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РЕЗЮМЕ

Цель – оценить жизнеспособность ядросодержащих клеток (ЯСК) в лейкоконцентратах (ЛК) на этапах их 
получения, замораживания и декриоконсервирования.

Материалы и методы. Материал исследования – 44 ЛК доноров аллогенных гемопоэтических стволо-
вых клеток (ГСК) и 189 аутологичных ЛК онкогематологических больных. Лейкоконцентраты доноров и 
больных получали методом автоматического лейкоцитафереза после мобилизации ГСК. Лейкоконцентра-
ты  больных замораживали под защитой диметилсульфоксида (ДМСО) с конечной концентрацией 5% и 
хранили в жидком азоте. Лейкоконцентраты  декриоконсервировали перед трансплантацией, 161 ЛК после 
декриоконсервирования сразу переливали реципиенту, 28 ЛК перед переливанием отмывали от ДМСО. 
Процент не пропускающих 7-аминоактиномицин D (aminoactinomycin D, 7-AAD) популяций ЯСК опреде-
ляли методом проточной цитофлуориметрии.

Результаты. Жизнеспособность ЯСК периферической крови доноров и больных приближалась 
к 100%. Показано отсутствие влияния аппаратного лейкоцитафереза и процедуры смешивания с 
ДМСО на жизнеспособность ЯСК. Замораживание ЛК под защитой ДМСО, хранение в жидком азо-
те и их декриоконсервирование приводили к значимому снижению содержания жизнеспособных ЯСК  
(p = 0,0025), при этом влияние длительности хранения ЛК на жизнеспособность ЯСК не выявлено. В ре-
зультате отмывания от ДМСО в жизнеспособном состоянии сохраняется существенно больше ГСК, чем 
без отмывания (94,4 [94,5; 95,2]% против 86,7 [67,6; 92,9]%; p = 0,0051); для других популяций ЯСК, кроме 
моноцитов, различия показателя жизнеспособности также статистически значимы.

Заключение. Жизнеспособность ЯСК в ЛК рекомендуется использовать как самостоятельную характе-
ристику качества трансплантата. В процессе получения ЛК и их смешивания с криоконсервантом ДМСО 
жизнеспособность ЯСК не снижается, а в декриоконсервированных ЛК значительно падает. Декриоконсер-
вирование ЛК с отмыванием от ДМСО позволяет достигать лучшей жизнеспособности ГСК и большинства 
популяций ЯСК.
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ВВЕДЕНИЕ
Трансплантация гемопоэтических стволовых кле-

ток (ТГСК) является эффективным методом терапии 
гемобластозов и депрессий кроветворения [1, 2]. В 
современных условиях трансплантационный мате-
риал – лейкоконцентраты (ЛК) с достаточным со-
держанием гемопоэтических стволовых клеток ГСК, 
может быть получен методом аппаратного лейкоци-
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ABSTRACT

Aim. To evaluate the viability of mononuclear cells (MNCs) in leukocyte concentrates (LCs) at the stages of their 
preparation, freezing, and thawing.

Materials and methods. The study material included 44 LCs from donors of allogeneic hematopoietic stem 
cells (HSCs) and 189 autologous LCs from patients with oncohematological disorders. LCs were obtained from 
donors and patients by leukocytapheresis after mobilization of HSCs. LCs from patients were frozen with dimethyl 
sulfoxide (DMSO) used as a cryoprotectant at a final concentration of 5% and stored in liquid nitrogen. LCs were 
thawed before transplantation. A total of 161 LCs were immediately transfused to the recipient after thawing, and 
28 LCs were washed from DMSO before transfusion. Flow cytofluorometry was used to determine the percentage 
of MNC populations that excluded 7-aminoactinomycin D (7-AAD).

Results. The viability of peripheral blood MNCs in donors and patients was close to 100%. It was found that 
leukocytapheresis and cryopreservation with DMSO did not affect the viability of MNCs. The freezing of LCs with 
DMSO, storage in liquid nitrogen, and thawing resulted in a significant decrease in the content of viable MNCs (p = 
0.0025), while no effect of LC storage duration on the viability of MNCs was revealed. Following DMSO removal 
from LCs, significantly more HSCs remained in a viable state than without washing (94.4 [94.5; 95.2] % vs. 86.7 
[67.6; 92.9] %, (p = 0.0051); for other MNC populations, except monocytes, the differences in the viability index 
were also statistically significant.

