

Прежде чем сделать окончательный вывод по 
этой проблеме, необходимо провести дополнитель-
ные работы по химеризму на животных-биомоде-
лях, поскольку из-за отсутствия легко детектируе-
мых маркеров, позволяющих отслеживать клетки 
донора в крови реципиентов, и невозможности 
прижизненного определения химеризма внутрен-
них органов достоверно определять это явление у 
людей сложно и дорого (Waterhouse et al., 2021).

Таким образом, несмотря на большой пере-
чень осложнений РТПХ, недостаточно работ по 
развитию химеризма и исследованию поведения 
донорских клеток в организме реципиента после 
ТКМ. При этом возможность взаимосвязи между 
выраженностью РТПХ и степенью химеризации 
органов практически не рассматривается. Но, воз-
можно, именно потерей химеризма объясняется 
отсутствие выраженной РТПХ у реципиента и, в 
конечном счете, его выживаемость (Богданенко 
и др., 2021). Интересно, что при РТПХ в наи-
большей степени поражаются органы, имеющие 
максимальное количество соединительной ткани, 
а именно кожа, кишечник, легкие и желчные про-
токи печени. Поскольку соединительная ткань об-
разуется фибробластоподобными клетками, у нас 
возникло предположение, что химеризм этой тка-
ни у реципиентов после ТКМ выражен сильнее.

В связи с указанными проблемами, не иссле-
дуемыми в достаточной мере, целью работы был 
поиск различий динамики развития химеризма 
между аллогенной и сингенной трансплантацией 
после облучения реципиентов и его связи с про-
явлениями РТПХ.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Животные. Их содержали в виварии ИБК РАН 

на рационе из гранулированного корма. В каче-
стве доноров использовали мышей Tg(ACTB-
EGFP)1Osb/J в возрасте 2–10 мес (чистопород-
ные, разводимые на основе инбредной линии 
C57BL/6), несущих ген зеленого флуоресцентного 

белка EGFP (enhanced green fluorescent protein). 
В случае аллогенной трансплантации реципиен-
тами были мыши СВА, сингенной – животные 
линии C57BL/6 GFP-. При всех типах подсадки 
учитывали пол донора и реципиента; подсадка 
КМ от самцов самкам не допускалась, так как на 
успешность трансплантации органов влияет H-Y 
антиген, и несоответствие пола донора и реципи-
ента может приводить к отторжению транспланта-
та (Eichwald et al., 1958). Трансгенный белок EGFP 
в клетках донора (GFP+-мыши) использовали как 
витальную метку для определения их приживае-
мости в организме реципиента, не несущего этот 
трансген (GFP--мыши). При освещении светом 
c длиной волны в диапазоне 395–488 нм GFP 
флуоресцирует в зеленой области спектра c мак-
симумом флуоресценции с длиной волны 508 нм. 
Всего в работе было использовано 56 животных.

Получение КМ. Бедренные кости донора очи-
щали от мягких тканей и растирали в фарфоровой 
ступке в 600 мкл фосфатно-солевого буферного 
раствора (PBS). Полученную массу фильтровали 
через капроновое сито с размером пор 70 мкм. 
Образовавшуюся суспензию доводили до объема 
500 мкл. КМ, полученный из двух бедренных ко-
стей одного донора, использовали для 3–4 реципи-
ентов. Клетки донора (1.5×107 в объеме 100 мкл) 
вводили в хвостовую вену реципиенту, находяще-
муся в сознании, инcулиновым шпpицем.

Облучение мышей. За 1 сут до трансплантации 
КМ проводили тотальное однократное облучение 
всех мышей-реципиентов на рентгеновской уста-
новке РУТ-250-15-2 для подавления иммунной 
реакции. Доза облучения составляла 6.5 Гр, что 
соответствует дозе ЛД50/30 для данных линий мы-
шей, мощность излучения – 1 Гр/мин. Для опре-
деления характера распределения и приживления 
клеток донора в организме реципиента животных 
после аллогенной и сингенной трансплантации 
забивали дисклокацией шейных позвонков в со-
ответствии с инструкцией American Physiological 
Society (1995).

Исследование флуоресценции GFP в тканях. 
Участок прямой кишки реципиента длиной око-
ло 1.5 см промывали от содержимого и разрезали 
вдоль. Из правой доли печени нарезали лезвием 
слайсы, начиная приблизительно в 3 мм от края 
доли. Для исследования кожи вырезали ее участок 
из поясничной области после частичного удаления 
шерсти пинцетом или бритвенным станком так, 
чтобы она не мешала рассматривать поверхность 
органа.
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Образцы помещали на предметное стекло, на-
носили на них PBS во избежание высыхания и 
исследовали с двух сторон. Селезенку и кусочек 
доли печени протирали c помощью скальпеля че-
рез капроновый фильтр c размером пор 70 мкм, 
который затем промывали PBS в объеме 2 мл. 
Строму и паренхиму помещали раздельно на пред-
метное стекло, наносили на них PBS и накрыва-
ли покровным стеклом. Никакой предварительной 
или последующей фиксации образцы не подвер-
гались. В работе использовали флуоpеcцентный 
микpоcкоп Axio-Imager Z1 c цветной цифpовой 
камеpой AxioCam MRc5 (Carl Zeiss, Геpмания).

Образцы органов исследовали при общем уве-
личении 50, 100, 200 и 400× через 1, 3, 5, 7, 11, 14, 
21, 28, 35 и 55 суток после трансплантации. В та-
блицах отражены результаты заселения органов 
2–4 мышей-реципиентов донорскими клетками на 
каждый срок исследования.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Для обнаружения различий между аллогенной 

и сингенной трансплантациями КМ на клеточном 
уровне нами были исследованы динамика и осо-
бенности заселения органов мышей донорскими 
клетками.

Кожа. В коже с 1-х по 5-е сут после обоих ви-
дов ТКМ у части животных GFP+-клетки отсут-
ствовали, а у части наблюдали только единичные 
округлые или неправильной формы недифферен-
цированные GFP+-клетки, а после аллогенной 
ТКМ – также единичные флуоресцирующие ма-
крофаги. На 7-е сут уже у всех животных изну-
три детектировали мелкие округлые клетки и фи-
бробласты донорского происхождения, до 10–15 в 

поле зрения в общей сложности после сингенной 
и единичные в некоторых полях зрения – по-
сле аллогенной ТКМ при увеличении объектива 
20×(табл. 1).

