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ВЛИЯНИЕ ЦИТОКИНПРОДУЦИРУЮЩЕЙ АКТИВНОСТИ 
МЕЗЕНХИМАЛЬНЫХ СТРОМАЛЬНЫХ КЛЕТОК КОСТНОГО 
МОЗГА НА ЭФФЕКТИВНОСТЬ МОБИЛИЗАЦИИ 
ГЕМОПОЭТИЧЕСКИХ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК
Попонина Е.А., Пестрикова А.О., Назарова Е.Л., Исаева Н.В., 
Фокина Е.С., Эндакова А.И., Минаева Н.В.
ФГБУН «Кировский научно-исследовательский институт гематологии и переливания крови Федерального 
медико-биологического агентства», г. Киров, Россия

Резюме. Трансплантация гемопоэтических стволовых клеток применяется для лечения гемобла-
стозов и некоторых других заболеваний. В зависимости от диагноза используют аутологичные клетки 
самого пациента, либо аллогенные, полученные от здорового родственного или неродственного до-
нора. Для успешного проведения трансплантации необходимо достаточное количество заготовлен-
ных гемопоэтических клеток-предшественников. В настоящее время для их заготовки широко при-
меняется стимуляция выхода в периферическую кровь гранулоцитарным колониестимулирующим 
фактором (G-CSF) с последующим сбором методом лейкафереза. Гемопоэтические стволовые клет-
ки покидают костномозговую нишу, образованную стромальным микроокружением, после разрыва 
удерживающих связей. Мезенхимальные стромальные клетки регулируют выход гемопоэтических 
предшественников, продуцируя различные цитокины и другие биологически активные вещества. 
Поэтому изучение функциональных свойств мезенхимальных клеток костного мозга может помочь в 
решении проблемы заготовки недостаточного числа гемопоэтических клеток, что встречается у паци-
ентов с множественной миеломой.

Цель исследования – оценить зависимость результатов мобилизации гемопоэтических стволовых 
клеток от цитокинпродуцирующей способности мезенхимальных стромальных клеток костного моз-
га доноров и пациентов с множественной миеломой.

Результаты заготовки гемопоэтических предшественников изучили у 10 доноров (медиана возрас-
та – 27 лет) и 18 пациентов с множественной миеломой (медиана возраста – 57 лет). У доноров выход 
гемопоэтических стволовых клеток в периферическую кровь стимулировали подкожным введением 
препарата G-CSF в дозе 10 мкг/кг/сут. Больным множественной миеломой назначали винорельбин в 
дозе 35 мг/м2 поверхности тела с последующим введением препарата G-CSF (10 мкг/кг/сут подкож-
но). Из костного мозга, взятого до начала мобилизации, получали культуру мезенхимальных стро-
мальных клеток и исследовали содержание интерлейкинов IL-1β, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, TNFα 
и IFNγ в супернатантах методом твердофазного иммуноферментного анализа с помощью наборов 
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реагентов производства АО «Вектор-Бест» (г. Новосибирск). Пациенты с множественной миеломой в 
целом отличались высокой секрецией провоспалительного цитокина IL-2 (4,70 пг/мл vs 3,55 пг/мл у 
здоровых лиц, p = 0,003) и низкой IFNγ (0,41 пг/мл vs 2,14 пг/мл у здоровых лиц, p < 0,001). Настоящее 
исследование показало, что у больных с неэффективной заготовкой гемопоэтических предшествен-
ников низкая секреция стромальными клетками IL-8 (308,08 пг/мл vs 561,29 пг/мл у здоровых лиц, 
p = 0,04). Полученные результаты согласуются с литературными данными о важной роли IL-8 в моби-
лизации гемопоэтических стволовых клеток, что позволяет рассматривать IL-8 как информативный 
маркер для прогнозирования неэффективности заготовки гемопоэтических предшественников.