Conclusion. The viability of MNCs in LCs is recommended to be used as an independent characteristic of the 
transplant quality. In obtaining LCs and mixing them with the cryoprotectant DMSO, the viability of MNCs does 
not decrease, while in thawed LCs, it decreases significantly. Thawing of LCs with removal of DMSO allows to 
achieve the best viability of HSCs and most MNC populations.

Keywords: leukocyte concentrate, viability, 7-aminoactinomycin D, mononuclear cells, hematopoietic stem cells, 
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тафереза. При необходимости длительного (более 
72 ч) сохранения трансплантационного материала 
применяются технологии его замораживания под 
защитой криопротекторов [3]. В Кировском науч-
но-исследовательском институте гематологии и пе-
реливания крови накоплен многолетний опыт прове-
дения трансплантаций аутологичных и аллогенных 
гемопоэтических стволовых клеток (ГСК) и заготов-
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ки аллогенных ГСК для других трансплантационных 
центров [4].

Получение трансплантационного материала – это 
цепь технологических процедур, обеспечивающих 
стабильную функцию трансплантата и гарантиру-
ющих успех ТГСК. Способность восстанавливать 
гемопоэз у реципиента напрямую связана с перели-
ваемой дозой ГСК. В соответствии с требованием 
Европейской исследовательской группы по транс-
плантации крови и костного мозга, обязательной 
является организация контроля качества клеточно-
го продукта, требуется подсчет ГСК, кроме этого, 
необходима оценка клеточных элементов, которые 
потенциально способны нанести вред организму 
больного. В тех случаях, когда продукт подвергается 
любым манипуляциям, воздействующим на его со-
став, особую актуальность приобретает подтверж-
дение жизнеспособности клеток продукта (https://
www.ebmt.org/8th-edition-fact-jacie-standards, дата 
обращения: 13.10.2021).

В настоящее время оценку ГСК проводят в соот-
ветствии с рекомендациями Международного обще-
ства гемотерапии и трансплантационной инженерии 
(ISHAGE) [5]. ГСК-содержащий ЛК представляет со-
бой достаточно гетерогенный по составу клеточный 
продукт [6]. Протокол ISHAGE, регламентирующий 
расчет ГСК, широко применяется для паспортизации 
клеточного продукта, однако такая оценка не несет ин-
формации о жизнеспособности клеток. Жизнеспособ-
ными принято считать ЯСК, поверхностная мембрана 
которых остается непроницаемой для нуклеотропных 
красителей. Тестирование жизнеспособности может 
основываться на суправитальном окрашивании кле-
точных образцов различными красителями. В насто-
ящее время стало возможным применение ДНК-троп-
ных красителей, обладающих флуоресценцией, таких 
как пропидиума йодида, 7-аминоактиномицина D, 
красителей семейства Syto [7].

Снижение числа жизнеспособных лейкоцитов в 
процессе хранения ЛК способно негативно отразиться 
на расчетном значении целевой трансплантационной 
дозы ГСК и на параметрах приживления транспланта-
та [8], при этом нарастание доли нежизнеспособных 
клеток в ЛК может привести к появлению в нем раз-
личных продуктов деградации клеток [9].

Цель исследования – оценить жизнеспособность 
ЯСК в ЛК на этапах их получения, замораживания и 
декриоконсервирования.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Материалом для исследования служили образ- 

цы крови и ЛК доноров аллогенных ГСК, а также 
онкогематологических больных. Образцы крови 
были взяты для исследования непосредственно  
перед началом лейкоцитафереза. Лейкоконцен-
траты доноров и больных заготавливали с приме- 
нением антикоагулянта для автоматического лей-
коцитафереза. Лейкоконцентраты  больных крио- 
консервировали, смешивая с раствором ДМСО в 
конечной концентрации 5% и декстраном. Лейко-
концентраты  замораживали в парах жидкого азо-
та на высоте 30–35 см над уровнем жидкой фазы 
(–145…–160 °С) с последующим переносом в среду 
жидкого азота.