На 11–21-е сут после сингенной ТКМ у всех 
животных в коже изнутри наблюдали стабильно 
большое количество округлых клеток, но с 28-х 
сут оно снижалось и до 55-х сут не превышало 10 в 
поле зрения. При такой ТКМ, с 21-х и по 55-е сут, 
концентрация фибробластов донорского происхо-
ждения, наоборот, всегда на порядок превосхо-
дила исходную. В то же время после аллогенной 
ТКМ у всех животных на 14–21-е сут происходи-
ло резкое увеличение количества GFP+-округлых 
клеток, которое оставалось очень значительным 
до конца наблюдения. При этом концентрация 
GFP+-фибробластов с 21-х по 28-е сут в коже по-
ясницы оставалась невысокой.

По форме фибробласты донорского проис-
хождения варьировали от обычных веретенооб-
разных в начальные сроки до изогнутых и пау-
кообразных, начиная с 14-х сут после обоих видов 
ТКМ. В то же время на 21-е сут после аллогенной 
ТКМ у одного из животных их размер составил 
25–30 против обычных 10–15 мкм. Округлые 
клетки наблюдали в основном с внутренней сто-
роны кожи, а фибробласты – снаружи.

У мышей СВА наблюдали большую задержку 
появления кератиноцитов – на 28-е сут после 
ТКМ против 14 сут у животных линии C57BL/6. 
Из-за свечения кератина кератиноциты были 
видны в основном в виде теней, но у отдельных 
животных они определялись совершенно четко и 
однозначно.

В некоторых случаях после обоих видов ТКМ 
наблюдали паракератоз (сохранение ядер в ро-

Таблица 1. Результаты детекции клеток, несущих маркерный ген зеленого флуоресцентного белка EGFP, в коже 
мышей – реципиентов линий С57Bl/6 и СВА

Тип клеток Линия
Время после трансплантации, сут

7 11 14 21 28 35 55
Округлые недифференцированные С57Bl/6 + ++ ++ ++ + + +

СВА + + +++ +++ ++ ++/++/++ ++
Фибробласты С57Bl/6 + + + ++ ++ ++ +++

СВА + + + ++ ++ ++/+++/++ ++
Кератиноциты С57Bl/6 – – + + + ++ –

СВА – – – – + ++/++/– ±
Скопления округлых, овальных, 
угловатых клеток и фибробластов 
на месте повреждения

С57Bl/6 ++ – ++ + ++ +++ –
СВА + – ++ – ++ ++/+++/– +++

Условные обозначения в табл. 1–3 (при увел. об.: 20×): (–) – отсутствие клеток в препарате; (±) – единичные клетки 
на весь препарат; (+) – единичные клетки в каждом поле зрения; (++) – десятки клеток в поле зрения; (+++) – 
сотни клеток в поле зрения.
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говом слое – рис. 1а) или дискератоз (хаотич-
ное расположение в эпидермисе) кератиноцитов 
(рис. 1б). К 35-м сут мыши СВА значительно раз-
личались по состоянию кожи.

У одного животного обнаружили мощное диф-
фузное свечение кератина, в котором находились 
кератиноциты донорского происхождения разных 
форм и размеров. В толще – множество GFP+-
фибробластов, изнутри – GFP+- клетки округлые 
и фибробласты, но в меньших количествах, чем в 
предыдущие сроки (21-е и 28-е сут). Шерсть не 
выпадала, выглядела здоровой.

У второго животного шерстный покров выгля-
дел изреженным, на мордочке почти отсутствовал, 
верхний слой кожи снимался чешуями. При этом 
снаружи наблюдали сплошное заселение кожи 
GFP+-фибробластами, а изнутри – множество 
округлых GFP+-клеток.

У третьего животного кожа снималась отсох-
шими пластами вместе с шерстью, но под ней на-
ходилась новая целая безволосая розовая кожа без 
признаков зачесов или кровотечения. С внешней 
стороны в этой новой коже наблюдали множество 
флуоресцирующих фибробластов и кератиноцитов 
(рис. 1в). В то же время изнутри в образце была 
обнаружена всего одна, хотя и крупная, колония 
круглых GFP+-клеток, а фибробласты донорско-
го происхождения отсутствовали. В мертвой коже 
изнутри обнаруживали флуоресцирующие колла-
геновые тяжи и кератиноциты с ядрами (рис. 1г).

К 55-м сут после аллогенной ТКМ у еще од-
ного экспериментального животного произошла 
полная замена кожного покрова, и новая шерсть 
отросла приблизительно до 0.5 см в длину, была 
очень мягкой и шелковистой. Кожа была очень 
нежной и тонкой, но целой и здоровой на вид. 
Под волосками наблюдали десятки очень мел-
ких GFP+-фибробластов и единичные флуорес-
цирующие кератиноциты. С внутренней стороны 
кожи обнаружили десятки GFP+-фибробластов, 
в основном очень тонких и длинных, флуорес-
цирующих округлых и угловатых клеток. После 
сингенной ТКМ на 35-е и 55-е сут мощное диф-
фузное свечение мешало рассматривать отдельные 
клетки. При этом снаружи наблюдали множество 
GFP+-фибробластов и кератиноцитов (рис. 1д), 
в толще кожи и с ее внутренней стороны – 
GFP+-фибробласты разных форм и размеров, 
только изнутри – десятки округлых GFP+-клеток 
(рис. 1е). 

На 14-е сут после аллогенной ТКМ у одного из 
животных был обнаружен участок кожи с зачесом, 

из которого был взят образец для сравнения с не-
поврежденной кожей с поясницы. Клетки донор-
ского происхождения на этом участке отличались 
от всех других образцов тем, что были не округ-
лыми среднего размера (около 5 мкм в диаметре), 
не веретенообразными и не кератиноцитами, а 
довольно крупными и овальными. В то же время 
как после сингенной ТКМ, так и после аллоген-
ной у части реципиентов в коже с поясницы были 
обнаружены механические повреждения, похожие 
на покусы, и в них находились плотные скопле-
ния GFP+-фибробластов и круглых клеток, оди-
наковых по своим показателям с аналогичными 
клетками реципиентов с неповрежденной кожей.

