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Õðîìîñîìíàÿ òðàíñëîêàöèÿ t(9,22) â êðîâåòâîðíûõ ñòâîëîâûõ êëåòêàõ ÷åëîâåêà âåäåò ê îáðàçîâà-
íèþ bcr/ablàPhà-êëåòîê, ñïîñîáíûõ ê äèôôåðåíöèðîâêå ñ çàìåòíûì ïîäàâëåíèåì àïîïòîçà. Phà-õðîìî-
ñîìà è îíêîãåí bcr/abl ÿâëÿþòñÿ ìàðêåðàìè õðîíè÷åñêîãî ìèåëîëåéêîçà. Ïðè ïðîãðåññèè õðîíè÷åñêîãî
ìèåëîëåéêîçà (ÕÌË) â ðåçóëüòàòå äîïîëíèòåëüíûõ ìóòàöèé èëè àêòèâàöèè ïðîëèôåðàöèè Phà-êëåòîê,
âîçíèêàþùèõ ïðè òðàíñëîêàöèè è ñïîñîáíûõ ê ñàìîïîääåðæàíèþ, íàêàïëèâàþòñÿ çëîêà÷åñòâåííûå áëà-
ñòû — bcr/ablà Phà-êëåòêè ñ áëîêîì äèôôåðåíöèðîâêè. Ìåõàíèçìû ðåàëüíî ïðîòåêàþùèõ ïðè ÕÌË
ïðåâðàùåíèé íå èçâåñòíû. Ñ öåëüþ íàéòè êëåòî÷íóþ ìîäåëü è ðàçðàáîòàòü ïîäõîä ê èçó÷åíèþ çàêîíî-
ìåðíîñòåé ôóíêöèîíèðîâàíèÿ äèôôåðåíöèðóþùèõñÿ D-Phà-êëåòîê è èõ ïðåâðàùåíèÿ â çëîêà÷åñòâåí-
íûå bcr/ablà Phà-êëåòêè ñ áëîêîì äèôôåðåíöèðîâêè (ëåéêîçíûå áëàñòû) èçó÷åíà êèíåòèêà ïðîëèôåðà-
öèè, äèôôåðåíöèðîâêè, ãèáåëè êëåòîê è òðàíñêðèïöèè ãåíîâ, ðåãóëèðóþùèõ àïîïòîç, â ñóñïåíçèîííîé
êóëüòóðå Phà-ìîíîíóêëåàðîâ, âûäåëåííûõ èç ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè áîëüíîãî ÕÌË äî íà÷àëà ëå÷åíèÿ.
Óñòàíîâëåíî, ÷òî äèôôåðåíöèðîâêà D-Phà-êëåòîê â 14-ñóòî÷íîé êóëüòóðå ïðîòåêàåò ïî èçâåñòíîé ñõåìå
óñèëåííîãî ìèåëîïîýçà, õàðàêòåðíîãî äëÿ õðîíè÷åñêîãî ìèåëîëåéêîçà. Â êóëüòóðå äî ¾ íàêîïëåíèÿ è
ðàñõîäîâàíèÿ âñåõ Phà-ìîíîíóêëåàðîâ ñîñòàâëÿþò êëåòêè ìèåëîèäíîãî ðîñòêà êðîâåòâîðåíèÿ, äî 95 %
êîòîðûõ ïðåäñòàâëÿþò äèôôåðåíöèðóþùèåñÿ ãðàíóëîöèòû. Ïðîëèôåðàöèÿ è äèôôåðåíöèðîâêà ïðîòå-
êàþò ñ ìíîãîêðàòíûì íàêîïëåíèåì Phà-êëåòîê, ñ èõ çíà÷èòåëüíîé ãèáåëüþ è íîâûì ýòàïîì ïðîëèôåðàöèè
â êîíöå êóëüòèâèðîâàíèÿ. Ìàêñèìàëüíóþ êîíöåíòðàöèþ äèôôåðåíöèðóþùèõñÿ ãðàíóëîöèòîâ ñîñòàâëÿ-