Непосредственно перед трансплантацией 161 ЛК 
декриоконсервировали в водной среде при темпера-
туре  39–41 оС, затем приступали к переливанию ЛК 
пациенту. Другую часть ГСК-содержащих ЛК (n = 
28) после размораживания отмывали от ДМСО, до-
бавляя к клеточной суспензии смесь альбумина и 
полиглюкина (в соотношении 1 : 4); после центрифу-
гирования при 2 000 g в течение 5 мин супернатант 
удаляли, а клеточный осадок ресуспендировали в 
смеси альбумина и полиглюкина. Этапы подготов-
ки трансплантационного материала представлены  
на рис. 1.  

Рис. 1. Оценка жизнеспособности ядросодержащих клеток (этапы, материал) 
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 Образцы крови и ЛК разводили раствором фос-
фатно-солевого буфера, содержащего 0,5% бычьего 
сывороточного альбумина, для достижения концен-
трации лейкоцитов 5 × 109/л. Образцы инкубирова-
ли в темноте в течение 15 мин при температуре 20– 
24 °C с конъюгатами моноклональных антител к 
CD45 и СD34 c флуорохромами флуоресцеинизо-
тиоционатом и фикоэритрином соответственно и 
с раствором 7-AAD. Образцы тестировали на про-
точном цитофлуориметре BD FACSCantoTM II (BD 
Biosciences, США). Учитывали процент 7-ААD-не-
гативных событий в каждой популяции ЯСК.

Для статистического анализа полученных резуль-
татов использовали программы STADIA (Россия) и 
Microsoft Excel. Данные представлены в виде медиа-
ны интерквартильного размаха Me (Q25; Q75). Для вы-
полнения сравнительного анализа несвязанных сово-
купностей использовали критерий Ван дер Вардена, 
связанных – критерий Вилкоксона;  при множествен-
ных сравненениях значения критериев определяли с 
примененим поправки Бонферрони. Корреляцион-
ную связь устанавливали путем расчета коэффици-
ента ранговой корреляции Спирмена. Значение р ˂ 
0,05 указывало на достоверность результатов срав-
нения. 

РЕЗУЛЬТАТЫ
Количество 7-AAD-негативных ЯСК в крови, взя-

той до начала лейкоцитафереза у доноров и больных, 
оказалось сопоставимым (99,8 (97,5; 99,9)% и 99,7 
(98,1; 99,9)% соответственно; p = 0,1109). Содержа-
ние жизнеспособных ЯСК в нативных ЛК у доноров 
составило 99,6 (98,5; 99,8)%, у больных – 98,4 (97,5; 
99,8)%; полученные значения не отличались от тако-
вых в образцах крови, из которых были заготовлены 
ЛК (p = 0,1241 – для группы доноров;  p = 0,0893 – 
для группы больных).

Различие процента 7-AAD-негативных ЯСК в на-
тивных ЛК больных и в ЛК, смешанных с ДМСО, 
статистически не значимо (табл. 1). 

Т а б л и ц а  1

Содержание жизнеспособных ядросодержащих клеток  
в лейкоконцентратах, Me (Q25; Q75)

Этапы контроля 
жизнеспособности ЯСК в ЛК 

Содержание 7-AAD-
негативных клеток, % 

Нативные ЛК, n = 189 I 98,4 (97,5; 99,8)
ЛК, смешанные с 
ДMCO, n = 189 II 96,1 (94,0; 98,8)

ЛК без отмывания от 
ДМСО, n = 161 III 80,6 (76,0; 89,4)

ЛК после отмывания от 
ДМСО, n = 28 IV 92,2 (85,2; 96,4)

р I–II = 0,1124; II–III = 0,0025; 
II–IV = 0,0087; III–IV = 0,0054

Наблюдалось существенное снижение жизнеспо-
собности ЯСК в ЛК после размораживания. Увели-
чение проницаемости мембран ЯСК для витального 
краcителя 7-AAD зафиксировано в образцах ЛК, ко-
торые были декриоконсервированы как без дополни-
тельной манипуляции – отмывания от ДМСО, так и с 
отмыванием. Относительное число 7-AAD-негатив-
ных ЯСК в ЛК, которые не были отмыты от ДМСО, 
оказалось статистически значимо более низким, чем 
в ЛК после отмывания от ДМСО.

