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В материале представлены исторические аспекты разработки и оптимизации гаплоидентичной трансплантации гемо-
поэтических стволовых клеток, а также ее преимущества на современном этапе при проведении аллогенной транс-
плантации. Рассмотрена технология проведения лабораторного анализа методом проточной цитометрии деплеции 
TCRαβ-клеток и CD19, включая описание методики до и после иммуномагнитного разделения на аппарате 
CliniMACSPlusSystem. Приведена методология применения протокола процессов сбора и анализа данных деплеции 
TCRαβ/CD19 цитометрического исследования и его интеграции и организации с лабораторной информационной 
системой в лаборатории трансплантационной иммунологии и иммунотерапии гемобластозов ФГБУ «ФНКЦ ДГОИ 
им.  Дмитрия Рогачева» Минздрава России. Показаны результаты анализа лабораторно-диагностических данных, 
включая оценку качества деплеции TCRαβ/CD19.
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А ллогенная трансплантация гемопоэтических стволо-
вых клеток (ТГСК) является потенциально радикаль-

ным методом терапии широкого спектра злокачественных и 
незлокачественных нарушений гемопоэза [1, 3, 16]. Истори
чески наиболее благоприятный исход лечения наблюдался в 
случае использования в качестве источника гемопоэтиче-
ских стволовых клеток (ГСК) HLA-совместимого родственно-
го донора, однако если учесть, что лишь 25% сиблингов 
являются HLA-совместимыми, а также традиционно неболь-
шой состав семьи в целом ряде этнических групп примене-
ние аллогенной родственной ТГСК от полностью совмести-
мого донора возможно лишь для 30% пациентов [1, 2, 4, 14]. 
Использование в качестве источника ГСК стволовых клеток 
периферической крови гаплоидентичного родственного 
донора значительно расширяет доступность трансплантации 
как cтандарта лечения [1, 2, 11–14, 16]. Такой донор может 
быть подобран практически для каждого нуждающегося в 
пересадке ГСК пациента в максимально короткий срок, что 
немаловажно для больных с тяжелыми формами гемобла-
стоза и высокой вероятностью прогрессии основного забо-
левания [1, 4, 13, 16]. Однако исторически применение 
гаплоидентичной ТГСК ассоциировано с высокой смертно-
стью и низким уровнем общей и бессобытийной выживаемо-
сти, т.к. при использовании данного метода наблюдалось 
развитие наиболее тяжелых посттрансплантационных 
осложнений, таких как реакция трансплантат против хозяи-
на (РТПХ), неприживление, отторжение трансплантата и 
инфекционные осложнения [1, 2, 5–8, 16], определяемые 
взаимодействием Т-лимфоцитов донора и реципиента 
посредством формирования воспалительного каскада в 
результате межклеточного взаимодействия, с активацией 
антигенпрезентируюших клеток, активацией донорских 
Т-лимфоцитов, пролиферацией, дифференцировкой и 
миграцией с последующей альтерацией ткани [2, 3, 8]. 
Поэтому развитие и усовершенствование методов исключе-
ния Т-лимфоцитов являются одной из ключевых стратегий в 
сфере применения трансплантаций от HLA-несовместимых 
доноров. R.Handgretinger et al. разработали технологию 
деплеции TCRαβ-клеток и CD19. Удаление TCRαβ-клеток 
имеет ряд преимуществ по сравнению с деплецией всех 
CD3-позитивных лимфоцитов [10]. К тому же методика эли-
минации TCRαβ-лимфоцитов из трансплантата позволяет 
увеличить эффективность редукции Т-клеток с показателя 
4,5 log до 5 log, что сопоставимо с результатами позитивной 
CD34-селекции [3, 4]. Такой подход позволяет сохранить в 
трансплантате, помимо стволовых клеток, NK-клетки, моно-
циты, дендритные клетки, TCRγδ-клетки, что способствует 
быстрому приживлению, формированию противовирусного 
и противоопухолевого иммунитета, снизить риск развития 
РТПХ и значительно улучшает исход терапии [4, 9–12, 15]. 
Согласно исследованию L.S.Lamb et al. TCRγδ-клетки обла-
дают цитолитической активностью в отношении некоторых 
опухолевых линий, а увеличение их процентного содер
жания в трансплантате снижает риск возникновения реци
дива  [8]. Клинические исследования F.Locatelli et al. под-
тверждают эффективность элиминации TCRαβ-лимфоцитов 
и В-лимфоцитов до 4,1 log и 3,1 log соответственно, в то же 
время данные M.Schumm et al. демонстрируют эффек
тивность редукции TCRαβ-лимфоцитов и В-лимфоцитов 

4,7  (3,8-5,5) log и 4,1 (3,0-4,8) log соответственно [9, 10]. 
Также рядом авторов отмечается ускоренное восстановле-
ние иммунной системы после проведения иммуномагнитной 
негативной деплеции TCRαβ/CD19 [10–13]. Существенным 
преимуществом использования гаплоидентичной ТГСК, 
помимо основной пересадки, как основной терапевтической 
платформы, является возможность осуществить множество 
лечебных процедур, связанных с повторным забором клеток 
донора: посттрансплантационная клеточная терапия по пре-
дотвращению отторжения трансплантата, клеточная тера-
пия вирусных осложнений и контроля рецидивов [1, 4].

