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Резюме. Тяжелые иммунные дисфункции имеют место у большинства 

онкологических пациентов. Одним из методов преодоления иммунных 

нарушений является трансплантация гемопоэтических стволовых клеток 

периферической крови как аутологичных, так и аллогенных, трансфузии 

аллогенных  натуральных киллерных клеток (NK-клеток). Пуповинная кровь 

является известным источником не только гемопоэтических стволовых клеток 

(ГСК), но также и NK-клеток, характеризуется быстрой доступностью 

образцов крови из публичных банков пуповиной крови. Цель исследования: 

проанализировать безопасность одновременной трансфузии трех 

концентратов ГСК аллогенной пуповинной крови пациентам с 

рецидивирующей/рефрактерной множественной миеломой  в ранний период - 

7 дней после введения, а также изучить реакцию субпопуляций лимфоцитов 

периферической крови пациентов на данное вмешательство.  

Материал и методы: в пилотное исследование включено 10 пациентов (7 

мужчин и 3 женщин) с рецидивирующей/рефрактерной множественной 

миеломой, ранее получивших более 3 линий терапии.  Возраст пациентов – 

59,4+3,4 года, всем проводилась однократная трансфузия трёх аллогенных 

образцов концентрата ГСК пуповинной крови со средней дозой лейкоцитов 

60,50+8,2x108 (NK-клетки – 4,36+1,2x108) на одного пациента. Всего 

проведена трансфузия 30 образцов концентрата ГСК пуповинной крови, 

аллореактивных по KIR-рецепторам по типу рецептор-лиганд. Подбор 

концентратов ГСК осуществлялся в банке пуповинной крови ГБУЗ «МЦ 

Династия». Перед трансфузией концентрата ГСК пуповинной крови пациенты 

получали циклофосфамид 5 мг/кг. После трансфузии пациенты получали пять 

подкожных инъекций IL-2 (ронколейкина) в количестве 1 млн ЕД в сутки.    

Наблюдение на момент оценки предварительных результатов – 7 дней  после 

трансфузии. Анализ иммунофенотипа лимфоцитов периферической крови 

пациентов исследовался дважды: в день трансфузии до начала протокола и 

через 7 дней после трансфузии концентрата ГСК пуповинной крови. 

Результаты: ранних нежелательных реакций на трансфузии не наблюдалось. 
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Заключение. Одновременная трансфузия трех концентратов ГСК аллогенной 

пуповинной крови пациентам с рецидивирующей/рефрактерной 

множественной миеломой является безопасной процедурой, отсутствуют 

побочные реакции и серьёзные нежелательные явления, а также значимые 

реакции и изменения  иммунофенотипа лимфоцитов пациентов  в ранний 

период  наблюдения в течение 7 дней после  вмешательства. 

Ключевые слова: пуповинная кровь; натуральные киллеры; NK-

лимфоциты; множественная миелома; безопасность; иммунофенотип 

 

Abstract. Severe immune dysfunction occurs in the majority of cancer 

patients. One of the methods for overcoming immune disorders is transplantation of 

peripheral blood hematopoietic stem cells, both autologous and allogeneic, and 

transfusion of allogeneic natural killer cells (NK cells). Umbilical cord blood is a 

known source of not only hematopoietic stem cells (HSCs) but also NK cells, 

characterized by the rapid availability of blood samples from public cord blood 

banks. Purpose of the study: to analyze the safety of simultaneous transfusion of 

three allogeneic cord blood to patients with relapsed/refractory multiple myeloma  

in the early period - 7 days after administration, and also to study the response of 

subpopulations of peripheral blood lymphocytes of patients to this intervention.  

Material and methods: The pilot study included 10 patients (7 men and 3 women) 

with relapsed/refractory multiple myeloma  who had previously received more than 

3 lines of therapy. The age of the patients was 59.4+3.4 years; all of them received 

a single transfusion of three allogeneic samples of umbilical cord blood with an 

average dose of leukocytes of 60.50+8.2x108 (NK cells - 4.36+1.2x108) per one 

patient. A total of 30 samples of umbilical cord blood, alloreactive for KIR receptors 

of the receptor-ligand type, were transfused. The selection of HSCs concentrates was 

carried out in the umbilical cord blood bank of the Dynasty Medical Center. Before 

transfusion of umbilical cord blood, patients received cyclophosphamide 5 mg/kg. 