Рис. 1. Химеризация кожи с дифференцировкой 
донорских клеток: а – кератиноциты с ядрами 
(паракератоз) в роговом слое через 21 сут после 
сингенной трансплантации костного мозга (ТКМ); 
б – одиночный кератиноцит в глубине кожи с вну-
тренней стороны (дискератоз) через 28 сут после ал-
логенной ТКМ (стрелка); в – внешняя сторона но-
вой кожи с множеством флуоресцирующих клеток 
через 35 сут после аллогенной ТКМ; г – флуорес-
цирующие коллагеновые тяжи, бесклеточная масса 
и кератиноциты с ядрами в отслоившейся мертвой 
коже через 35 сут после аллогенной ТКМ изнутри. 
Стрелкой 1 указан кератиноцит, стрелкой 2 – кол-
лагеновые тяжи; д – множество GFP+-фибробла-
стов и кератиноцит через 55 сут после сингенной 
ТКМ снаружи; е – десятки округлых GFP+-клеток 
и единичные фибробласты изнутри через 35 сут по-
сле сингенной ТКМ. Стрелками указаны фибробла-
сты. Масштабная линейка: 50 мкм. Ув. об.: 20×.
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Эти различия наводят на мысль, что уровень 
специализации, которого могут достичь МСК 
КМ, зависит не только от типа трансплантации, 
но и от характера повреждения кожного покро-
ва, поскольку в облученной, но неповрежденной 
коже поясничной области после обоих типов ТКМ 
нами обнаружена дифференцировка МСК и в фи-
бробласты, и в кератиноциты, как и в случае с по-
кусами.

Печень. Чтобы понять, являются ли гепато-
цитами обнаруженные нами на слайсах круп-
ные одно- и двуядерные структуры донорско-
го происхождения, окруженные темной зоной 
(предположительно цитоплазмой) без видимой 
мембраны, и ответить на вопрос, существуют ли 
вообще экспрессирующие GFP гепатоциты, мы 
исследовали образцы печени у доноров – мышей 
Tg(ACTB-EGFP)1Osb/J, разводимых на основе 
инбредной линии C57BL/6, и гибридов самка 
Tg(ACTB-EGFP)1Osb/J × самец СВА. У доноров 
на слайсах в гепатоцитах флуоресцировали и ядра, 
и цитоплазма, либо только ядра. Эти клетки были 
приурочены к строме органа, прикрепляясь к ней 
относительно небольшими группами (кластера-
ми). У гибридов GFP+-гепатоциты наблюдали в 
очень крупных скоплениях и наряду с полностью 
флуоресцирующими клетками одновременно мы 
обнаруживали такие, у которых были темные ядра 
и светилась только цитоплазма, и такие, у которых 
одно или два очень ярких ядра были окружены 
темной цитоплазмой. Последняя разновидность 
гепатоцитов у обоих типов доноров морфологи-

Таблица 2. Результаты детекции клеток, несущих маркерный ген белка EGFP, в печени мышей – реципиентов 
линий С57Bl/6 и СВА

Тип GFP+-клеток и структур Линия
Время после трансплантации, сут

7 11 14 21 28 35 55
Фибробласты 5–15 мкм С57Bl/6 ± ± ± ± ± ± ±

СВА ± ± ± ± ± ± ±
Фибробласты 16–30 мкм С57Bl/6 ± ± ± ± ± ± +

СВА ± ± ± ± ± ± +
Округлые и овальные 5–10 мкм С57Bl/6 ± ± + + ± + ±

СВА ± ± + ± ± + ±
Мегакариоциты С57Bl/6 – – – ± ± – ±

СВА ± – ± – ± ± +
Перегородки С57Bl/6 ± ± ± ± ± + +

СВА ± ± + + + ++ ++
Клетки Ито С57Bl/6 ± + + + ++ ++ +++

СВА + ++ ++ ++ ++ +++ +++
Гепатоциты С57Bl/6 ± ± ± ± ± ± ±

СВА – ± ± – ± ± ±

Рис. 2. Химеризация печени и селезенки с диффе-
ренцировкой донорских клеток: а – GFP+-клетки 
неправильной формы и треугольные в печени через 
1 сут после аллогенной ТКМ; б – GFP+-структуры 
из клеток Ито в печени в виде вихрей, колец и лучей 
через 35 сут после аллогенной ТКМ; в, г – GFP+-ме-
гакариоцит в печени и селезенке соответственно 
через 55 сут после аллогенной ТКМ; д – гепато-
цит донорского происхождения через 35 сут после 
сингенной ТКМ; е – GFP+-гепатоциты (1) рядом с 
GFP+-клеткой Ито донорского происхождения (2) 
через 28 сут после аллогенной ТКМ. Масштабная 
линейка: 50 мкм. Ув. об.: 40× (а, в–е), 10× (б).



194 БОГДАНЕНКО и др.

ЦИТОЛОГИЯ  том 66  № 2  2024

чески соответствовала тем структурам, которые 
наблюдали у животных в нашем эксперименте, 
что позволило нам утверждать, что мы наблюдаем 
у реципиентов именно гепатоциты.

Уже через 1 сут после ТКМ у реципиентов обе-
их линий в печени в образцах как стромы, так и 
паренхимы в некоторых полях зрения обнаружива-
ли лежащие поодиночке флуоресцирующие пере-
мычки, овальные и неправильной формы крупные 
клетки длиной 10–15 мкм, фибробласты (эпите-
лиоциты) длиной 5–15 мкм, угловатые, округлые 
и овальные клетки длиной 5–10 мкм, единичные 
макрофаги и лейкоциты. Кроме того, детектиро-
вали еще и одиночные флуоресцирующие, непра-
вильной формы и треугольные гигантские клетки 
до 30 мкм в диаметре – возможно, клетки Купфера 
или активированные клетки Ито (рис. 2а), а также 
единичные GFP+-гепатоциты. Подобную картину 
мы наблюдали до 7 сут после ТКМ. Затем, начиная 
с 11-х сут, в строме и паренхиме печени концен-
трация клеток Ито размером до 30 мкм донорского 
происхождения причудливых форм со всевозмож-
ными сложными отростками постоянно увеличи-
валась (табл. 2). Они формировали к поздним сро-
кам наблюдения упорядоченные GFP+-структуры 
в виде вихрей, колец и лучей, пронизывающих весь 
орган (рис. 2б), однако после аллогенной ТКМ 
мембраны этих клеток выглядели полуразрушен-
ными, чего никогда не наблюдали в контроле.