þò ìèåëîöèòû, ñîîòíîøåíèå ñêîðîñòåé íàêîïëåíèÿ è ðàñõîäîâàíèÿ êîòîðûõ ñâèäåòåëüñòâóåò î çàìåäëå-
íèè èõ ïðåâðàùåíèÿ â ìåòàìèåëîöèòû íà ñëåäóþùåé ñòàäèè äèôôåðåíöèðîâêè. Êèíåòèêà êóëüòèâèðîâà-
íèÿ õàðàêòåðèçóåò ãèáåëü êëåòîê íà îòäåëüíûõ ñòàäèÿõ äèôôåðåíöèðîâêè: ãèáåëü ïðîëèôåðèðóþùèõ
êëåòîê, ìèåëîöèòîâ è çðåëûõ êëåòîê. Êèíåòèêà èíäåêñà P/D (îòíîøåíèÿ ÷èñëà íåçðåëûõ Phà-ãðàíóëîöè-
òîâ, äèôôåðåíöèðóþùèõñÿ ñ äåëåíèåì ê äèôôåðåíöèðóþùèìñÿ áåç äåëåíèÿ ìåòàìèåëîöèòàì è çðåëûì
íåéòðîôèëàì) âûÿâëÿåò àêòèâíóþ ïðîëèôåðàöèþ â íà÷àëå êóëüòèâèðîâàíèÿ è, ÷òî íåîæèäàííî, íîâûé
ýòàï åå àêòèâàöèè â êîíöå êóëüòèâèðîâàíèÿ â ïðèñóòñòâèè ôàêòîðîâ ðîñòà. Ìàêñèìóì òðàíñêðèïöèè àí-
òèàïîïòîòè÷åñêèõ ãåíîâ bcr/abl è mdm2 ñîâïàäàåò ñ ïèêîì ïðîëèôåðàöèè Phà-ãðàíóëîöèòîâ â íà÷àëå è
àêòèâàöèåé ïðîëèôåðàöèè â êîíöå êóëüòèâèðîâàíèÿ. Ïðîëèôåðàöèÿ è äèôôåðåíöèðîâêà Phà-ãðàíóëîöè-
òîâ çàìåòíî óñêîðÿþòñÿ â ïðèñóòñòâèè ôàêòîðîâ ðîñòà; â êîíöå êóëüòèâèðîâàíèÿ ïðè çíà÷èòåëüíîì ïà-
äåíèè êîíöåíòðàöèè D-Phà-êëåòîê ïðîëèôåðàöèÿ âíîâü àêòèâèðóåòñÿ. Êèíåòèêà êóëüòèâèðîâàíèÿ
Phà-êëåòîê ÿâëÿåòñÿ âåñüìà èíôîðìàòèâíûì ïîäõîäîì äëÿ èçó÷åíèÿ íåïðåðûâíîé ðåãóëÿöèè êëåòî÷íûõ
è ìîëåêóëÿðíûõ ïðîöåññîâ ïðè ÕÌË in vitro è ïîçâîëÿåò áîëåå ïîëíî ñóäèòü î ïðîöåññå êðîâåòâîðåíèÿ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ãåìîïîýòè÷åñêèå Phà-êëåòêè, êèíåòèêà ïðîëèôåðàöèè, äèôôåðåíöèðîâêè è
àïîïòîçà in vitro, òðàíñêðèïöèÿ ãåíîâ bcr/abl, bcl2, mdm2 è p53 ïðè êóëüòèâèðîâàíèè Phà-êëåòîê.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÑÊÊ — ñòâîëîâûå êðîâåòâîðíûå êëåòêè, ËÑÊ — ëåéêîçíûå ñòâîëî-
âûå êëåòêè, ÏÀÀÃ — ïîëèàêðèëàìèäíûé ãåëü, ÏÊ — ïåðèôåðè÷åñêàÿ êðîâü, ÕÌË — õðîíè÷åñêèé ìèå-
ëîëåéêîç, ÕÔ — õðîíè÷åñêàÿ ôàçà ÕÌË, ÝÒÑ — ýìáðèîíàëüíàÿ ñûâîðîòêà òåëåíêà, Phà —
Ôèëàäåëüôèéñêàÿ õðîìîñîìà.