After transfusion, patients received five subcutaneous injections of IL-2 

(roncoleukin) in the amount of 1 million units per day. Observation at the time of 
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assessment of preliminary results - 7 days after transfusion. Analysis of the 

immunophenotype of patients' lymphocytes was studied twice: on the day of 

transfusion before the start of the protocol and 7 days after transfusion of umbilical 

cord blood. Results: No early adverse reactions to transfusions were observed. 

Conclusion. Simultaneous transfusion of three allogeneic cord blood to patients with 

relapsed/refractory multiple myeloma  is a safe procedure, there are no adverse 

reactions or serious adverse events, as well as significant reactions and changes in 

the immunophenotype of patients' lymphocytes in the early observation period 

within 7 days after the intervention. 

Key words: cord blood; natural killer cells; NK lymphocytes; multiple 

myeloma; safety; immunophenotype 
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Введение.   Тяжелые иммунные дисфункции имеют место у 1 

большинства онкологических пациентов. Одним из методов преодоления 2 

иммунных нарушений является трансплантация ГСК периферической крови 3 

как аутологичных, так и аллогенных, трансфузии аллогенных натуральных 4 

киллерных клеток (NK-клеток). Пуповинная кровь является известным 5 

источником не только ГСК, но также и NK-клеток, характеризуется быстрой 6 

доступностью образцов крови из публичных банков пуповиной крови 7 

[1,10,12].  8 

NK-клетки опосредуют индуцирование антителозависимой клеточно-9 

опосредованной цитотоксичности, но также обладают естественной 10 

цитотоксичностью, которая опосредована вовлечением их естественных 11 

рецепторов цитотоксичности. Они играют центральную роль в запуске 12 

активации NK [8,9]. Онкогематологические больные обладают 13 

противоопухолевыми NK-клетками, которые не способны контролировать 14 

заболевание [2,11]. Примечательно, что опухолевые клетки, используют 15 

различные механизмы иммунного ускользания, например, индуцируя 16 

дисфункцию NK-клеток [2]. Этот механизм также наблюдался у множества 17 

пациентов с солидными опухолями [7]. Таким образом, недостаточная 18 

эффективность терапии мноклональными антителами в монотерапии может 19 

быть связана с нарушением функции NK-клеток. Следовательно, существует 20 

клинический интерес к реактивации или замене NK-клеток пациента [13]. 21 

Трансфузия аллогенных NK-клеток на клиническом уровне эффективна, а NK-22 

опосредованная терапия после трансплантации ГСК представляется 23 

безопасной [8-11]. Несмотря на высокий цитолитический потенциал NK-24 

клеток против различных опухолей, клинические результаты были весьма 25 

ограничены [13].  26 

Дисфункция NK-клеток играет важную роль в патогенезе 27 

множественной миеломы (ММ), поэтому применение трансфузии 28 

концентратов ГСК аллогенной пуповинной крови, богатой NK-клетками 29 

является важной областью исследования [4,13]. 30 
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Цель исследования, представленного в данной статье, - 31 