Ключевые слова: мезенхимальные стромальные клетки, гемопоэтические стволовые клетки, цитокины, костный мозг, 
стимуляция, нейтрофилы, множественная миелома

EFFECT OF THE BONE MARROW MESENCHYMAL STROMAL 
CELLS CYTOKINE-PRODUCING ACTIVITY ON MOBILIZATION 
OF HEMATOPOIETIC STEM CELLS 
Poponina E.A., Pestrikova A.O., Nazarova E.L., Isaeva N.V., Fokina E.S., 
Endakova A.I., Minaeva N.V.
Kirov Research Institute of Hematology and Blood Transfusion, Kirov, Russian Federation

Abstract. Hematopoietic stem cell transplantation is used to treat hemoblastoses and other diseases. To this 
purpose, autologous cells, or allogeneic cells from a healthy related or unrelated donor are used, depending on 
the diagnosis. Sufficient amounts of harvested hematopoietic cells are required for successful transplantation. 
Their release from bone marrow to peripheral blood is commonly stimulated by granulocyte colony-stimulating 
factor (G-CSF) then followed by leukapheresis. Hematopoietic cells may leave the bone marrow niche formed 
by the cells of stromal microenvironment when the contact bonds become weaker. Mesenchymal stromal cells 
regulate the release of hematopoietic precursors by producing cytokines and other biologically active substances. 
Therefore, the study of functional properties of bone marrow mesenchymal cells may be helpful in resolving 
the problem of “poor mobilizers” among patients with multiple myeloma. The aim of our study was to estimate 
mobilization of hematopoietic stem cells depending on the mesenchymal stromal cell cytokine production in 
donors and patients with multiple myeloma.

The yields of hematopoietic progenitors were studied in 10 donors (median age 27 years) and 18 patients 
with multiple myeloma (median age 57 years). In donors, the release of hematopoietic stem cells into the 
blood was stimulated by subcutaneous administration of G-CSF at a dose of 10 μg/kg/day, in patients, with 
vinorelbine at a dose of 35 mg/m2, followed by administration of G-CSF (10 μg/kg/day subcutaneously). 
Mesenchymal stromal cells were cultured from bone marrow taken before the mobilization. The content of 
interleukins IL- 1β, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, TNFα and IFNγ in the culture supernatants was studied by 
enzyme-linked immunosorbent assay (Vector-Best, Novosibirsk).

Patients with multiple myeloma were characterized by high secretion of the pro-inflammatory cytokine 
IL-2 (4.70 pg/mL vs 3.55 pg/mL in donors, p = 0.003) and low IFNγ (0.41 pg/mL vs 2.14 pg/mL in healthy, 
p < 0.001). However, no relationships were found between the cytokine levels and the yields of hematopoietic 
stem cells. The present study showed that the IL-8 secretion by stromal cells was lower in patients with ineffective 
harvesting of hematopoietic precursors (308.08 pg/mL vs 561.29 pg/mL in donors, p = 0.04). 

Our results are consistent with the literature data on the important role of IL-8 in mobilization of 
hematopoietic stem cells, thus allowing us to consider IL-8 an informative marker to predict insufficient yields 
of hematopoietic precursors.

Keywords: mesenchymal stromal cells, hematopoietic stem cells, cytokines, bone marrow, mobilization, neutrophils, multiple myeloma

Введение
Трансплантация гемопоэтических стволовых 

клеток (ГСК) является важным этапом терапии 
больных гемобластозами. Аутологичная транс-
плантация ГСК (ТГСК) выполняется с исполь-
зованием собственных гемопоэтических клеток 

пациента после проведения высокодозной хими-
отерапии для восстановления функций костного 
мозга, преимущественно у пациентов с множе-
ственной миеломой (ММ), а также с лимфомами. 
При аллогенной ТГСК больному вводится мате-
риал, полученный от гистосовместимых нерод-
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ственных доноров-добровольцев или родствен-
ных доноров [3]. 

Успех трансплантации зависит от многих 
факторов, в том числе от количества, качества 
и функциональной активности заготовленных 
ГСК [5]. Гемопоэтические предшественники со-
бираются из периферической крови методом 
лейкафереза, для их выхода из костного мозга в 
сосудистое русло применяется гранулоцитарный 
колониестимулирующий фактор (Granulocyte 
colony-stimulating factor, G-CSF). В спокойном 
состоянии ГСК находятся в костномозговой 
нише, образованной стромальным микроокру-
жением и регулирующей их рост, выживание, 
дифференцировку, а также способность к моби-
лизации в кровь.

