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ТРАНСПЛАНТАЦИЯ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК ПУПОВИННОЙ КРОВИ 
И ЛЕЧЕНИЕ ВИЧ-ИНФЕКЦИИ — НОВАЯ ВОЗМОЖНОСТЬ?

Для инфицирования вирусом иммунодефицита человека типа 1 (ВИЧ-1) требу-
ется наличие CD4  рецептора и  хемокинового рецептора 5  (CCR5) [1]. У  человека 
белок CCR5 кодируется геном CCR5, расположенным на коротком плече третьей 
хромосомы в  позиции 21  (3p21). Некоторые группы населения унаследовали му-
тацию CCR5-Δ32, представляющую из себя делецию 32 пар нуклеотидов в кодиру-
ющей области гена CCR5. Гомозиготные носители этой мутации (CCR5-Δ32/Δ32) 
устойчивы к ВИЧ-1-инфекции [2–4]. 

В 2009 г. Хюттер и др. [5] сообщили о долгосрочном контроле ВИЧ-инфекции 
путем трансплантации гемопоэтических стволовых клеток (ТГСК) периферической 
крови от CCR5-Δ32/Δ32 донора. Трансплантация ТГСК была проведена в Германии 
в 2007 г. ВИЧ-инфицированному пациенту с острым миелоидным лейкозом. Сразу 
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после трансплантации была прекращена высокоактивная антиретровирусная тера-
пия. Полный химеризм достигнут на 61 день после трансплантации.

В течение 5 с половиной лет после трансплантации пациенту по-прежнему не 
требуется антиретровирусная терапия. Кроме того, анализ периферической крови, 
а также различных образцов тканей, включая кишечник, печень и мозг, не выявили 
вирусной нагрузки или наличия провирусной ДНК [6]. Аллерс и др. [7] предполо-
жили, что эти результаты убедительно свидетельствуют об излечении пациента от 
ВИЧ-инфекции. По мнению Дикс и  MакКьюн [8], «общество исследований ВИЧ-
инфекции еще колеблется использовать слово “излечение”, но этот единичный слу-
чай вполне может быть первым примером, отвечающим всем требованиям».

Несмотря на убедительность, концепция проведения ТГСК CCR5-Δ32/
Δ32  взрослых доноров костного мозга или периферической крови для лечения 
ВИЧ-инфицированных пациентов не может стать широко распространенной. Это 
связано с  тем, что распространенность мутантного аллеля в  гомозиготном состо-
янии довольно низка — всего около 0,8–1% людей европеоидной расы имеют гено-
тип CCR5-Δ32/Δ32 [9, 10], а другие этнические группы — еще меньше [11]. Кроме 
того, для большинства пациентов, нуждающихся в ТГСК, в реестрах взрослых до-
норов можно найти только небольшое количество потенциальных доноров из-за 
очень высоких требований по совместимости HLA-аллелей (8 из 8 или 7 из 8 высо-
кого разрешения в 4 локусах (А, В, С, DRB1)) между взрослым донором и реципи-
ентом [12]. Хюттер и Тиль сообщили об отсутствии последующих ТГСК для ВИЧ-
инфицированных пациентов из-за невозможности совместимости таких пациентов 
с взрослыми донорами CCR5-Δ32/Δ32, несмотря на тщательные поиски «пациента 
№ 2» [13], и на сегодняшний день о других таких пациентах не сообщалось.

Напротив, ТГСК с использованием пуповинной крови не требует такой строгой 
совместимости по HLA донора и реципиента [14]. Приемлемые HLA-совместимые 
образцы включают совмещенные по 4 из 6, 5 из 6 или 6 из 6 аллелям в 3 локусах — 
локусах А и B с использованием низкого разрешения и локусе DRB1 высокого раз-
решения, не допуская 2 несовпадений в одном локусе при совмещении 4 из 6.