проанализировать безопасность одновременной трансфузии трех 32 

концентратов ГСК аллогенной пуповинной крови пациентам с 33 

рецидивирующей/рефрактерной ММ в ранний период - 7 дней после введения, 34 

а также изучить реакцию субпопуляцию лимфоцитов периферической крови 35 

пациентов на данное вмешательство.  36 

Материалы и методы. Данное исследование проведено по проекту 37 

«Приоритет 2030», протокол исследования утверждён экспертным Советом 38 

СамГМУ и одобрен этическим комитетом СамГМУ (протокол № 260 от 39 

01.03.2023).  Клиническая база исследования – отделения гематологии и 40 

химиотерапии 1 и 2  Клиник Самарского государственного медицинского 41 

университета (СамГМУ).  42 

Исследование иммунофенотипа лимфоцитов крови пациентов 43 

проводилось в лаборатории проточной цитометрии Клиник СамГМУ. 44 

Исследование иммунофенотипа образцов пуповинной крови (ПК) 45 

проводилось в иммунологической лаборатории ГБУЗ «МЦ Династия». 46 

В исследование включено 10 пациентов (7 мужчин и 3 женщин) с 47 

подтвержденной рецидивирующей/рефрактерной ММ в соответствии с 48 

Национальными клиническими рекомендациями, ранее получивших более 3 49 

линий терапии.  Возраст пациентов – 59,4+3,4 года. Всем пациентам 50 

проводилась однократная трансфузия трёх аллогенных образцов концентрата 51 

ГСК пуповинной крови со средней дозой лейкоцитов 60,50+8,2x108 (NK-52 

клеток 4,36+1,2x108) на одного пациента. Всего проведена трансфузия 30 53 

образцов концентрата ГСК пуповинной крови медленно внутривенно струйно 54 

после разморозки у постели больного без отмывки от диметилсульфоксида, и 55 

проведения биологической пробы.  Проводилась оценка ранних 56 

нежелательных реакций после трансфузии.  57 

Анализ иммунофенотипа лимфоцитов пациентов исследовался дважды: 58 

в день трансфузии до начала протокола и через 7 дней после трансфузии 59 

концентрата ГСК ПК. Проведение идентификации специфических рецепторов 60 
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на поверхности лейкоцитов и ГСК пуповинной крови происходило после 61 

проведения процессинга пуповинной крови, то есть получения концентрата 62 

ГСК перед криозаморозкой образцов. Образцы пуповинной крови и 63 

периферической крови пациентов были проанализированы с помощью метода 64 

проточной цитометрии на цитофлуориметре BDFACS Canto™ II (США), 65 

реагенты Becton Dickinson and Company (США), программное обеспечение - 66 

BD FACSDiva, v 9.0.1. 67 

Процент исследуемой популяции клеток определялся методом 68 

проточной цитофлюорометрии из общего количества лейкоцитов, по 69 

экспрессии мембранных маркеров (кластеров CD-дифференцировки) в 70 

реакции прямой иммунофлюоресценции с использованием моноклональных 71 

антител. Серия моноклональных антител использовалась для определения 72 

уровней экспрессии стандартных рецепторов иммунного статуса (CD3, CD4, 73 

CD8, CD19, CD14, CD45, CD34, CD19/CD3, CD4/CD3, CD8/CD3, 74 

CD16/56/CD3, CD45/CD14, CD45/CD3/CD56/ CD16).  75 

Все образцы пуповинной крови подбирали по совместимости с 76 

пациентом по HLA-системе не менее 3 локусов из 6, а также по KIR-77 

рецепторам по принципу аллореактивности к пациенту по типу рецептор-78 

лиганд. Молекулярно-генетическое типирование генов KIR образцов 79 

пуповинной крови проводили методом полимеразной цепной реакции [15] с 80 

использованием специфичных для последовательности праймеров с 81 

последующей визуализацией амплифицированного продукта в агарозном геле. 82 

Амплификацию проводили на приборе Veriti (Applied Biosystems, США), 83 

продукты ПЦР визуализировали с помощью набора для приготовления 2,3% 84 

агарозного геля (ДНК-Технология, Россия) и системы визуализации геля 85 

DigiDoc-IT (UVP, Германия). 86 

Анализ проводили для 16 генов и псевдогенов KIR: 2DL1, 2DL2, 2DL3, 87 

3DL1, 3DL2, 2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS4, 2DS5, 3DS1, 2DP1, 3DL3, 2DL4, 2DL5, 88 

3DP1. 89 
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Отбор концентрата ГСК пуповинной крови проводился в банке 90 