Известно, что заготовка аутологичных ГСК у 
пациентов с ММ не всегда происходит в количе-
стве, достаточном для проведения последующей 
трансплантации. Согласно литературным дан-
ным, частота «неудачных» мобилизаций у боль-
ных ММ варьирует от 5 до 40% [1]. В качестве 
предикторов неэффективности сбора ГСК высту-
пают возраст старше 60 лет, наличие сопутству-
ющей патологии, активная стадия заболевания, 
состав и объем ранее проведенной химиотера-
пии [8]. Учитывая, что за выход гемопоэтических 
предшественников в кровь отвечает стромальное 
микроокружение костного мозга, представляет 
интерес исследовать особенности функциональ-
ного состояния клеток стромы у больных ММ и 
доноров ГСК.

Цель – оценить эффективность мобилизации 
гемопоэтических стволовых клеток (ГСК) в зави-
симости от цитокинпродуцирующей способно-
сти мезенхимальных стромальных клеток (МСК) 
костного мозга у доноров и пациентов с ММ.

Материалы и методы
Заготовка ГСК выполнена у 10 доноров и 18 

пациентов с ММ. Возраст доноров составил от 
14 до 48 лет (медиана – 27 лет), больных – от 41 
до 68 лет (медиана – 57 лет). У доноров ГСК вы-
ход гемопоэтических предшественников в пери-
ферическую кровь стимулировали подкожным 
введением препарата G-CSF в дозе 10 мкг/кг/ сут. 
Больные ММ получали винорельбин в дозе 
35 мг/ м2 поверхности тела с последующим назна-
чением препарата G-CSF (10 мкг/кг/сут подкож-
но). До заготовки ГСК пациенты c ММ прошли 
от 4 до 10 курсов терапии по схеме VCD, либо до 
4 курсов по схеме PAD. Мониторинг уровня ГСК 
в периферической крови выполняли ежедневно, 
при достижении количества 10 и более клеток 
в мкл проводили аппаратный лейкоцитаферез 
с применением клеточного сепаратора Spectra 
Optia (Terumo BCT, США). ГСК идентифициро-
вали и подсчитывали по протоколу ISHAGE на 
основании экспрессии маркера CD34 методом 

лазерной проточной цитофлюориметрии (BD 
FACS Canto II, Becton Dickinson, США).

МСК получали из костного мозга, взятого 
путем пункции задней ости подвздошной кости 
под местной анестезией согласно общеприня-
той методике до начала мобилизации ГСК. Ми-
елокариоциты изолировали центрифугировани-
ем на градиенте плотности Lympholite (ρ = 1,077) 
(Cedarlane, Канада), при 400 g 20 мин, при тем-
пературе 22±1  °С. Культивирование прикрепив-
шихся к пластиковой поверхности клеток осу-
ществляли в среде αMEM (StemCells, Канада), 
содержащей богатую тромбоцитами плазму (4%), 
гепарин (Sigma, США, 2 Ед/мл), L-глутамин 2 мМ 
(StemCells, Канада) в стандартных условиях 5% 
углекислого газа и температуре 37 °С до покрытия 
порядка 80-90% культуральной поверхности. Да-
лее клетки открепляли от поверхности пластика, 
добавляя в культуральные флаконы 0,25%-ный 
раствор трипсина с последующим сбором содер-
жимого.

Полученные клетки имели веретеновидную 
форму и обладали адгезией к пластику, харак-
терным было наличие поверхностных маркеров 
CD44, CD105, CD73, CD90, отсутствие CD34, 
CD45, CD31, CD54, CD117, CD133 и HLA-DR. 
Иммунофенотип МСК определяли методом ла-
зерной проточной цитофлюориметрии (BD FACS 
Canto II, Becton Dickinson, США).

Уровни интерлейкинов IL-1β, IL-2, IL-4, IL- 6,  
IL-8, IL-10, TNFα и IFNγ оценивали методом 
твердофазного иммуноферментного анализа 
в питательной среде культур МСК. Для опре-
деления концентраций указанных цитокинов 
использовали наборы реагентов производства 
АО «Вектор-Бест» (г. Новосибирск), с регистра-
цией результатов с помощью полуавтоматиче-
ского анализатора Tecan (Австрия).