Таким образом, гипотеза заключается в  том, что лечение ВИЧ-инфекции при 
помощи ТГСК может быть легко осуществимо только с помощью CCR5-Δ32/Δ32 ге-
мопоэтических стволовых клеток пуповинной крови. Чтобы проверить эту гипотезу, 
исследовательской группой под руководством Л. Петца была разработана програм-
ма отбора пуповинной крови и создания хранилища CCR5-Δ32/Δ32 образцов пупо-
винной крови. Суть данной программы сводится к тому, чтобы проанализировать 
на наличие мутации CCR5-Δ32/Δ32 все образцы пуповинной крови, находящиеся 
на хранении в банке пуповинной крови «StemCyte» (Калифорния, США). Причем, 
было подсчитано, что для нахождения образца пуповинной крови с адекватной до-
зой клеток, совпадающего по 4–5 из 6 аллелей комплекса HLA с вероятностью 70%, 
достаточно минимум 300 образцов [15]. 

Однако для каждого региона мира существуют собственные особенности рас-
пределения аллелей системы HLA, поэтому образцы, хранящиеся в  западноевро-
пейских странах и США, с невысокой долей вероятности могли бы подойти россий-
ским пациентам.

Целью данного исследования является анализ образцов пуповинной крови, на-
ходящихся на длительном хранении в Покровском банке стволовых клеток, на на-
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личие мутации гена CCR5-Δ32/Δ32 и предварительная оценка данных образцов по 
количеству ядросодержащих клеток и HLA генотипу.

Материал и методы. В исследовании использовалась геномная ДНК, выделен-
ная с октября 2011 г. по февраль 2013 г. из 1340 образцов пуповинной крови обще-
ственного регистра хранения Покровского банка стволовых клеток. 

Получение пуповинной крови. Все образцы ПК были собраны как во время сроч-
ных родов, так и  во время операции кесарева сечения. Забор ПК осуществлялся 
сразу после рождения ребенка  — пуповина клеммировалась в  течение 30  с после 
рождения ребенка, затем рассекалась между зажимами, и, после обработки пупови-
ны в месте предполагаемого прокола антисептиком, производилась пункция пупоч-
ной вены. Кровь поступала в мешок самотеком. Сбор крови проводился до полного 
опустошения пупочной вены. По окончании сбора крови на трубку рядом с иглой 
накладывался зажим, игла извлекалась из вены, кровь перемешивалась с антикоагу-
лянтом. Контейнер упаковывался в индивидуальный пластиковый пакет. 

При поступлении контейнера с кровью в Покровский банк стволовых клеток 
после его идентификации и обработки поверхности антисептиком, пакет с кровью 
переносился в подготовленный ламинарный бокс, где из него перед началом выде-
ления фракции ядросодержащих клеток отбиралось по 1 мл в две микропробирки 
типа Эппендорф для исследования на гемоанализаторе и  HLA-типирования. Ми-
кропробирки маркировались. 

Фракция ядросодержащих клеток из пуповинной крови выделялась двумя ме-
тодами: с использованием модифицированного метода двойного центрифугирова-
ния [16] в модификации Американской ассоциации банков крови [17]; с использо-
ванием автоматической системы «Sepax S100» («Biosafe», Швейцария).

После получения клеточного концентрата в  ламинарном боксе стерильным 
шприцем в криопакет вводился рассчитанный объем криопротектора (ДМСО 10%, 
Pall, Великобритания) в  мл. Замораживание концентрата осуществлялось в  про-
граммируемом замораживателе Cryo 560–16 (Planer, Великобритания). Криокоробка 
с образцом переносилась на длительное хранение при температуре, не превышаю-
щей –150°, в дьюар с жидким азотом. 

Выделение ДНК. ДНК выделялась из 0,9 мл замороженной крови с использова-
нием коммерческих наборов Protrans (Германия) и Axygen (США). Скрининг образ-
цов на CCR5-Δ32 аллель выполнен методом полимеразной цепной реакции (ПЦР). 
Использовались следующие праймеры, фланкирующие делеционный сайт: 

F: CTGTGTTTGCGTCTCTCCCA
R: CCTCTTCTTCTCATTTCGACACCG. 