Ðåöèïðîêíàÿ õðîìîñîìíàÿ òðàíñëîêàöèÿ t(9,22) â
ñòâîëîâûõ êðîâåòâîðíûõ êëåòêàõ (ÑÊÊ) ÷åëîâåêà âåäåò ê
îáðàçîâàíèþ êëåòîê bcr/ablà Phà, ñïîñîáíûõ ê äèôôåðåí-
öèðîâêå ñ çàìåòíûì ïîäàâëåíèåì àïîïòîçà (D-Phà-êëåò-
êè). Phà-õðîìîñîìà è îíêîãåí bcr/abl ÿâëÿþòñÿ ìàðêå-
ðàìè ÕÌË. Ïðè ïðîãðåññèè ÕÌË â ðåçóëüòàòå äî-
ïîëíèòåëüíûõ ìóòàöèé èëè àêòèâàöèè ïðîëèôåðàöèè
âîçíèêàþùèõ ïðè òðàíñëîêàöèè äîëãî ìîë÷àùèõ êëåòîê
íàêàïëèâàþòñÿ çëîêà÷åñòâåííûå ëåéêîçíûå áëàñòû —

ëåéêîçíûå ñòâîëîâûå êëåòêè (ËÑÊ) bcr/ablà Phà ñ áëîêîì
äèôôåðåíöèðîâêè è ñïîñîáíîñòüþ ê ñàìîïîääåðæàíèþ.
Ìåõàíèçìû ðåàëüíî ïðîòåêàþùèõ ïðè ÕÌË ïðåâðàùå-
íèé íåèçâåñòíû.

Ñîãëàñíî ñîâðåìåííûì ïðåäñòàâëåíèÿì î âîçíèêíî-
âåíèè è ïðîãðåññèè ëåéêîçîâ, ôîðìèðîâàíèå çëîêà÷åñò-
âåííîãî ýòàïà áîëåçíè ïðîèñõîäèò â ðåçóëüòàòå îáðàçîâà-
íèÿ è ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ëåéêîçíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê
(ËÑÊ). Îáðàçîâàíèå ýòèõ êëåòîê ìîæåò ïðîòåêàòü ïðè
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õðîìîñîìíûõ òðàíñëîêàöèÿõ â çàâèñèìîñòè îò õàðàêòåðà
èõ òðàíñëîêàöèè, ïîñëåäóþùèõ ìóòàöèé èëè ñïåöèôè÷å-
ñêèé èçìåíåíèé ãåííîé ðåãóëÿöèè â êëåòêàõ. Â çàâèñèìî-
ñòè îò âèäà õðîìîñîìíîé òðàíñëîêàöèè ëåéêîçíûé êëîí
âîçíèêàåò ëèáî ñðàçó èç ñòâîëîâîé êðîâåòâîðíîé êëåòêè
(ÑÊÊ), ëèáî ïîýòàïíî. Â ïîñëåäíåì ñëó÷àå âíà÷àëå âîç-
íèêàþò òðàíñôîðìèðîâàííûå êëåòêè, ñîõðàíÿþùèå ñïî-
ñîáíîñòü ê ïîëèïîòåíòíîìó êðîâåòâîðåíèþ, D-Phà-êëåò-
êè, êîòîðûå çàòåì ìóòèðóþò â ËÑÊ (Holyoake et al., 2002;
Passegué et al., 2003; Guzman, Jordan, 2004; Jamieson et al.,
2004). Ýòîò ïóòü ðåàëèçóåòñÿ ïðè ðàçâèòèè ÕÔ ÕÌË. Ýêñ-
ïðåññèÿ îíêîãåíà bcr/abl àêòèâèðóåòñÿ, íàáëþäàþòñÿ èí-
ãèáèðîâàíèå àïîïòîçà è íàðóøåíèå ðåãóëÿöèè ïðîëèôå-
ðàöèè è äèôôåðåíöèðîâêè êðîâåòâîðíûõ êëåòîê (Bedi et
al., 1994, 1995; Lotem, Sachs, 1996; Melo, 1996; Era, Witte,
2000; Jaiswal et al., 2003).