Кроме того, с 14-х сут у мышей линии СВА 
в паренхиме печени практически в каждом поле 
зрения обнаруживали флуоресцирующие перемыч-
ки и лейкоциты; количество последних к концу 
наблюдения возрастало. Что касается реципиен-
тов линии C57Bl/6, то в период 14–55 сут по-
сле ТКМ подобные элементы и клетки в печени 
присутствовали в намного меньших количествах, 
а представительство клеток донорского происхо-
ждения таких типов, как овальные клетки разных 
размеров (5–15 мкм), округлые и угловатые (5–
10 мкм), фибробласты и клетки неправильной 
формы (10–15 мкм), было стабильно низким (1–5 
в некоторых полях зрения). GFP+-мегакариоциты 
при этом встречались с частотой 1–2 на весь препа-
рат или отсутствовали. Через 1–35 сут после алло-
генной ТКМ эти клетки также были единичными. 
Однако на 55-е сут их концентрация становилась 
больше практически на порядок по сравнению с 
первоначальной как при исследовании слайсов, так 
и в паренхиме после перетирания кусочка печени.

Это позволило предположить, что данное яв-
ление было компенсаторной реакцией организ-

ма животного на недостаточное кроветворение в 
костном мозге, хотя дополнительное исследова-
ние мазка крови показало картину, типичную для 
успешного приживления донорского КМ: поля 
GFP+-тромбоцитов и лейкоциты до 10 клеток 
в поле зрения. Действительно, в диафизах бед-
ренных костей мыши СВА на 55-е сут после ТКМ 
костный мозг отсутствовал.

Поскольку селезенка наряду с КМ также являет-
ся органом кроветворения, мы предположили, что 
и в ней после аллогенной ТКМ могут происходить 
нетипичные гемопоэтические процессы. Действи-
тельно, в гомогенате селезенки было обнаружено 
значительное количество активно пролифериру-
ющих GFP+-бластных клеток, GFP+-мегакари-
областы и мегакариоциты. По всей вероятности, 
именно этим объяснялось длительное выживание 
животного после аллогенной ТКМ, несмотря на 
отторжение и полную замену кожного покрова. 
На рис. 2в, г представлены фото GFP+-мегакарио-
цитов GFP+ в печени и в селезенке мыши СВА 
соответственно. Гепатоциты донорского происхо-
ждения встречались поодиночке или небольши-
ми группами после обоих видов ТКМ (рис. 2д, е) 
в некоторых полях зрения.

Прямая кишка. В прямой кишке с внешней сто-
роны единичные округлые и овальные недиффе-
ренцированные GFP+-клетки, а также небольшие 
фибробластоподобные клетки донорского проис-
хождения появлялись у реципиентов линии 
C57BL/6 уже через 1 сут после трансплантации, 
а у мышей линии СВА значительно позже – через 
3 и 7 сут после этой процедуры (табл. 3).

На 11-е сут недифференцированные GFP+-клет-
ки с внешней стороны у реципиентов обеих линий 
замещались флуоресцирующими фибробластами, 
которых, начиная с 14-х сут, наблюдали уже де-
сятками в поле зрения при увеличении объектива 
20× (общем увеличении 200×). Однако если на 14-е 
сут после сингенной ТКМ они всегда имели размер 
5–15 мкм и веретенообразную форму (рис. 3а), то 
после аллогенной ТКМ часть GFP+-фибробластов 
у одного животного была гигантского размера (до 
30 мкм в длину) и с разветвлениями (рис. 3б).

Интересно, что ни до, ни после этого такую 
картину мы не наблюдали. В последующие сроки 
у животных в стенке кишки снаружи после обо-
их типов ТКМ появлялись расположенные между 
гладкомышечными волокнами в виде цепочек и 
прикрепленные к волокнам нитевидные и очень 
тонкие паукообразные клетки с длинными от-
ростками.
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На 35-е сут у всех животных линии C57BL/6 
стенка кишки имела нормальные толщину и цвет, 
а у животных линии СВА была гиперемированной. 
У одного из троих животных кишка была плотной 
со множеством ясно видимых фибробластов, узких 
прямых и разветвленных, идущих как в продоль-
ном, так и в поперечном направлениях, что было 
близко к картине 28-х сут. У других двух мышей 
стенка кишки была истончена до такой степени, 
что сквозь нее были ясно видны основания ворсин 
и GFP+-фибробласты едва просматривались; они 
имели нитевидную форму и были нормального 
размера. На 55-е сут у мыши линии СВА также 
детектировали GFP+-фибробласты, до 20 в поле 
зрения (при увеличении объектива 20× и общем 
увеличении 200×), но к ним добавились округлые 
GFP+-клетки, предположительно лейкоциты. Не-
смотря на отторжение кожи, произошедшее за 2–3 
недели до забора органов, кишка не выглядела ни 
истонченной, ни воспаленной, что наблюдалось 
в более ранние сроки у других животных после 
аллогенной ТКМ. Это указывает на индивидуаль-
ность порядка развития РТПХ в разных органах 
и ее силу.

В Пейеровых бляшках флуоресцирующие клет-
ки появлялись через 5 сут после обоих видов ТКМ 
и наблюдались до конца эксперимента. Однако 
у мышей СВА таких бляшек было мало по срав-
нению с мышами C57BL/6 или они не вообще 
не обнаруживались (21-е сут после ТКМ).