Статистическую обработку данных проводи-
ли с использованием программы Microsoft Office 
Excel. Количественные различия показателей в 
группах оценивали, используя непараметриче-
ский критерий Манна–Уитни. Различия считали 
значимыми при уровне р < 0,05.

Результаты и обсуждение
Результаты спонтанной продукции цитокинов 

в супернатантах культур МСК доноров и больных 
ММ представлены в таблице 1.

Как у доноров, так и у пациентов отмеча-
лись высокие уровни IL-6 и IL-8, концентрации 
остальных цитокинов были значительно ниже. 
Сравнение показателей продукции цитокинов в 
группах здоровых лиц и больных ММ продемон-
стрировало повышенную секрецию провоспали-
тельного цитокина IL-2 у пациентов (4,70 пг/мл 
vs 3,55 пг/мл у здоровых лиц, p = 0,003). Помимо 
этого, у больных выявлена тенденция к снижению 
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продукции IL-10, обладающего противовоспали-
тельной активностью (4,54 пг/мл vs 10,16 пг/ мл, 
p = 0,200). Таким образом, в супернатантах МСК 
у пациентов с ММ отмечался сдвиг баланса цито-
кинов в провоспалительную сторону.

Несмотря на характерные изменения в про-
дукции цитокинов стромальными клетками 
костного мозга, неэффективная мобилизация 
наблюдалась только у 22,2% (4 из 18) пациентов. 
У данных лиц за 3 афереза не заготовлено опти-
мальное для проведения трансплантации коли-
чество ГСК (Ме = 3,25 × 106 CD34+ клеток/кг). 
Оптимальным числом CD34+ для транспланта-
ции считается 4-5 × 106 клеток/кг [5]. У остальных 
14 больных (78,8%) успешно получено достаточ-
ное количество ГСК (Ме = 12,25 × 106 CD34+ кле-
ток/ кг за 2 афереза), что сопоставимо с результа-
тами заготовки у здоровых лиц (Ме = 9,20 × 106 
CD34+ клеток/кг за 1-2 афереза). 

Результаты продукции цитокинов клетками 
стромы при различной эффективности мобили-
зации ГСК у пациентов с ММ представлены в та-
блице 2.

При изучении показателей в группе больных 
ММ с неэффективной заготовкой ГСК выявле-
но статистически значимое снижение продукции 
культурой МСК IL-8 (308,08 пг/мл vs 561,29 пг/ мл 
у доноров, p = 0,04). 

G-CSF стимулирует мобилизацию ГСК не пу-
тем прямого воздействия, а опосредованно, через 
микроокружение [4]. Чтобы произошел выход 

ГСК в кровоток, их контакт с мезенхимальной 
нишей должен быть нарушен. За последние два 
десятилетия был идентифицирован ряд удержи-
вающих факторов, наиболее значимыми из ко-
торых являются механизм молекулярной адгезии 
(VLA)-4/VCAM1 и хемоаттрактивное взаимо-
действие CXCL12/CXCR4 [2]. Введение G-CSF 
вызывает экспансию нейтрофилов и их предше-
ственников, стимуляцию макрофагов костного 
мозга, периферической симпатической нервной 
системы, остеоцитов. В результате действия про-
теолитических ферментов нейтрофилов разры-
ваются удерживающие связи, уменьшается вы-
работка мезенхимальными клетками CXCL12. 
Экспрессия молекул адгезии МСК регулируется 
в том числе путем секреции ими различных био-
логически активных веществ, цитокинов. В со-
вокупности все это приводит к изменению ниши 
костного мозга и последующему выходу ГСК в 
периферическую кровь. Настоящее исследование 
показало, что у больных ММ с неэффективной 
заготовкой гемопоэтических предшественников 
снижена секреция стромальными клетками IL-8. 
Полученные результаты согласуются с литера-
турными данными о важной роли IL-8 в моби-
лизации ГСК. Он представляет собой цитокин, 
участвующий в хемотаксисе и активации ней-
трофилов, вызывает индукцию высвобождения 
ферментов и продукцию токсичных метаболи-
тов в нейтрофилах. IL-8 ранее был известен как 
белок, активирующий нейтрофилы (NAP-1), он 