Ïðåâðàùåíèå D-Phà-êëåòîê â êëîí ËÑÊ ïðîòåêàåò â
ðåçóëüòàòå ñïåöèôè÷åñêèõ ìóòàöèé è (èëè) èçìåíåíèé
ãåííîé ðåãóëÿöèè íå òîëüêî â ñòâîëîâûõ êëåòêàõ, íî è â
èõ ñïåöèàëèçèðîâàííûõ ïîòîìêàõ: ïîëèïîòåíòíûõ, êîì-
ìèòèðîâàííûõ ïðåäøåñòâåííèêàõ è, âîçìîæíî, äàæå â ñî-
çðåâàþùèõ êëåòêàõ (Jamieson et al., 2004). Ïðè ýòîì ËÑÊ,
ïîäîáíî ÑÊÊ, ñïîñîáíû ê ìåäëåííîìó ñàìîïîääåðæàíèþ
ñ ñîõðàíåíèåì çíà÷èòåëüíîé äîëè êëåòîê â Go-ôàçå êëå-
òî÷íîãî öèêëà è ê àðåñòó àïîïòîçà, íî ñ ïîòåðåé ñïîñîá-
íîñòè ê äèôôåðåíöèðîâêå (Passegué et al., 2003; Guzman,
Jordan, 2004; Jamieson et al., 2004).

Îñîáåííîñòè D-Phà-êëåòîê â ÕÔ ÕÌË îïðåäåëÿåò îí-
êîãåí bcr/abl, îáðàçîâàâøèéñÿ â ñîñòàâå Phà-õðîìîñîìû â
ïðîöåññå õðîìîñîìíîé òðàíñëîêàöèè, è åãî ïðîäóêò îí-
êîáåëîê ð210 — âåñüìà àêòèâíàÿ òèðîçèíêèíàçà, ëèøåí-
íàÿ íåãàòèâíîé ðåãóëÿöèè (Melo, 1996; Era, Witte, 2000).
Òèðîçèíêèíàçà ð210 ôîñôîðèëèðóåò ðàçëè÷íûå ôàêòîðû
òðàíñêðèïöèè è ÑÒÀÒ-áåëêè (Signal Transducers and Acti-
vators of Transcription) è, àêòèâèðóÿ òðàíñêðèïöèþ öåëîãî
ðÿäà ãåíîâ, èçìåíÿåò ìíîãèå ïóòè ñèãíàëüíîé òðàíñäóê-
öèè è â èòîãå — ãåííóþ ðåãóëÿöèþ êëåòîê (Shuai et al.,
1996; Niwa et al., 1998; De Groot et al., 1999; Deininger et
al., 2000; Gesbert, Griffin, 2000; Sillaber et al., 2000; Jaiswal
et al., 2003).

Ìíîãîîáðàçèå äåéñòâèÿ ð210 ñîçäàåò îñîáûå ñëîæíî-
ñòè â èññëåäîâàíèè íàêîïëåíèÿ ìóòàöèé â D-Phà-êëåòêàõ
ïðè èõ ïðåâðàùåíèè â ËÑÊ. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ íåèçâåñò-
íî, êàêèì îáðàçîì è êàêèå êëåòêè-ïðåäøåñòâåííèêè èëè
èõ ïîòîìêè è íà êàêîì ýòàïå ðàçâèòèÿ ÕÌË ïðåâðàùàþò-
ñÿ â ËÑÊ (Sanchez-Garsia, Grutz, 1995; Goetz et al., 2001;
Holyoake et al., 2001, 2002; Passegué et al., 2003; Guzman,
Jordan, 2004; Jamieson et al., 2004). Íåèçâåñòíî, ïðèñóòñò-
âóþò ëè ËÑÊ óæå â ÕÔ ÕÌË, èëè èõ ìåäëåííîå íàêîïëå-
íèå ñìåíÿåòñÿ àãðåññèâíîé ïðîëèôåðàöèåé â ôàçå àêñåëå-
ðàöèè è áëàñòíîãî êðèçà, èëè, êàê ýòî ïðèíÿòî ñ÷èòàòü,
ËÑÊ âîçíèêàþò òîëüêî â ôàçå àêñåëåðàöèè è áëàñòíîãî
êðèçà óæå ïðè ÿðêî âûðàæåííîé íåñòàáèëüíîñòè ãåíîìà
(Melo, 1996; Passegué et al., 2003).