Материалы и методы

Проведение деплеции TCRαβ/CD19 предполагает серию 
последовательных манипуляций с продуктом афереза пери-
ферических ГСК, в результате которых происходит элимина-
ция из трансплантата TCRαβ-лимфоцитов и В-лимфоцитов. 
В процессе иммуномагнитного разделения в лаборатории 
проводится контроль содержания WBC, CD34+клеток, CD3, 
TCRαβ+, CD20+, CD56+-клеток с последующей оценкой ка
чественного и количественного состава трансплантата. 
За основу методики пробоподготовки и анализа принят про-
токол компании MiltenyiBiotec Special protocol CliniMACS, 
предложенный для оценки содержания TCRαβ+ и CD19+-кле
ток методом проточной цитометрии до и после процесса 
магнитной сепарации на аппарате CliniMACS Plus System. 

Исследование проводилось двухплатформенным мето-
дом на автоматическом лазерном гематологическом анали-
заторе Sysmex XS 800i и проточном цитометре BDFACS 
Canto II (4-2-2). Настройка проточного цитометра произво-
дилась с использованием калибровочной системы Comp 
Beads (BD). Мониторинг стабильности работы прибора осу-
ществлялся при помощи калибровочных систем Cytometer 
Setup and Tracking (CST). Использовались МкАТ, меченные 
флюоресцеинизотиоцианатом (FITC), R-фикоэритрином (PE), 
аллофикоцианином (АРС), перидининхлорофилл-протеином 
(PerCP), красителем VioBlue. Для иммунофенотипирования 
применялись следующие моноклональные антитела: CD3, 
СD20, CD34, CD45, CD56, TCRαβ, TCRγδ, 7-AAD. 

Оценивался материал, получаемый в результате афереза 
ГСК донора и не подвергшийся никаким манипуляциям, 
условно называемый STARTING. После инкубации с магнит-
ными антителами оценивалась фракция, содержащая клет-
ки, меченные магнитными антителами, но не прошедшие 
разделение на магнитных колонках – ORIGINAL. После про-
ведения деплеции производилась оценка качества прове-
денной сепарации и клеточный состав продукта, предназна-
ченного для трансплантации, – фракция TARGET, а также 
материал с редуцированными в процессе сепарации TCRαβ 
и В-лимфоцитами – NON-TARGET. Для более точного гейти-
рования использовалась фракция, условно названная 
SPIKE, – 10:1 трансплантат с материалом, содержащим де-
плетированные клетки. 

Сбор и анализ материала производился с помощью про-
граммного обеспечения BD FACS Diva Software v6.1.3. 
Оценка количества CD34+ производилась двухплатформен-
ным методом согласно ISHAGE протоколу (International 
Society for Hematotherapy and Graft Engineering) [17, 18].
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Рис. 2. 

Рис. 3. 

Рис. 1. 
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Рис. 4. Структура данных пациента и донора.

Рис. 5. Интерфейс с пользователем ЛИС ТГСК представления исходных данных и результатов.
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Анализ всех популяций начинается с оценки характери-
стик прямого и бокового светорассеяния (FSC/SSC): 

•	в регион Р1 включены события, по размеру и «грануляр-
ности» соответствующие нормальным лейкоцитам;

•	в регион Р2 включены все события, позитивные по пан-
лейкоцитарному антигену CD45;

•	жизнеспособность оценивается в каждой пробе мето-
дом исключения событий, позитивных по 7-AAD (рис. 1).

Таким образом, все регионы, необходимые для последо-
вательного гейтирования искомых популяций (CD34+, CD3+, 
TCRαβ+, CD20+, CD56+3– и CD56+3+), строятся от гейта лейко-
цитов, который отвечает условиям P1 AND P2 AND viable 
WBC.

Анализ TCRαβ+-лимфоцитов проводится среди всех CD3-
позитивных событий. В результате магнитной сепарации в 
трансплантате содержится минимальное количество TCRαβ+-
клеток (рис. 2).

Анализ B-лимфоцитов проводится среди всех лимфоци-
тов. Фракция TARGET, предназначенная для переливания 
пациенту в результате деплеции, содержит остаточное коли-
чество CD20+-клеток (рис. 3).

