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Проанализированы субпопуляционный состав и цитокиновый профиль продуктов афереза больных 
лимфомами и острыми лейкозами. Показано, что продукты сепарации больных острыми лейкозами 
характеризуются более высоким относительным содержанием наивных Т-клеток, CD4+CD25high-клеток 
и общего количества Т-лимфоцитов – на уровне тенденции, и более низким количеством гранулоцитов. 
Обнаружено достоверное повышение относительного количества активно делящихся CD34+-клеток 
(в фазе S, G

2
/M), полученных у больных острыми лейкозами, а в сепаратах пациентов с лимфомами 

наблюдалось увеличение содержания CD34+-клеток в фазе G
0
/G

1.
 Клетки сепаратов больных острыми 

лейкозами также отличались более высокими уровнями продукции провоспалительных цитокинов: IL-
1, IL-6, MIP-1β, TNF-α, IL-8, IFN-γ (последние два – в виде тенденции), и цитокинов, стимулирующих 
гуморальный иммунный ответ (IL-4 и – в виде тенденции – IL-10). Имеющиеся различия не сказывались 
на эффективности ранней реконституции лимфоцитов.
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The comparative analysis of graft cell subtypes and its cytokine 
production of lymphoma and leucosis patients
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Cell subtypes and cytokine profile of apheresis products collected from lymphoma and acute leucosis patients 
were analyzed. It was shown, that acute leucosis patients` grafts contained higher relative numbers of naïve  
T-cells, CD4+CD25high T-cells, T-lymphocytes (non-significant trend) and lower counts of granulocytes. Significant 
increase of relative numbers of dividing CD34+ cells (in S, G

2
/M phases of the cell cycle) was demonstrated in 

acute leucosis patients` grafts. In lymphoma grafts the levels of CD34+ cells in G
0
/G

1 
phases were found to be 

increased. Cells isolated from grafts of acute leucosis patients characterized by higher levels of proinflammatory 
cytokines production, such as IL-1, IL-6, MIP-1β, TNF-α, IL-8, IFN-γ (the last two ones– non-significant trend) 
and cytokines, essential for humoral immune response (IL-4 and – in trend – IL-10). The existing differences 
didn’t influence on effectiveness of early lymphocyte recovery.
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Высокодозная химиотерапия с последующей 
аутологичной трансплантацией гемопоэтических 
стволовых клеток (АТГСК) является одним из 
эффективных методов лечения гематологических 
заболеваний. В последние годы большое внимание 
уделяется содержащимся в продукте афереза им-
мунокомпетентным клеткам и их функциональной 
активности, как важным факторам, влияющим на 
исход АТГСК. 

Гомеостатическая пролиферация трансплан-
тируемых зрелых лимфоцитов – один из основ-
ных путей восстановления популяций Т-клеток 
после АТГСК. Со сроками выхода из лимфопении 
прямо коррелирует количество реинфузируе-
мых лимфоцитов, либо отдельных субпопуляций:  
СD8+-клеток, NK-клеток [1, 5, 6]. При этом раннее 
восстановление лимфоцитов является независи-
мым фактором увеличения общей выживаемо-
сти и времени до прогрессии заболевания после 

АТГСК при неходжкинских лимфомах, лимфомах 
Ходжкина, миеломной болезни, остром миелоид-
ном лейкозе [7]. Трансплантируемые моноциты и 
дендритные клетки, помимо участия в восстанов-
лении собственных популяций, также рассматри-
ваются как источник цитокинов, необходимых 
для быстрой и эффективной реконституции лим-
фоцитов. [3, 4, 8], а количество реинфузируемых 
гранулоцитов, наоборот, негативно коррелирует 
с продолжительностью цитопении [9]. Не изучено 
влияние регуляторных Т-клеток (Трег) на содер-
жимое продукта афереза при имеющихся данных 
о возможном увеличении их количества в связи с 
резистентностью к химиотерапии [2]. 