ПЦР проводилась в амплификаторе Biorad My Cycler Version 1.065. Реакция про-
водилась по следующей программе: 94°С — 5 мин; далее 94°С — 30 с, 56°С — 40 с, 
72°С — 40 с в течение 35 циклов; затем 72°С — 10 мин и 15°С — 5 мин. Детекция 
полиморфизма осуществлялась в  9% полиакриламидном геле с  применением вер-
тикального электрофореза. ПЦР фрагменты состояли из 224 п. н. при нормальном 
варианте гена и из 192 п. н. при гомозиготном полиморфизме CCR5Δ32. 

HLA-типирование. HLA-типирование образцов пуповинной крови производи-
лось методом SSP (sequence-specifi c priming). 

ДНК выделялась из 0,5–0,7 мл пуповинной крови с применением наборов для 
выделения Protrans DNA Box 500 (Protrans, Германия). Концентрация ДНК оценива-
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лась на спектрофотометре, среднее значение концентрации при выделении данным 
набором равно 70 мкг/мл.

Далее производилась амплификация с использованием циклерплатных систем 
Protrans HLA-A*,-B*,-DRB1* (Protrans, Германия). После нанесения на планшет об-
разцов ДНК они помещались в термоциклер (MyCycler, Biorad) для проведения ре-
акции амплификации.

По окончании термоциклирования производился электрофорез в  агарозном 
геле. После нанесения продуктов амплификации в  лунки геля электрофоретиче-
скую ячейку подключали к источнику питания и проводили электрофорез в течение 
25 мин при 170 В.

Снимок геля производился через трансиллюминатор и заносился в компьютер-
ную базу данных. 

В каждой из 96 лунок должен был получиться контрольный продукт для оценки 
проведения корректной амплификации, а также в некоторых лунках должна быть 
полоска специфичного продукта, что и обуславливало генотип по локусам HLA-A, 
HLA-B и HLA-DRB1.

Результаты и  обсуждение. В результате исследования было выявлено 13  об-
разцов пуповинной крови, содержащих гомозиготную мутацию гена CCR5Δ32, что 
составило 0,9% от общего количества исследованных образцов. Общее количество 
ядросодержащих клеток в  образцах составило 1059±124×106, количество CD34+ 
клеток составило 3,95±1,08×106. Результаты HLA-типирования приведены в  та-
блице 1. Кроме того было выявлено 256 гетерозиготных носителей полиморфизма 
CCR5Δ32 (19,1%).

Таблица 1. Выявленные образцы с CCR5-Δ32/Δ32

Номер HLA-A HLA-B HLA-DRB1 HLA-DRB
0209000080 2 26 15 38 7 13 3 4
1410000042 2 3 35 58 1 14 3 -
0210000805 2 3 41 56 13 15 3 5
0210000817 24 68 38 44 13 13 3 -
0210001268 2 32 44 44 11 12 3 -
0211001670 3 3 7 27 15 16 5 -
0210000757 1 23 8 44 3 7 3 4
0210001602 3 29 13 40 4 13 3 4
0210001026 2 25 27 44 1 11 3 -
0210001350 2 ?? 7 18 ?? 11 3 4
0210001353 1 2 8 51 3 11 3 -
0210001133 2 11 8 ?? 3 14 3 -
0210000572 2 24 13 51 12 15 3 5

П р и м е ч а н и е: серым цветом выделены аллели, совпадающие с наиболее распространенными по Северо-За-
паду РФ; ?? — данные еще не получены.
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Как видно из этой таблицы, 46% образцов пуповинной крови, гомозиготных по 
CCR5Δ32, имеют совпадение по 4–6/6 аллелям комплекса гистосовместимости при 
сравнении с наиболее часто встречающимися в Северо-Западном регионе аллелями 
системы HLA (табл. 2).