На 35-е сут в толще кишки одного из этих 
животных была найдена только одна бляшка, но 
гигантских размеров и оплетенная кровеносными 
сосудами, которые на более ранних сроках были 
малозаметными. Количество GFP+-клеток в стро-

Таблица 3. Результаты детекции клеток, несущих маркерный ген белка EGFP, в прямой кишке мышей – реци-
пиентов линий С57Bl/6 и СВА

Тип клеток Линия
Время после трансплантации, сут

7 11 14 21 28 35 55
Округлые и овальные недифференцированные С57Bl/6 + + – – – – –

СВА – ± – – – – ±
Фибробласты С57Bl/6 ± + ++ ++ ++ ++ ++

СВА ± ± ++ ++ ++ ++ ++
Клетки Пейеровых бляшек С57Bl/6 ± +++ +++ +++ +++ +++ +++

СВА ± +++ +++ +++ +++ +++ +++
Клетки ворсин С57Bl/6 ± +++ +++ +++ +++ +++ +++

СВА – +++ +++ +++ +++ +++ +++
Округлые и овальные
Соединительнотканные

С57Bl/6 – ++ ++ +++ +++ +++ +++
СВА – – ++ +++ +++ +++ +++

Рис. 3. Химеризация прямой кишки с дифференци-
ровкой донорских клеток: а – GFP+-фибробласты 
нормального размера через 14 сут с внешней сто-
роны кишки (в мышечном слое) после сингенной 
ТКМ; б – GFP+-фибробласты гигантского разме-
ра с разветвлениями с внешней стороны кишки 
(в мышечном слое) через 14 сут после аллогенной 
ТКМ; в – GFP+-клетки, похожие на бокаловидные 
(стрелки), через 14 сут после аллогенной ТКМ; г – 
основания ворсин правильной 6-гранной формы 
в поперечном сечении через 35 сут после сингенной 
ТКМ; д – деформированные, разного размера вор-
сины, окруженными слоями соединительнотканных 
GFP+-клеток через 35 сут после аллогенной ТКМ. 
Масштабная линейка: 50 мкм. Ув. об.: 20× (а, б, 
г, д), 10× (в).
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ме и паренхиме бляшек было настолько большим, 
что нефлуоресцирующие клетки в них не просмат-
ривались.

Заселение ворсин прямой кишки после обо-
их типов ТКМ едва начиналось через 1 нед., но 
уже к 11-м сут практически во всех находилось от 
1–2 до 5–15 GFP+-клеток (см. табл. 3). Некоторые 
ворсины к этому сроку замещались соединитель-
нотканными структурами донорского происхо-
ждения после сингенной и через 14 сут – после 
аллогенной ТКМ.

Во втором случае в слизистой оболочке де-
тектировали еще и круглые флуоресцирующие 
клетки, выступающие из стенок ворсин, похожие 
на бокаловидные, которые после этого ни разу 
не обнаруживались (см. рис. 3в). С 21-х сут и до 
конца наблюдения картина заселения и состоя-
ния слизистой оболочки кишки у мышей C57BL/6 
практически не менялась: во всех ворсинах было 
множество GFP+-клеток, а сами основания вор-
син имели правильную 6-гранную форму в по-
перечном сечении (см. рис. 3г).

У мышей линии СВА к 21-м сут картина за-
селения была иной. Многие ворсины были без 
GFP+-клеток, у многих донорские клетки были 
угловатыми и укороченными. К 28-м сут к этому 
добавилось изменение формы большинства вор-
син кишки с 6-гранной на овальную, а к 35-м 
сут такими стали все ворсины. Они потеряли од-
нородность по размеру, так что разница по тол-
щине между некоторыми достигала двукратной. 
Местами между ворсинами были пустые проме-
жутки, при этом практически каждая была окру-
жена двойным или тройным слоем соединитель-
нотканных клеток донорского происхождения (см. 
рис. 3д). У мыши, дожившей до 55 сут, состояние 
слизистой оболочки было таким же.

ОБСУЖДЕНИЕ
Развитие РТПХ-фенотипа у мышей характе-

ризуется изменениями кожи и шерсти, потерей 
веса и диареей (Brubaker, 1993), склерозирова-
нием желчных протоков и колитом (Brandon et 
al., 2010), поэтому нами для исследования связи 
проявлений РТПХ со степенью химеризма были 
выбраны кожа, прямая кишка и печень. Аллоген-
ная трансплантация КМ мышам СВА от мышей 
линии C57Bl/6 моделировала неродственную ал-
логенную подсадку КМ у человека с неполным 
соответствием по HLA, так как известно, что ли-

нии СВА и C57Bl/6 имеют несколько отличий по 
лейкоцитарным антигенам (Бландова и др., 1983).

Развитие РТПХ после подобной ТКМ иссле-
довали и ранее, но невозможность дифференци-
ровать клетки донора от клеток реципиента не 
позволяла отследить судьбу первых в организме 
хозяина (Цуцаева и др., 1988). Ген GFP был вы-
делен из медузы Aequorea victoria. Поскольку для 
флуоресценции белка GFP не требуются экзо-
генные субстраты и кофакторы, он может быть 
использован как маркер экспрессии и локали-
зации гена в живых организмах (Chalfie, 1995). 
Были созданы трансгенные линии мышей (Okabe 
et al., 1997), имеющие усиленный ген GFP (ЕGFP), 
находящийся под бета-актиновым промотором и 
цитомегаловирусным энхансером, и предложили 
использовать их в различных экспериментах по 
трансплантации.

Использование EGFP в нашем случае позво-
ляло проводить визуализацию восстановления ис-
следуемых органов реципиента после облучения 
за счет донорских клеток, а также однозначно 
связать с ними процессы гистогенеза. При этом 
было возможно исследовать большой объем орга-
на (печени, кожи) или весь орган (прямая кишка) 
на наличие клеток донорского происхождения без 
какой-либо фиксации, ПЦР, FISH, окрашивания 
на Y-хромосому или гистохимии.

Данный метод исследования химеризма после 
ТКМ широко известен в экспериментальной био-
логии (Krause, 2002; Миллер и др., 2016; Egawa, 
Kabashima, 2018; Hünefeld et al., 2018). Он позволяет 
моделировать на животных-биомоделях процессы, 
которые очень сложно изучать на людях, перенес-
ших ТКМ, в частности степень заселения донор-
скими клетками органов реципиента и РТПХ, для 
чего нужны сложные молекулярно-биологические 
методы или биопсия (Körbling, 2002; Tolar et al., 
2013; van der Torren, 2015; Waterhouse et al., 2021).

Мы провели пошаговое исследование с забором 
у мышей-реципиентов органов-мишеней РТПХ на 
10 сроках после аллогенной и сингенной транс-
плантации, чего не обнаружили в работах других 
авторов, которые изучали химеризм в течение 
одного или двух сроков после ТКМ без всякого 
объяснения выбора времени и при неясности того, 
какое время соответствует максимуму заселения 
донорскими клетками или началу гибели клеток.