Несмотря на идентичность мобилизации и 
сепарации гемопоэтических стволовых клеток 
(ГСК), неизбежны, но не изучены различия в 
субпопуляционном составе и функциональной 
активности клеток продуктов сепарации у больных 



Áþëëåòåíü ÂÑÍÖ ÑÎ ÐÀÌÍ, 2012, ¹ 3 (85), Часть 2 

30	 								               Клиническая медицина

лимфомами и лейкозами, связанные с патогенезом 
данных болезней и, соответственно, подходами к 
терапии. При этом острые лейкозы по сравнению 
с лимфомами отличаются более агрессивным тече-
нием с меньшим ответом на проводимую терапию 
и остаются нерешенной проблемой современной 
медицины. 

Целью настоящей работы стала сравнительная 
оценка субпопуляционного состава и цитокинового 
профиля клеток продукта афереза больных лимфо-
мами и острыми лейкозами.

Материалы и методы

Пациенты. В исследование было включено 40 
больных, из них 29 человек со злокачественны-
ми лимфомами и 11 – с острыми лейкозами, 19 
мужчин и 21 женщина в возрасте от 19 до 58 лет, 
получивших АТГСК за период с 2010 по 2012 г. 
Обследование и лечение пациентов проводилось 
на базе отделения гематологии и трансплантации 
костного мозга НИИ клинической иммунологии 
СО РАМН и Городского Гематологического Цен-
тра г.  Новосибирска. Неходжкинские лимфомы 
(НХЛ) диагностировалась у 7, лимфома Ходжкина 
(ЛХ) – у 11, множественная миелома (ММ) – у 11, 
острый миелоидный лейкоз – у 9 и острый лим-
фобластный лейкоз – у 2 пациентов. Забор крови 
и все иммунологические исследования проводили 
после получения письменного информированного 
согласия пациентов.

Мобилизация периферических гемопоэтиче-
ских стволовых клеток (ГСК). Мобилизацию ГСК у 
большинства больных проводили с использованием 
различных режимов химиотерапии с последующим 
введением препаратов гранулоцитарного колоние-
стимулирующего (Г-КСФ) фактора 5 мкг/‌кг/‌день. 
Г-КСФ в режиме монотерапии (10 мкг/кг/день) 
применялся только у 3 больных острым лейкозом. 
Процедуру афереза начинали по достижении кон-
центрации 1 × 104 CD34+ клеток/мл перифериче-
ской крови и продолжали до получения ≥ 2,0 × 106 
CD34+ клеток/кг, используя сепараторы клеток 
крови AS TEC 204 (Fresenius) и Spectra LRS 07 
(COBE). 

Образцы для исследования брались сразу по-
сле завершения процедуры сепарации из пакета с 
продуктом афереза, при проведении нескольких 
сеансов – после первого. Забор периферической 
крови проводился в день сепарации и на момент 
выхода из лимфопении (лимфоциты ≥ 0,5 × 109/л). 

Оценка клеточных популяций. Общий анализ 
крови проводили на автоматическом гематоло-
гическом анализаторе Hema-Screen 18 (Hospitex 
Diagnostics, Italy). Относительное содержание 
субпопуляций T-лимфоцитов (CD3+, CD4+, CD8+, 
CD4+CD45RA+, CD4+CD45RO+, CD8+CD45RA+, 
CD8+CD45RO+), в том числе Т

рег
 (CD4+CD25high, 

CD4+CD25+CD127-, CD4+FOXP3+), NK-клеток 
(CD16+), В-лимфоцитов (CD19+), моноцитов 
(CD14+) оценивали в лейковзвеси методом про-
точной цитофлюориметрии (FACSCalibur, Becton 
Dickinson), используя FITC-, РЕ- и PerCP-меченные 

моноклональные антитела («Сорбент», Россия, 
Becton Dickinson, США).

Оценка цитокинового профиля. Продукцию 
цитокинов (IL-1,TNF-α, IFN-γ, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, 
IL-7, IL-8, IL-10, IL-12, IL-13, IL-17, G-CSF, МСР-1, 
MIP-1b) оценивали в супернатантах нестимули-
рованных и стимулированных липополисахари-
дом 10 мкг/‌мл (LPS E. coli 0111:B4, Sigma-Aldrich) 
клетках (1,5 × 106/мл) продукта афереза, культи-
вированных в течение 48 часов в присутствии 5% 
FCS (Биолот), методом проточной флюориметрии 
на двухлучевом лазерном автоматизированном 
анализаторе Bio-Plex Protein Assay System («Bio-
Rad», США) с использованием коммерческих 
тест-систем 17-Plex в соответствии с инструкцией 
фирмы-производителя. 