ТАБЛИЦА 1. ПРОДУКЦИЯ ЦИТОКИНОВ МЕЗЕНХИМАЛЬНЫМИ СТРОМАЛЬНЫМИ КЛЕТКАМИ ДОНОРОВ И БОЛЬНЫХ 
МНОЖЕСТВЕННОЙ МИЕЛОМОЙ, Me (Q0,25-Q0,75)
TABLE 1. CYTOKINE PRODUCTION BY DONOR’S AND MULTIPLE MYELOMA PATIENT’S MESENCHYMAL STROMAL CELLS, 
Me (Q0.25-Q0.75)

Цитокин
Cytokine

Концентрация в супернатанте, пг/мл
Supernatant level, pg/mL

pДоноры
Donors
n = 10

Больные ММ
Patients with MM

n = 18

IL-1ββ 2,88
(1,84-3,28)

1,94
(1,91-2,44) 0,195

IL-2 3,55
(1,88-4,45)

4,70
(4,55-4,95) 0,003

IL-4 3,61
(2,89-4,69)

3,96
(3,39-4,79) 0,792

IL-6 709,09
(653,73-762,73)

730,16
(717,80-739,65) 0,564

IL-8 561,29
(473,84-633,95)

459,44
(341,03-555,20) 0,119

IL-10 10,16
(4,13-17,44)

4,54
(1,34-7,26) 0,157

TNFαα 4,09
(2,87-4,34)

4,19
(4,10-4,25) 0,487

IFNγγ 2,14
(1,60-3,81)

0,41
(0,03-1,01) < 0,001
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TABLE 2. CYTOKINE PRODUCTION BY MESENCHYMAL STROMAL CELLS IN EFFECTIVE AND INEFFECTIVE 
HEMATOPOIETIC STEM CELLS YIELDS, Me (Q0.25-Q0.75)

Цитокин
Cytokine

Концентрация в супернатанте, пг/мл
Supernatant level, pg/mL

Доноры
Donors
n = 10

Эффективная 
мобилизация
Sufficient yields

n = 14

p*

Неэффективная 
мобилизация 

Insufficient yields
n = 4

p*

IL-1ββ 2,88
(1,84-3,28)

1,95
(1,93-2,45) 0,138 1,83

(1,68-2,06) 0,349

IL-2 3,55
(1,88-4,45)

4,77 
(4,39-4,95) 0,005 4,61

(4,56-4,74) 0,040

IL-4 3,61
(2,89-4,69)

4,12
(3,68-4,93) 0,482 3,19

(2,62-3,91) 0,396

IL-6 709,09
(653,73-762,73)

731,29
(722,99-738,74) 0,933 716,83

(706,23-730,54) 0,539

IL-8 561,29
(473,84-633,95)

525,15
(371,58-557,05) 0,306 308,08

(125,43-453,17) 0,040

IL-10 10,16
(4,13-17,44)

5,37
(3,20-9,54) 0,364 1,73

(0,00-3,85) 0,056

TNFαα 4,09
(2,87-4,34)

4,23
(4,13-4,27) 0,365 4,09

(4,04-4,11) 0,944

IFNγγ 2,14
(1,60-3,81)

0,41
(0,03-1,01) < 0,001 0,44

(0,16-1,07) 0,007

Примечание. p – между показателями группы доноров и пациентов с эффективной / неэффективной мобилизацией.

Note. p, between indicators of the group of donors and patients with sufficient / insufficient yields.

продуцируется различными клетками (моноци-
тами, нейтрофилами, фибробластами, эпители-
альными и эндотелиальными клетками и други-
ми) в ответ на стимуляцию липополисахаридами, 
TNFα, GM-CSF [7]. Исследования на животных 
подтвердили мобилизующие свойства IL-8, даже 
однократное введение данного цитокина приво-
дило к выходу гемопоэтических предшественни-
ков в кровоток [6].

Заключение
Таким образом, IL-8 можно рассматривать как 

информативный предиктор возможности полу-
чения оптимального количества заготавливаемых 
ГСК у больных ММ. Низкий уровень его секре-
ции клетками мезенхимы костного мозга ассоци-
ируется с неэффективной мобилизацией ГСК.
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