пуповинной крови государственного медицинского центра Самарской области 91 

"Династия". Заготовка пуповинной крови проводилась после подписания 92 

добровольного информированного согласия матери во время 93 

физиологических родов при отсутствии противопоказаний, с последующим 94 

выделением концентрата ГСК из пуповинной крови, HLA-типированием по 95 

шести основным локусам и анализом KIR-рецепторов на лимфоцитах в 96 

лаборатории ГБУЗ "МЦ "Династия".  97 

Перед трансфузией концентрата ГСК пуповинной крови пациенты 98 

получали циклофосфамид 5 мг/кг. Целью данной химиотерапии было 99 

снижение количества лимфоцитов в организме и повышение эффективности 100 

введения NK-клеток; введение NK-клеток сопровождалось подкожными 101 

инъекциями IL-2 (ронколейкина. НПК Биотех, Санкт-Петербург) в количестве 102 

1 млн ЕД в сутки.  IL-2 является иммуномодулятором, стимулирующим 103 

активность NK-клеток и усиливающим противоопухолевую активность. 104 

Статистическая обработка результатов исследования проводилась с 105 

помощью компьютерной программы IBM SPSS Statistics 21. Использовались 106 

параметрические и непараметрические критерии. Для качественных 107 

признаков использовался тест хи-квадрат Пирсона с поправкой на 108 

непрерывность. Различия между группами исследования считались 109 

статистически значимыми при p<0,05.  110 

Результаты исследования и их обсуждение. Серьезных опасных для 111 

жизни ранних посттрансфузионных осложнений после трансфузии 112 

одновременно трёх аллогенных концентратов ГСК пуповинной крови в 113 

первые 24 часа и в течение первых 7 дней после окончания лечения не 114 

наблюдалось. Ранние побочные эффекты имели место у 2 из 10 пациентов в 115 

виде дрожи в теле и повышенной тревожности без повышения температуры 116 

тела. Аллергических реакций, включая острую реакцию трансплантат против 117 

хозяина на введение ГСК также не наблюдалось. 118 
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Иммунологическая характеристика концентрата лейкоцитов 119 

пуповинной крови после выделения концентрата ГСК ПК представлена в 120 

таблице 1.  121 

         Количество клеток с фенотипом CD34+ в концентратах ГСК 122 

оценивали по следующим критериям: процентному содержанию от общего 123 

количества лимфоцитов (0,79+0,15%) и абсолютному количеству в 25 мл 124 

концентратов ГСК (3,15+1,3 х106 клеток в мл). Важной особенностью 125 

концентрата ГСК является количество естественных клеток-киллеров (NK-126 

клеток - CD3-CD16+CD56+), абсолютное число которых составляет 127 

1,46+0,5х108 в концентрате ГСК и 25,6+0,33% от всех лимфоцитов.  Каждому 128 

пациенту проведена трансфузия одновременно трёх концентратов ГСК 129 

пуповинной крови, то есть 4,36+1,2x108 NK-клеток. 130 

Характеристика гетерогенности натуральных киллерных клеток 131 

концентрата ГСК пуповинной крови в пересчете на лейкоциты (CD45+CD3-)  132 

перед криозаморозкой представлена в таблице 2. 133 

 134 

        Мощный цитотоксический потенциал активированных NK-клеток 135 

пуповинной крови против различных злокачественных опухолей был ранее 136 

описан многими авторами в исследованиях in vitro и in vivo и зависит от 137 

количества введённых NK-клеток, поэтому применяют протоколы 138 

наращивания количества NK-клеток [7,12-14]. В нашем исследовании мы 139 

применили сразу трансфузию трёх концентратов ГСК пуповинной крови с 140 

целью увеличения общего количества введённых NK-клеток для большего 141 

цитотоксического потенциала.   142 

Через 7 дней после трансфузии концентрата ГСК пуповиной крови у 143 

пациентов в периферической крови не наблюдалось увеличения абсолютного 144 

количества лейкоцитов (до 5,29+0,53 x109л после 4,52+0,61x109л), 145 

лимфоцитов, субпопуляции Т-хелперов и Т-цитотоксических лимфоцитов, 146 

активированных лимфоцитов (CD3+HLA DR+), а также натуральных 147 
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киллерных клеток (NK) и  TNK по сравнению с показателями  до начала 148 