Таблица 2. Наиболее часто встречающиеся аллели для Северо-Западного региона РФ [18]

Локус
Наиболее часто 
встречающийся 

аллель
Частота, %

Средняя частота данного 
аллеля для европеоидной 

расы*
Диапазон частот

HLA-A

*02 28,3 25,01 7,2–39,6

*03 15,8 6,87 1,6–25,6

*01 13,6 14,07 5,3–28,1

HLA-B

*07 13,6 8,67 1,0–16,0

*35 12,3 10,33 5,0–18,3

*44 8,8 11,19 4,6–21,7

HLA-
DRB1

*07 15,1 13,7 5,3–28,9

*15 14,8 10,73 5,7–25,6

*01 13,9 11,11 4,5–26,2

Известно, что требования к соответствию HLA для трансплантации пуповин-
ной крови значительно менее строгие, чем к  костному мозгу и  периферической 
крови. Соответственно, гипотеза исследовательской группы под руководством про-
фессора Л. Петца состоит в том, что лечение ВИЧ-инфекции при помощи ТГСК с ис-
пользованием пуповинной крови, полученной из относительно небольшого храни-
лища криоконсервированных CCR5-Δ32/Δ32  образцов, может быть осуществимо 
гораздо проще.

Кроме того, многочисленные сообщения об эквивалентности результатов транс-
плантации пуповинной крови результатам трансплантации костного мозга и клеток 
периферической крови придают этому подходу дополнительный импульс [19–24]. 
Начиная с  2003  г. хранилище пуповинной крови StemCyte было проверено на на-
личие образцов CCR5-Δ32/Δ32. Кроме того, трансплантация CCR5-Δ32/Δ32 пупо-
винной крови взрослому пациенту с ОМЛ как часть двойной трансплантации пупо-
винной крови предоставила возможность сбора данных о приживлении CCR5-Δ32/
Δ32 образца в качестве доминирующего. В то же время исследования химеризма по-
казали 100% приживление CCR5-Δ32/Δ32 образца, а исследования in vitro показа-
ли, что мононуклеарные клетки периферической крови пациента были устойчивы 
к штаммам ВИЧ-1 BAL и NL4–3.

Сотрудничество между многочисленными банками пуповинной крови делает 
высоко вероятной создание специального хранилища CCR5-Δ32/Δ32 образцов пу-
повинной крови, которое, при необходимости, легко может быть увеличено. Напри-
мер, Гонсалес и др. [11] подсчитали, что в мире хранится около 400 000 криоконсер-
вированных образцов пуповинной крови, среди которых около 2000–4000  CCR5-
Δ32/Δ32 образцов.
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Также обязательно учитывается необходимость адекватной дозы клеток, кото-
рая сейчас принимается в диапазоне от ≥2,5×107 ОЯК/кг. Предварительные расчеты 
показывают, что хранилище объемом 300 единиц обеспечит 73,6% вероятность на-
хождения адекватного HLA совместимого образца для педиатрических пациентов 
европеоидной расы и  вероятность 27,9% для взрослых пациентов европеоидной 
расы. Кроме того, после сообщения Лю [25] о том, что при трансплантации пупо-
винной крови совместно с гаплоидентичной трансплантацией доза клеток пуповин-
ной крови 1×107 ОЯК/кг массы тела является достаточной, был произведен расчет 
для такой минимально необходимой дозы клеток. Этот расчет показал вероятность 
нахождения адекватного HLA совместимого образца для 85,6% педиатрических па-
циентов и  для 82,1% взрослых пациентов европеоидов. Использование сочетания 
гаплоидентичной трансплантации и трансплантации пуповинной крови [25] предо-
ставляет существенные преимущества при принятии решения об использовании 
трансплантации пуповинной крови для лечения ВИЧ-инфекции у взрослых. Нахож-
дение двух совместимых образцов в хранилище из 300 образцов пуповинной крови 
будет проблематичным, тогда как использование одного образца пуповинной кро-
ви в сочетании с гаплоидентичной трансплантацией гораздо более реально. Кроме 
того, при таких трансплантациях приживление является быстрым, а исследования 
химеризма показали, что почти всегда через несколько месяцев после транспланта-
ции остаются только клетки пуповинной крови [25].