В нашей работе после обоих видов ТКМ у ре-
ципиентов в коже наблюдали как округлые не-
дифференцированные клетки, так и фибробла-
сты и кератиноциты донорского происхождения. 
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Из дифференцированных клеток подавляющее 
большинство составляли клетки соединительной 
ткани (фибробласты). После аллогенной ТКМ 
GFP+-кератиноциты появлялись довольно позд-
но (28 сут) по сравнению с сингенной (14 сут). 
Накопление кератина в обоих случаях сопрово-
ждалось мощным свечением кожи.

Присутствие кератиноцитов донорского проис-
хождения после сингенной ТКМ показано и в на-
ших работах, и в работах других авторов (Fujita et 
al., 2010; Богданенко и др., 2020, 2022). Что каса-
ется аллогенной ТКМ, то есть работа, в которой 
показано, что XY-положительный сигнал опреде-
лялся с частотой 6% через 867 сут после транс-
плантации в цитокератин-положительных клетках 
образцов кожи женщин-реципиентов, получивших 
КМ от доноров-мужчин. В эпидермисе клетки до-
норского происхождения располагались в глубине 
мальпигиевого слоя, близко к зернистому слою 
(Körbling et al., 2002).

В другой работе по аллогенной ТКМ биопсия 
кожи пациентов выявила наличие донорских 
CD45–-клеток, экспрессировавших коллаген VII 
типа (Tolar et al., 2013). Однако у мышей-биомоде-
лей с эпидермальной буллезой через 10–12 недель 
после полулетальной и летальной дозы облучения 
и экспериментального лечения аллогенной ТКМ 
кератиноциты в коже отсутствовали при наличии 
только донорских недифференцированных клеток, 
которые авторы определяли как клетки лейкоци-
тарного происхождения, так как они несли на 
своих мембранах кластер дифференцировки CD45 
(Egawa, Kabashima, 2018; Hünefeld et al., 2018).

Дифференцировка стволовых клеток КМ 
(СККМ) в кератиноциты была очень слабой у 
мышей даже после летального облучения и трав-
мирования кожи, так как только 0.1% кератино-
цитов в месте раны определялись как донорские, 
причем они не флуоресцировали, хотя несли ген 
GFP, и были выявлены иммунофлуоресцентным 
окрашиванием на цитокератин и Y-хромосому 
(Harris et al., 2004).

Возможно, что отличие наших результатов от 
указанных состоит в количестве трансплантиро-
ванных клеток (1.5 · 107 против 1 · 106), сроках де-
текции кератиноцитов (28–55 сут против 70–84 
после ТКМ) и степени антигенных различий меж-
ду донором и реципиентом. В нашем случае мы 
наблюдали полную замену кожи в период с 35-х 
по 45-е сут после аллогенной ТКМ, о чем ничего 
не сообщается у других авторов (Egawa, Kabashima, 
2018; Hünefeld et al., 2018), но, возможно, была 

ими не замечена, поскольку о наблюдениях за ее 
промежуточным состоянием не сообщалось. 

Возможно, что на период замены кожи керати-
ноциты могут исчезать (что и наблюдалось нами у 
одного животного на 35-е сут) или присутствовать 
в ней в минимальных количествах (у животного 
на 55-е сут). Мы считаем, что в механизме заме-
ны кожи могут участвовать Т-клетки реципиента, 
поскольку есть работа, в которой острую кожную 
РТПХ наблюдали в присутствии 100% Т-клеток 
хозяина; при этом большинство антиген-представ-
ляющих клеток в коже было донорского проис-
хождения и наблюдалось непосредственно рядом 
с Т-клетками хозяина (Divito et al., 2020). В пользу 
этой гипотезы говорит тот факт, что и в указан-
ной, и в нашей работе наблюдали паракератоз 
и дискератоз кератиноцитов именно донорского 
происхождения, что свидетельствует о наличии 
иммунной атаки, причем со стороны  Т-клеток 
хозяина, так как эти явления характерны для вос-
палительных заболеваний.

Наблюдаемые в нашей работе во внутреннем 
слое кожи округлые GFP+-клетки могут быть 
и лейкоцитами донорского происхождения, по 
крайней мере частично, поскольку после синген-
ной ТКМ их количество в этом слое существенно 
ниже по сравнению с аллогенной. Это явление, а 
также усиление химеризма кожи (в основном за 
счет фибробластов) вплоть до события ее отторже-
ния, исчезновение с внутренней поверхности новой 
кожи большинства GFP+-клеток, а затем их новое 
размножение к 55-м сут после аллогенной ТКМ 
может обозначать наличие перекрестной иммунной 
реакции в этом органе, т.е. одновременно и РТПХ, 
и реакции “хозяин против трансплантата” (РХПТ).

Наличие фибробластов в коже поясницы, на-
блюдаемое нами не только после сингенной, но и 
после аллогенной ТКМ, указывает на возможность 
дифференцировки стволовых клеток КМ в этом 
органе при определенных условиях. Однако ясно, 
что одного облучения может быть недостаточно. 
Наличие довольно глубоких механических травм 
(покусов, порезов) вызывает усиление образова-
ния фибробластов.

Подобная реакция показана нами и другими 
авторами при использовании облучения и после-
дующего нанесения травмы при сингенной ТКМ 
(Rea et al., 2009; Rodriguez-Menocal et al., 2015; 
Богданенко и др., 2020). Но поверхностное повре-
ждение кожи перед аллогенной ТКМ приводило 
к появлению в ее толще только крупных донор-
ских недифференцированных клеток, что совпада-
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ет с данными других авторов (Egawa, Kabashima, 
2018; Hünefeld et al., 2018).

Возможно, причиной нарушения дифференци-
ровки донорских клеток в коже может быть не 
только работа иммунной системы хозяина, но и 
отсутствие необходимых для этого сигналов в нуж-
ной концентрации или нужного качества. Роль 
сигнальных молекул, необходимых для регуля-
ции дифференцировки стволовых клеток, отво-
дят, в частности, некодирующим кольцевым РНК. 
При культивировании стволовых клеток различно-
го происхождения они способны либо усиливать, 
либо ослаблять данный процесс (Lin et al., 2021).