Статистическую обработку данных проводили 
при помощи пакета программ Statistica 6.0 для Win-
dows (StatSoft). Для оценки значимости различий 
между показателями продуктов афереза больных 
использовали критерий Вилкоксона-Манна-Уитни. 
Различия считали достоверными при уровне зна-
чимости p < 0,05.

Результаты и обсуждение 

Чтобы оценить количественные и функцио-
нальные особенности продуктов афереза в зависи-
мости от заболевания был проведен сравнительный 
анализ относительного количества популяций 
клеток сепарата и спонтанную и стимулирован-
ную продукцию клетками цитокинов у больных с 
лимфомами (n = 29) и острыми лейкозами (n = 11). 
Сравниваемые группы значимо не различались 
по возрасту, полу, а также режимам мобилизации 
и количеству вводимых CD34+ клеток (медиана 
4,5 × 106/кг и 3,8 × 106/кг у пациентов с лимфомами 
и острыми лейкозами, соответственно).

Продукты афереза, полученные от больных 
острыми лейкозами, характеризовались более вы-
соким относительным количеством наивных СD4+ 
и СD8+ лимфоцитов (табл. 1) при статистически не 
отличающемся содержании клеток памяти и до-
стоверным увеличением индекса СD4+CD45RА+/
СD4+CD45RO+(p = 0,015). Относительное содер-
жание СD4+- и СD8+-лимфоцитов в сравниваемых 
группах не отличались, однако была выявлена 
тенденция к более высокому содержанию CD3+ 
Т-клеток в сепаратах больных острыми лейкозами 
(табл. 1).

Продукты афереза пациентов с лимфомами 
отличались высоким (более чем в 2–3 раза) по 
сравнению с оппозитной группой содержанием 
нейтрофилов всех стадий созревания, при этом 
достоверное увеличение показано для юных ней-
трофилов и гранулоцитов в целом (табл. 1).

Зарегистрировано одинаковое относительное 
количество B-лимфоцитов, NK-клеток, а также 
моноцитов в обеих группах обследованных паци-
ентов.

Анализ содержания Трег показал, что от-
носительное количество CD4+CD25+CD127- и 
CD4+FOXP3+ Т-клеток в продуктах афереза боль-
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ных не различалось, в отличие от CD4+CD25high-
клеток, относительное количество которых было 
достоверно больше в сепаратах больных острыми 
лейкозами (табл. 1).

При изучении гемопоэтических предшествен-
ников было обнаружено, что в продуктах сепара-
ции больных острыми лейкозами достоверно по-
вышено относительное количество CD34+-клеток в 
фазе S, G

2
/M, т.е., активно делящихся, а в сепаратах 

пациентов с лимфомами, наоборот, наблюдалось 
увеличение содержания CD34+-клеток в фазе G

0
/

G
1
 (табл. 1)

Анализ цитокин-секреторной активности пока-
зал, что клетки продуктов сепарации, полученные 
от пациентов с острыми лейкозами, характеризова-
лись более высокой спонтанной продукцией IL-8 (на 
уровне тенденции) и MIP-1β, LPS-стимулированной 
продукцией IL-1, IL-4, IL-6, TNFα и G-CSF, а также 
тенденцией к более высокой LPS-стимулированной 
секреции IFN-γ и IL-10 (табл. 2).

Анализ ранней реконституции лимфоцитов 
в обеих группах пациентов, не выявил достовер-
ных различий. Восстановление лимфоцитов до 

0,5 × 109 и более клеток/л в сроки до 15 дней чаще 
наблюдалось у пациентов с лимфомами (у 86 % по 
сравнению с 60 % пациентов с острыми лейкозами 
(Р

ТКФ 
= 0,13).