Наиболее очевидной группой пациентов для трансплантации CCR5-Δ32/Δ32 об-
разцов пуповинной крови являются ВИЧ-инфицированные, нуждающиеся в ТГСК 
по поводу онкогематологии или по другим показаниям. Количество пациентов, от-
вечающих этим критериям, не было определено и, казалось бы, относительно не-
велико. Тем не менее, Hütter и Zaia [26] указывают, что «продолжительность жизни 
ВИЧ-инфицированных пациентов значительно улучшилась, однако заболеваемость 
злокачественными новообразованиями у  этих больных значительно увеличилась. 
Таким образом, можно предположить, что необходимость аллогенной ТГСК для 
ВИЧ-1-инфицированных больных со злокачественными новообразованиями бу-
дет расти». Кришнан и Форман также показывают, что заболеваемость лимфомой 
Ходжкина и  неходжкинскими лимфомами у  ВИЧ-инфицированных пациентов 
увеличивается по сравнению с  населением в  целом [27]. Действительно, СПИД-
ассоциированные злокачественные новообразования остаются одной из  ведущих 
причин смертности среди ВИЧ-инфицированных [28].

Многие врачи до сих пор считают ВИЧ препятствием для трансплантации, 
и трансплантационные центры часто исключают этих пациентов из своих протоко-
лов [28]. Тем не менее, опыт последних 25 лет свидетельствует об успешных ТГСК 
у  ВИЧ-инфицированных пациентов с  гематологическими заболеваниями не толь-
ко при лейкемии и рецидиве лимфомы, но и при незлокачественных заболеваниях, 
таких как апластическая анемия [26]. Действительно, результаты при аллогенных 
трансплантациях у ВИЧ-положительных пациентов, вероятно, лишь незначительно 
хуже по сравнению с ВИЧ-негативными [26].

В дополнение к ТГСК ВИЧ-инфицированным пациентам с онкогематологиче-
скими заболеваниями или другими показаниями к  трансплантации, отобранные 
пациенты со СПИДом, при отсутствии других заболеваний, также могут быть вклю-
чены в клинические испытания трансплантации CCR5-Δ32/Δ32 пуповинной крови. 
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Оптимизм антиретровирусного лечения нивелируется невозможностью эрадика-
ции вируса, постоянным приемом сложных лекарственных схем, потенциальны-
ми токсическими эффектами и распространенностью резистентных штаммов [29]. 
Пациенты со  СПИДом, которые плохо отвечают на антиретровирусную терапию 
и  были информированы о  значительных рисках и  потенциальных выгодах ТГСК, 
должны быть допущены к участию в клинических испытаниях ТГСК, если есть HLA 
совмещенный CCR5-Δ32/Δ32 образец с достаточной дозой.

Логичный, на первый взгляд, подход к  лечению с  использованием взрослых 
добровольных доноров костного мозга /  периферической крови, имеющих аллель 
CCR5, является неприемлемым решением. Тестирование на CCR5-Δ32/Δ32 при ре-
гистрации доноров в  NMDP (Национальная программа доноров костного мозга) 
дорого и  вряд ли будет эффективным из-за низкой статистической вероятности 
нахождения как HLA совпадения высокой степени, как это требуется при транс-
плантации гемопоэтических стволовых клеток взрослых доноров, так и CCR5-Δ32/
Δ32 генотипа у донора. Таким образом, более разумно предложить широкомасштаб-
ное тестирование как помещаемой на хранение, так и уже хранящейся пуповинной 
крови для выявления CCR5-Δ32/Δ32 образцов.

В этой связи полученные в  процессе исследования результаты по проценту 
CCR5-Δ32/Δ32 образцов пуповинной крови в общественном хранилище и их распре-
делению по аллелям системы главного комплекса гистосовместимости позволяют 
в перспективе создать собственное хранилище подобного рода образцов пуповин-
ной крови. Эти образцы при получении результатов клинических испытаний могли 
бы с большой долей вероятности использоваться в лечении ВИЧ-инфицированных 
пациентов в Российской Федерации. В ближайшей же перспективе обнаруженные 
в общественном хранилище НИЛ Клеточных технологий СЗГМУ им. И. И. Мечни-
кова CCR5-Δ32/Δ32 образцы пуповинной крови могли бы быть включены в прото-
колы клинических испытаний за рубежом. 
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