Как показывает наша работа, большинство 
GFP+-клеток в печени дифференцировались 
в клетки соединительной ткани – фибробласты, 
клетки Ито и клетки перемычек. Поскольку мы 
могли видеть клетки целиком и живыми, нельзя 
было принять один тип клеток за другой. Есть 
работа, в которой через 70 сут после сингенной 
трансплантации GFP+-клетки цельного КМ в пе-
ченочных долях дифференцировались в клетки, 
подобные купферовским, со звездчатой морфо-
логией (Filip et al., 2014), т.е. в клетки Ито. Нам 
удалось обнаружить превращение донорских ство-
ловых клеток КМ в гепатоциты, независимо от 
типа трансплантации, хотя их число не превыша-
ло 1–5 в некоторых полях зрения. Этот результат 
не противоречит данным о возникновении после 
ТКМ химеризма гепатоцитов у животных (Krause, 
2001) и человека (Körbling et al., 2002).

Наличие гепатоцитов донорского происхожде-
ния при использовании в качестве метки Y-хро-
мосомы (Körbling et al., 2002) можно считать спор-
ным, поскольку увидеть всю клетку одновременно 
при нарезании срезов фиксированного органа 
невозможно без ее компьютерной реконструк-
ции, которую обычно не делают. Чтобы избежать 
подобной ошибки, некоторые авторы используют 
методы окрашивания срезов печени реципиентов 
веществами, связывающимися с белками, выраба-
тываемыми гепатоцитами. Однако морфологиче-
ски определить обнаруживаемые таким способом 
клетки, как гепатоциты в данном случае, обычно 
нельзя, и в ряде работ авторы употребляют термин 
“гепатоцитоподобные клетки” (Caplan, 2013).

В то же время есть работа, где обнаруженные 
клетки донорского происхождения действительно 
морфологически выглядят как гепатоциты. По край-
ней мере, так утверждают авторы (Francois et al., 
2013). Неверие в возможность использования ство-
ловых клеток КМ для терапии токсических повре-

ждений печени выразили другие авторы (Kanazawa, 
Verma, 2003): при использовании трех разных спосо-
бов детекции гепатоцитов им удалось найти только 
пять гепатоцитов на множестве срезов препаратов, 
полученных от нескольких животных. Ничтожная 
доля гепатоцитов донорского происхождения, обна-
руженных после летальной дозы облучения и алло-
генной ТКМ и детектированных в печени по Y-хро-
мосоме, подтверждает этот вывод (Harris et al., 2004).

При нашем методе исследования печени 
в большинстве GFP+-гепатоцитов подопытных жи-
вотных флуоресцировали только ядра. Возможно, 
при этом способе подготовки ткани печени к ис-
следованию повреждался актиновый цитоскелет 
GFP+-клеток, и этот белок, экспрессируемый под 
актиновым промотором, терял нативную структуру 
в первую очередь в цитоплазме клеток. В то же 
время GFP-клетки печени выглядели здоровыми 
во все сроки наблюдения после аллогенной ТКМ, 
что говорит об отсутствии иммунной реакции про-
тив них со стороны донорских Т-клеток.

Прогрессирующее заселение печени GFP+-
клетками Ито и фибробластами и формирование 
ими стромы реципиента в нашей работе совпада-
ют по времени с развитием холангитов и склеро-
зированием желчных протоков после моделиро-
вания РТПХ (Brandon et al., 2010). Известно, что 
при хроническом повреждении печени проходит 
активация клеток Ито, что приводит к секреции 
матрикса, вследствие чего развивается фиброз или 
даже цирроз (Iredale, 2001). Из этого следует, что 
именно увеличение химеризма соединительной 
ткани с течением времени, наблюдаемое нами, 
должно усиливать иммунные реакции в печени.

Наличие там значительного количества 
GFP+-мегакариоцитов подтверждает возможность 
образования дополнительных центров кроветворе-
ния из донорских клеток у мышей после аллоген-
ной трансплантации и развития РТПХ (Цуцаева и 
др., 1988). Поскольку показано, что РТПХ вызывает 
подавление недифференцированных гемопоэтиче-
ских клеток и блокирует дифференцировку мегака-
риоцитов в костном мозге на мышиной модели (Lin 
et al., 2014), компенсация образования тромбоцитов 
выглядит целесообразной для организма в целом. 
Однако то, что она проходит за счет донорских кле-
ток, вызывает вопрос о том, за счет каких сигналов 
это происходит. Засилье донорских клеток в селе-
зенке на 55-е сут после аллогенной ТКМ и наличие 
там еще одного очага размножения GFP+-мегака-
риоцитов одновременно с большим количеством 
ярко флуоресцирующих бластов указывает на само-
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организацию всей  популяции  донорских клеток для 
поддержания их нормального существования в ор-
ганизме реципиента.

По данным литературы, даже после видимого 
полного восстановления кишечника после острого 
радиационного поражения миофибробласты, эпи-
телиальные и эндотелиальные клетки КМ-проис-
хождения могут быть найдены в тканях этого орга-
на (Brittan et al., 2002, 2005; Okamoto et al., 2002). 
Через 7 сут после сингенной ТКМ таких клеток 
в кишке еще совсем мало (Ch’ang et al., 2012), но 
уже через 11–14 сут происходит экспоненциальное 
заселение ими практически всех ворсин толстой 
кишки (Сергиевич и др., 2021). К 30 сут после та-
кой трансплантации строма ворсинок кишечника 
обильно колонизирована клетками с GFP, а через 
70 сут GFP+-клетки образуют рыхлую соедини-
тельную ткань ворсинок (Filip et al., 2014).

Эта картина не противоречит той, которую на-
блюдали в наших экспериментах. В то же время 
некоторая задержка заселения мышечного слоя 
прямой кишки фибробластами и отклонение их 
размеров от обычных после аллогенной ТКМ за-
ставляет предположить, что, как и в случае с диф-
ференцировкой клеток донорского происхождения 
в фибробласты печени или кератиноциты, после 
аллогенной трансплантации имеет место недоста-
ток необходимых для этого сигналов в нужной 
концентрации или нужного качества.