протокола (таблица 3). 149 

      Преимущество протоколов с использованием концентрата ГСК 150 

пуповинной крови заключается в том, что NK-клетки пуповинной крови с 151 

меньшей вероятностью вызовут клинические проблемы, характерные для 152 

CAR-T-клеток, и некоторые хронические эффекты, связанные с их длительной 153 

персистенцией [13]. Одной из основных проблем при использовании 154 

аллогенных иммунных клеток является возникновение реакций "трансплантат 155 

против хозяина" (РТПХ). Аллогенная трансфузия NK-клеток хорошо 156 

переносится онкологическими пациентами; известно, что приживление NK-157 

клеток ассоциируется с РТПХ только в сочетании с HLA-совместимой, 158 

обедненной Т-клетками трансплантацией стволовых клеток периферической 159 

крови [12, 13].   160 

           В нашем исследовании аллергические реакции и острая РТПХ не 161 

развивались, все трансфузии переносились пациентами без осложнений, 162 

значимых реакций и изменений иммунофенотипа лимфоцитов у пациентов в 163 

ранний период в течение 7 дней не наблюдались.    164 

Заключение. Одновременная трансфузия трех концентратов ГСК 165 

аллогенной пуповинной крови пациентам с рецидивирующей/рефрактерной 166 

ММ является безопасной процедурой, отсутствуют побочные реакции и 167 

серьёзные нежелательные явления, а также значимые реакции и изменения 168 

иммунофенотипа лимфоцитов пациентов в ранний период наблюдения в 169 

течение 7 дней после вмешательства. 170 

Необходимо продолжить наблюдение за пациентами в течение 12 171 

месяцев для дальнейшей оценки безопасности и эффективности проведённого 172 

лечения. 173 
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ФГБОУ ВО СамГМУ Минздрава России профессору Колсанову А.В. за 175 

поддержку и возможность работы над проектом.176 
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ТАБЛИЦЫ 

 

 

Таблица 1.  Иммунологическая характеристика лейкоцитов концентрата ГСК 

пуповинной крови (% от всех лейкоцитов). 

Table 1. Immunological characteristics of leukocytes of umbilical cord blood HSC 

concentrate (% of all leukocytes). 

Наименован

ие 

показателя 

Name of the 

indicator 

CD3 CD19 CD4 CD3/CD4 CD8 CD3/CD8 CD45/CD14 

Количество 

наблюдений 

Number of 

observations 

30 30 30 30 30 30 30 

Среднее 

значение 

Average 

value 

22,01 8,21 9,15 15,33 3,21 5,43 9,14 

Стандартная 

ошибка 

среднего 

Standard 

error of the 

mean 

1,76 0,3,6 0,39 0,86 0,22 0,33 0,82 

Минимально

е значение 

Minimum 

value 

8,21 2,4 3,98 4,88 0,71 2,02 2,21 

Максимальн

ое значение 

Maximum 

value 

44,25 12,4 27,41 33,56 8,64 18,73 23,97 
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Таблица 2. Анализ гетерогенности NK–лимфоцитов концентрата ГСК 

пуповинной крови. 

Table 2. Analysis of heterogeneity of NK-lymphocytes of umbilical cord blood HSC 

concentrate. 

Иммунофенотип (n=30) 

Immunophenotype (n=30) 

Количество (%) 

Quantity (%) 

CD45+CD3-CD16/ CD56+ 21,03 

CD45+CD3-CD56+ 17,69 

CD45+CD3-CD16+ 13,53 

CD45+CD3-CD56dim/ CD16dim 45,15 

CD45+CD3-CD56dim/ CD16bright 0,27 

CD45+CD3-CD56-CD16+ 1,33 

CD45+CD3-CD56bright/ CD16- 0,99 
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Таблица 3. Результат оценки показателей субпопуляций лимфоцитов 

периферической крови пациентов. 

Table 3. The result of assessing the parameters of peripheral blood lymphocyte 

subpopulations of patients. 

Показатели субпопуляций лимфоцитов 

периферической крови пациентов (n=10) 

Indicators of peripheral blood lymphocyte 

subpopulations of patients 

До лечения 

Before 

treatment       

      (M+m)

 

Через 7 дней 

In 7 days 

(M+m)  

p-value 

CD3+ 

% 88,51 90,27  

абс. значение, x109л 

abs. value, x109l 

1,11+ 0,13 1,23+ 0,12 >0,05 

CD3+CD8+ 

% 47,03 42,2  

абс. значение, x109л 

abs. value, x109l 
0,55+ 0,07 0,55+ 0,06 >0,05 

CD3+CD4+ 

% 40,86 47,53  

абс. значение, x109л 

abs. value, x109l 
0,55+ 0,1 0,66+ 0,2 >0,05 

CD3+HLA DR+ 

% 13,95 18,68  

абс. значение, x109л 

abs. value, x109l 
0,16+ 0,05 0,22+ 0,12 >0,05 

CD19+ 

% 2,18 2,37  

абс. значение, x109л 

abs. value, x109l 
0,03+ 0,01 0,03+ 0,01 >0,05 

CD16+CD56+ (NK) 

% 5,92 5,55  

абс. значение, x109л 

abs. value, x109l 
0,07+ 0,04 0,07+ 0,04 >0,05 

CD3+CD16+CD56+ 

(TNK) 

% 20,74 20,28  

абс. значение, x109л 

abs. value, x109l 
0,25+ 0,04 0,25+ 0,04 >0,05 
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