Результаты исследования и их обсуждение

Рассмотрим процессы сбора и анализа данных деплеции 
TCRαβ/CD19 на примере лаборатории трансплантационной 
иммунологии и иммунотерапии гемобластозов ФГБУ «ФНКЦ 
ДГОИ им. Дмитрия Рогачева» Минздрава России. 

Первым этапом лабораторного исследования является 
регистрационный учет пациента, донора и источника стволо-

вых клеток (биологического материала донора) (рис. 4). 
Данные пациента необходимы на уровне некоторого среза, 
который включает в себя персональные и идентификацион-
ные данные, клинический статус до ТГСК, ее вид и порядко-
вый номер. Информация о доноре и его биоматериале со-
стоит из персональных и/или идентификационных данных, 
информации о типе донора, параметрах биологического ма-
териала, включая вид, даты его получения, обработки и типе 
проводимого процессинга.

Проведение деплеции TCRαβ/CD19 предполагает сбор и 
анализ лабораторных данных, полученных в результате 
серии последовательных манипуляций с продуктом афереза 
периферических ГСК и/или костного мозга, что позволяет 
определить клеточный состав трансплантата и провести его 
качественную и количественную оценку. С целью обеспече-
ния полноты сбора и корректности анализа лабораторных 
данных, а также исключения «человеческого фактора» 
в процессы работы лаборатории трансплантационной имму-
нологии и иммунотерапии гемобластозов ФГБУ «ФНКЦ 
ДГОИ им. Дмитрия Рогачева» Минздрава России внедрена 
лабораторная информационная система биологии ТГСК 
(ЛИС ТГСК) [19]. Цель разработки и внедрения ЛИС ТГСК – 
сбор, хранение и аналитическая обработка лабораторно-
диагностических данных пациентов и доноров с возможно-
стью их последующей агрегации с клиническими данными 
ТГСК [20].

На рис. 5 приведен пример интерфейса с пользователем 
представления исходных лабораторно-диагностических дан-
ных и полей, содержащих результаты вычислений, произво-
димых в процессе проведения деплеции TCRαβ/CD19.

Рис. 6. Пример генерации отчета результатов деплеции TCRαβ/CD19 в ЛИС ТГСК.
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На рис. 6 приведена структура печатной формы отчета из 
ЛИС ТГСК, содержащей данные клеточного состава транс-
плантата до и после проведения деплеции TCRαβ/CD19. 
Форма отчета о результатах проведения исследования со-
держит данные контроля качества выполнения деплеции 
TCRαβ/CD19, выраженные в

log10D = Total viable TCRα/β, [109] original ×10 000  и
Total viable TCRα/β, [105] target

log10 =
Total viable CD20, [109] original ×10 000,
Total viable CD20, [105] target

и необходимую и достаточную информацию о клеточном со-
ставе трансплантата, которая выражена в количестве кле-
ток: NC (nuclear cells), CD34, TCRαβ+-cells, CD3, CD20, CD56 
на килограмм массы тела пациента.

На графике (рис. 7) отражены основные данные контроля 
качества выполненных деплеций TCRαβ/CD19 за период 
2012–2016 гг. в ФГБУ «ФНКЦ ДГОИ им. Дмитрия Рогачева» 
Минздрава России.

В исследование было включено 218 пациентов, полу-
чивших в качестве терапии гаплоидентичную ТГСК с де-
плецией TCRαβ/CD19. Медиана содержания в продукте 
афереза ядросодержащих клеток составила 5,2 × 1010, из 
которых количество CD34+-клеток было 314 × 106, TCRαβ+-
клеток – 31,76% и В-лимфоцитов – 6,38%. В результате 
обработки трансплантата эффективность деплеции T-кле
точного рецептора и B-лимфоцитов составила 4,38 logD 

и  2,8 logD соответственно, одновременно с высоким по-
казателем сохранности гемопоэтических стволовых кле-
ток – 90%. 

Негативная деплеция TCRαβ/CD19 зарекомендовала себя 
как высокоэффективный метод в отношении сохранности 
стволовых клеток, коммитированных миелоидных пред
шественников, NK-клеток и гамма/дельта Т-лимфоцитов 
в трансплантате и, как следствие, эффективности прижив
ления трансплантата и контроля РТПХ. Вероятность первич-
ного приживления в клинике превышает 95%. 

Протокол цитометрического исследования интегрирован-
ный с лабораторной информационной системой биологии 
ТГСК, позволяющей автоматизировать часть процессов ра-
боты лаборатории трансплантационной иммунологии и имму-
нотерапии гемобластозов ФГБУ «ФНКЦ ДГОИ им. Дмитрия 
Рогачева» Минздрава России, показали себя как эффектив-
ный и надежный метод оценки количественного и качествен-
ного состава трансплантата.
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