Свидетельством РТПХ, вероятно, является ис-
тончение стенки кишки практически до ее полной 
прозрачности после аллогенной ТКМ, при том 
что GFP+-фибробласты до конца жизни мышей 
не повреждались. Однако деформация или отсут-
ствие GFP+-клеток во многих ворсинах, а затем и 
деформация большинства ворсин кишки, потеря 
ими однородности по размеру позволяют предпо-
ложить, что в данном случае имеет место иммун-
ная атака со стороны клеток хозяина, а не донора. 
Это предположение подкрепляется тем фактом, 
что практически каждая ворсина к поздним сро-
кам была окружена двойным или тройным слоем 
соединительнотканных клеток донорского проис-
хождения, а, как известно, именно хроническая 
иммунная атака провоцирует разрастание соеди-
нительной ткани.

Отсутствие в бедренных костях костно-мозго-
вых клеток не только реципиента, но и донора 
через 55 сут после аллогенной ТКМ подтвержда-
ет возможность существования перекрестной им-
мунной реакции. Поскольку при аллогенной ТКМ 
как Т-клетки, так и HSPCs (hematopoietic stem and 

progenitor cells) являются донорскими, следовало 
бы ожидать, что эти клетки будут защищены от 
прямого повреждения при РТПХ после транс-
плантации (Müskens et al., 2021). Однако несколь-
ко исследований доказали, что РТПХ приводит 
к снижению количества и функции HSPC. Это 
позволило предположить, что они повреждаются 
при РТПХ (Martínez-Jaramillo et al., 2001; Shono 
et al., 2010).

Вопрос заключается в том, повреждаются ли 
донорские HSPCs непосредственно Т-клетками 
хозяина. В пользу этого предположения говорят 
факты, полученные на мышах: присутствие только 
собственных функциональных Т-лимфоцитов во 
всех исследованных образцах кожи и толстой киш-
ки во время острой РТПХ при почти полном их 
отсутствии в крови и, наоборот, наличие в основ-
ном в ней Т-клеток донорского происхождения 
в отсутствие РТПХ (Divito et al., 2020). Как мы 
полагаем, это явление указывает на то, что после 
ТКМ, кроме РТПХ, имеет место и реакция РХПТ.

В практическом применении в медицине КМ 
считается субстанцией, состоящей из стволовых 
клеток, которые затем специализируются в клетки 
крови. Однако при этом упускают из виду, что в 
КМ содержится большое количество МСК. Хотя 
МСК считаются неуловимыми для иммунитета и 
даже иммуносупрессивными, свежие данные сви-
детельствуют о том, что после их дифференциров-
ки при аллогенной ТКМ иммунный ответ хозяина 
может быть неизбежным (Mohammadi et al., 2020). 
В частности, кожно-резидентные Т-клетки реци-
пиента выживают при “истощении лимфоцитов”, 
так как, несмотря на отсутствие циркулирующих 
лимфоцитов, у пациентов с глубокой лимфопени-
ей после химиотерапии все еще может развиться 
опосредованная Т-клетками лекарственная сыпь 
(Divito et al., 2020).

Как видно из нашей работы, стволовые клетки 
КМ превращаются в основном в клетки соедини-
тельной ткани. В то же время они оказываются 
способными дифференцироваться в специализи-
рованные клетки органов.

При этом, очевидно, они заселяют ниши, за-
нимаемые до того клетками хозяина и погибши-
ми при его облучении, необходимом для успеха 
трансплантации. Иммунная система реципиента 
может восстанавливаться после облучения, после 
чего, как мы предполагаем, клетки донорского 
происхождения становятся ее мишенью.

Однако РТПХ, согласно своему названию, 
подразумевает повреждение органов после алло-
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генной ТКМ донорскими Т-клетками, которые 
вводятся одновременно с кроветворными клетка-
ми при трансплантации, а затем вновь образуются 
из гематопоэтических клеток. Из всех наблюдае-
мых нами признаков такой атаки выделяются мас-
сы недифференцированных округлых GFP+-кле-
ток с внутренней поверхности кожи и истончение 
стенки прямой кишки, заселенной относительно 
небольшим количеством GFP+-фибробластов. Все 
остальные повреждения органов после аллогенной 
ТКМ – отторжение кожи, в которой находится 
множество клеток донорского происхождения 
(в основном GFP+-фибробластов), деформация 
ворсин в слизистой оболочке прямой кишки и ча-
стичная деформация и потеря ими GFP+-клеток, 
массово их заселивших, усиленное размножение 
соединительнотканных GFP+-клеток в печени и 
кишке, наличие полуразрушенных клеток Ито на 
поздних сроках, опустошение КМ реципиента – 
указывают на то, что атака на них в данном случае 
идет со стороны иммунной системы реципиента, 
а не донорских Т-лимфоцитов.

Поэтому мы предполагаем, что после аллоген-
ной ТКМ, кроме РТПХ, имеет место и РХПТ. Это 
предположение подкрепляется данными клиниче-
ской картины после аллогенной ТКМ из меди-
цинской практики – повреждением кожи, эпителия 
желчных протоков, но не гепатоцитов, и слизистой 
оболочки пищеварительного тракта, избыточной 
продукцией коллагена – и согласуется с работами 
о наличии реципрокных иммунных реакций после 
аллогенной ТКМ (Vossen, 1998; Dzierzak-Mietla et 
al., 2012). Явное проявление иммунных реакций 
(21–35 сут после ТКМ) напрямую совпадает со вре-
менем массового заселения исследованных органов 
клетками донорского происхождения и их диффе-
ренцировки, т.е. развитие химеризма определяет 
развитие поражения органов.

Это наблюдение подтверждается тем фак-
том, что по результатом другой нашей рабо-
ты потеря химеризма крови через 2–7 нед. по-
сле аллогенной (от мышей линии C57Bl/6) и 
полуаллогенной трансплантации (от гибридов 
♀C57BL/6 GFP+ × ♂СВА) мышам СВА приво-
дила к увеличению выживаемости реципиентов 
(до 9 мес. после облучения) по сравнению с теми 
животными, у которых химеризм наблюдали до 
конца жизни. При этом присмертное исследова-
ние животных с потерей химеризма крови пока-
зало полное или частичное отсутствие химеризма 
внутренних органов без видимых признаков РТПХ 
(Богданенко и др., 2021).
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