Изучили зависимость процента жизнеспособных 
клеток от времени хранения ЛК больных в замо-
роженном состоянии до декриоконсервирования и 
трансплантации, корреляционная связь между этими 
двумя параметрами не выявлена (r = 0,11). На рис. 2 
представлено распределение декриоконсервиро-
ванных ЛК больных по содержанию в них жизне-
способных ЯСК. Учитывали три диапазона жизне-
способности: 80% и менее, 90–80,1% и 95,5–90,1%. 
В ЛК, отмытых от ДМСО, критические уровни  
(от 80 до 62,2%) жизнеспособности ЯСК регистриро-
вали в 7,1% (два  из 28) случаев, в неотмытых ЛК – в 
44,1% (71 из 161). 

Рис. 2. Распределение декриоконсервированных лейкокон-
центратов по содержанию в них жизнеспособных ядросо-

держащих клеток 
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Среди всех ЯСК содержание ГСК составило 0,6%; 
лимфоцитов – 44,6%, моноцитов – 31,5%, грануло-
цитов – 21,9%, эритрокариоцитов – 1,4%. Наименее 
жизнеспособной после декриоконсервирования без 
отмывания от ДМСО оказалась популяция грануло-
цитов (табл. 2). В лейкоконцентратах, декриоконсер-
вированных с последующим отмыванием от ДМСО, 
выявляли более высокие значения жизнеспособности 
большинства клеточных популяций по сравнению с 
таковыми в ЛК, которые не отмывали. Исключение 
составляла только популяция моноцитов. 

Т а б л и ц а  2

Содержание жизнеспособных ядросодержащих клеток  
в декриоконсервированных лейкоконцентратах, Me (Q25 ; Q75)

Тип ЯСК 

Содержание 7-AAD-негативных 
клеток

p
в ЛК без отмыва-
ния от ДМСО, %

в ЛК, отмытых 
от ДМСО, %

Лейкоциты 81,8 (75,1; 90,4) 89,3 (86,3;93,7) 0,0338
 – ГСК 86,7 (67,6; 92,9) 94,4 (94,5; 95,2) 0,0051
– лимфоциты 93,4 (87,9; 96,9) 95,5 (93,5; 97,7) 0,0455
– моноциты 94,9 (93,5; 96,0) 97,4 (98,1; 92,6) 0,0718
– гранулоциты 36,7 (22,8; 53,5) 58,8 (52,1; 65,6) 0,0006
Эритрокариоциты 69,0 (56,6; 82,9) 90,8 (84,9; 95,5) 0,0008

ОБСУЖДЕНИЕ

Для оценки жизнеспособности ЯСК в ЛК ис-
пользовали суправитальное окрашивание клеток 
с анализом результатов автоматическим методом 
в лазерной проточной цитофлуориметрии. Краси-
тель 7-AAD легко встраивается между цитозино-
выми и гуаниновыми основаниями, определяется в 
красной области спектра (635–675 нм). При необ-
ходимости одновременного окрашивания клеток с 
флуорохром-конъюгированными моноклональными 
антителами к клеточным детерминантам, 7-AAD 
считается предпочтительным среди флуоресцирую-
щих ДНК-красителей [10]. Процентное содержание 
7-AAD-негативных ЯСК следует рекомендовать в 
качестве информативного параметра контроля ЛК на 
технологических этапах получения и хранения.

В результате проведенного исследования показа-
но, что значение параметра жизнеспособности ЯСК 
крови и нативных ЛК приближается к 100%, варьи-
рование показателя является крайне незначитель-
ным. Полученные сведения согласуются с результа-
тами изучения жезнеспособности стволовых клеток, 
в котором было применено несколько ДНК-тропных 
красителей [7]. Число 7-AAD-негативных ЯСК в 
ГСК-содержащих ЛК и крови, из которой они были 
получены, совпадало. Следовательно, отсутствует 
негативное влияние аппаратного лейкоцитафереза 

и смешивания с антикоагулянтом на проницаемость 
мембран ЯСК.

С 2003 г. при криоконсервировании транспланта-
ционного материала применяется высокоочищенный 
ДМСО в концентрации 10%. Молекулярные основы 
действия ДМСО на клеточные мембраны продолжа-
ют активно исследоваться [11]. Известно, что разные 
концентрации ДMCO имеют принципиально раз-
личные механизмы воздействия на ГСК [12]. При-
водимые в литературе сведения о жизнеспособности 
криоконсервированных ГСК, их репопулирующей 
способности и сроках восстановления гемопоэза [3, 
13, 14] не позволяют сделать окончательные выводы 
об оптимальной концентрации ДМСО.