Заключение

Таким образом, продукты сепарации больных 
острыми лейкозами отличались более высоким 
содержанием наивных Т-клеток и регуляторных 
Т-клеток, с тенденцией к повышенному содержа-
нию Т-лимфоцитов, при сниженном относитель-
ном количестве гранулоцитов. Также обращает на 
себя внимание более высокая провоспалительная 
активность клеток сепарата больных острыми 
лейкозами и более высокая способность к про-
дукции цитокинов, поддерживающих гуморальный 
иммунный ответ (IL-4, IL-10). Выявление более 
низкой продукции провоспалительных и имму-
норегуляторных цитокинов в продукте афереза 
больных лимфомами возможно связано с наличием 
в сепаратах у этих пациентов более высокого от-
носительного количества гранулоцитарных клеток, 
что может быть обусловлено присутствием в по-

Таблица 1
Относительное содержание субпопуляций клеток в продукте афереза

Параметры  
М ± SEM, (Me) 

Больные с лимфомами 
(n = 29) 

Больные с острыми 
лейкозами (n = 11) 

Достоверность 
различий 

CD3+, % 66,3 ± 2,8 (67) 75 ± 5,1 (82) p = 0,078 

CD4+CD45RA+, % 9,99 ± 1,5 (7) 13,8 ± 2,1 (13) p = 0,076 

CD8+CD45RA+, % 8,3 ± 0,8 (7) 11,98 ± 1,6 (10) p* = 0,030 

CD4+CD25high, % 1,49 ± 0,2 (1,2) 2,3 ± 0,25 (2,3) p* = 0,011 

Юные , % 6,14 ± 1,14 (4) 1,63 ± 0,64 (0) p* = 0,029 

Гранулоциты, % 23,37 ± 3,17 (19) 7,63 ± 1,82 (6) p* = 0,010 

CD34+-клетки в фазе G0/G1 97,35 ± 0,52 (98) 93,69 ± 1,96 (95,65) p* = 0,007 

CD34+-клетки в фазе S, G2/M 2,55 ± 0,47 (2) 5,99 ± 2,03 (4,35) p* = 0,042 

 Примечания:  * – p < 0,05, достоверность различий по U-критерию Вилкоксона – Манна – Уитни.

Таблица 2
Продукция цитокинов клетками продукта афереза

Параметры 
М ± SEM, (Me), пг/мл 

Больные с лимфомами
(n = 24) 

Больные с острыми 
лейкозами (n = 10) Достоверность различий 

IL-1-стимулированная  2316 ± 226 
 (2434) 

3360 ± 290 
 (3553) p* = 0,015 

IL-6-стимулированная  10213 ± 891 
 (10653) 

13226 ± 611 
 (12910) p* = 0,025 

IFN-γ-стимулированная  1272 ± 110 
 (1213) 

1619 ± 90 
 (1610) p = 0,056 

TNF-α-стимулированная  2311 ± 721 
 (1086) 

3723 ± 1111 
 (2225) p* = 0,037 

IL-4-стимулированная  13,5 ± 0,7 (13,9) 16,8 ± 0,8 (17,3) p* = 0,009 

IL-8-спонтанная  4341 ± 245 
 (4502) 

5105 ± 413 
 (4742) p = 0,064 

IL-10-стимулированная  918 ± 141  
(791) 

1500 ± 273 
 (1353) p = 0,058 

MIP1ß-спонтанная  2912 ± 316 
 (3024) 

4272 ± 478 
 (4528) p* = 0,028 

G-CSF-стимулированная  3785 ± 418 
 (4083) 

6017 ± 749 
 (5971) p* = 0,009 

 Примечания:  * – p < 0,05, достоверность различий по U-критерию Вилкоксона – Манна – Уитни.
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пуляции гранулоцитов миелоидных супрессорных 
клеток [10]. Невысокая частота раннего восстанов-
ления лимфоцитов после АТГСК при достаточном 
количестве реинфузируемых лимфоцитов, воз-
можно, является следствием более агрессивных 
режимов химиотерапии, оказывающих негативное 
влияние на пролиферативный потенциал клеток. 
Дальнейшие исследования, в частности, анализ 
исходов АТГСК у больных лимфомами и острыми 
лейкозами, а также изучение взаимосвязи исходов 
с особенностями субпопуляционного состава и 
функциональной активностью трансплантируемых 
клеток, возможно, позволит выявить новые пре-
дикторы исходов и обосновать новые стратегии 
оптимизации ТГСК.
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