Изучили возможное воздействие концентриро-
ванного ДМСО на этапе его введения в ЛК. Число 
7-AAD-негативных ЯСК в ЛК, смешанных с ДМСО 
в конечной концентрации 5%, и в нативных ЛК зна-
чимо не различалось. Был сделан вывод о приемле-
мости используемого метода введения концентри-
рованного раствора ДМСО в клеточный продукт. 
Выявлено значимое снижение жизнеспособности 
ЯСК в размороженных ЛК как при отмывании, так 
и без удаления ДМСО, по сравнению с таковой в 
нативных ЛК, смешанных с криоконсервантом. По-
лученные результаты согласуются с данными лите-
ратуры [15]. Взаимосвязь между временем хранения 
(от 7 до 120 сут) и числом 7-AAD-негативных ЯСК, 
вышедших из холодового анабиоза, не была под-
тверждена, для проницаемости плазматических мем-
бран ЯСК, вероятно, наиболее критичны процедуры 
замораживания и декриоконсервирования.

Известно, что ДМСО может оказывать токсическое 
действие на организм человека при его использовании 
в качестве криопротектора [16]. Для уменьшения ток-
сического влияния ДМСО на организм реципиента из-
учают такие подходы, как снижение гематокрита кле-
точного продукта [17], отмывание ГСК-содержащих 
клеточных продуктов [18], использование ингибито-
ров рекристаллизации льда [8]. Нежизнеспособные 
ЯСК могут иметь фрагментированную мембрану или 
представлять собой «голые ядра» [9]. Установлено, 
что в ЛК, отмытых от ДМСО, присутствует больше 
жизнеспособных ЯСК, чем в неотмытых. В результа-
те отмывания в ЛК происходит частичная замена ре-
суспендирующего ДМСО-содержащего раствора на 
смесь альбумина и полиглюкина, сокращается время 
контакта ЯСК с внеклеточным ДМСО [18].

Лейкоконцентрат является продуктом, который 
лишь несколько обогащен стволовыми клетками 
по сравнению с периферической кровью [7]. Про-
центное содержание ГКС в ЛК составило в среднем 
0,6%, наибольшая доля среди всех ЯСК была пред-
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ставлена клеточными элементами, которые не обла-
дают репопулирующими свойствами. Вместе с тем 
число CD45-позитивных клеток напрямую влияет 
на расчетную трансплантационную дозу ГСК [19]. 
При декриоконсервировании ЛК без отмывания наи-
большему разрушению подвергаются гранулоциты, 
что согласуется с сообщениями зарубежных ученых 
[20]. Учитывая высокую чувствительность мембран 
гранулоцитарных компонентов, их существенную 
долю в ЛК, популяция гранулоцитов вносит наи-
больший вклад в понижение жизнеспособности 
всех ЯСК после размораживания. При отмывании 
от ДМСО наблюдали более высокую жизнеспособ-
ность большинства выделенных видов ЯСК, только 
для моноцитов не показано значимого улучшения со-
хранности мембран. Предположительно, отмывание 
блокирует увеличение проницаемости плазматиче-
ских мембран ЯСК. Кроме этого, нельзя исключать, 
что в ходе отмывания ЛК происходит селективное 
удаление нежизнеспособных ЯСК. 

Возможность нагрузки трансплантационного ма-
териала продуктами деградации клеток представляет 
собой еще один аспект негативного влияния разру-
шения клеточных мембран ЯСК на организм реци-
пиента. Известно об опасности обогащения такими 
веществами компонентов крови при хранении [9].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Жизнеспособность ЯСК в ЛК рекомендуется ис-

пользовать как самостоятельную характеристику 
качества трансплантата. В процессе получения ЛК 
и их смешивания с криоконсервантом ДМСО жиз-
неспособность ЯСК не снижается, а в декриокон-
сервированных ЛК значительно падает. Декриокон-
сервирование ЛК с отмыванием от ДМСО позволяет 
достигать лучшей жизнеспособности ГСК и боль-
шинства популяций ЯСК.
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