Âåñüìà óñïåøíûå ñîâðåìåííûå èññëåäîâàíèÿ ãåííîé
ðåãóëÿöèè îáñóæäàåìûõ ïðîöåññîâ ïðîâåäåíû ìåòîäàìè
òðàíñôåêöèè êëåòî÷íûõ ëèíèé, ñòâîëîâûõ êëåòîê ìûøåé
è ïîòîìêîâ ýòèõ êëåòîê ãåíåòè÷åñêèìè êîíñòðóêöèÿìè,
ýêñïðåññèðóþùèìè çàäàííûå ãåíû. Âûÿâëåíû ìíîãèå
ãåíû, ó÷àñòâóþùèå â ðåãóëÿöèè ÑÊÊ è ËÑÊ (Bedi et al.,
1994; Holyoake et al., 2001, 2002; Passegu *e et al., 2003; Guz-
man, Jordan, 2004; Jamieson et al., 2004). Òàêîé ïîäõîä, îä-
íàêî, íå ïîçâîëÿåò èññëåäîâàòü ïîñëåäîâàòåëüíûå ïðåâðà-
ùåíèÿ D-Phà-êëåòîê â ËÑÊ, íàïðèìåð ïðè ëåéêîçàõ, èç-çà
îòñóòñòâèè àäåêâàòíûõ êëåòî÷íûõ ìîäåëåé.

Ñ öåëüþ íàéòè êëåòî÷íóþ ìîäåëü è ðàçðàáîòàòü ïîä-
õîä ê èçó÷åíèþ çàêîíîìåðíîñòåé ôóíêöèîíèðîâàíèÿ
D-Phà-êëåòîê è èõ ïðåâðàùåíèÿ â ËÑÊ (bcr/ablà Phà-êëåò-
êè ñ áëîêîì äèôôåðåíöèðîâêè) â äàííîé ðàáîòå èçó÷åíà
êèíåòèêà ïðîëèôåðàöèè, äèôôåðåíöèðîâêè, ãèáåëè êëå-
òîê è òðàíñêðèïöèè ãåíîâ, ðåãóëèðóþùèõ àïîïòîç, â ñóñ-
ïåíçèîííîé êóëüòóðå Phà-ìîíîíóêëåàðîâ, âûäåëåííûõ èç
îäíîêðàòíîé ïðîáû ÏÊ îò áîëüíîãî â õðîíè÷åñêîé ôàçå
(ÕÔ) ÕÌË äî íà÷àëà ëå÷åíèÿ. Ïðåäñòàâëÿåòñÿ, ÷òî ýòîò
ïîäõîä ïîçâîëèò èìèòèðîâàòü íåïðåðûâíîñòü íàáëþäåíèÿ
çà ðàçâèòèåì áîëåçíè íà îòäåëüíûõ åå ýòàïàõ è èñïîëüçîâàòü
åãî â êà÷åñòâå äîñòàòî÷íî ïðîñòîãî è äèíàìè÷íîãî ìåòîäà
àíàëèçà ïîòåíöèàëà Phà-êëåòîê êàæäîãî áîëüíîãî ÕÌË.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Î ë è ã î í ó ê ë å î ò è ä í û å ï ð à é ì å ð û è ñìåñü ãåê-
ñàìåðîâ ñèíòåçèðîâàíû è î÷èùåíû ñ ïîìîùüþ ÏÀÀÃ
èëè HPLC ôèðìîé «Ñèíòîë» (Ìîñêâà). ÈË3 ïîëó÷àëè â
ñîñòàâå êîíäèöèîíèðîâàííîé ñðåäû (10 % ïî îáúåìó) îò
êëåòî÷íîé ëèíèè U5637 (Morioka et al., 1990).

È ñ ï î ë ü ç î â à í í û å ì à ò å ð è à ë û: ãåïàðèí (Flow,
Àíãëèÿ); Limphoprep, ñðåäà àëüôà-ÌÅÌ (MP) Biomedical,
CØÀ); DEPC, Hepes, Òðèñ, PBS, ýìáðèîíàëüíàÿ òåëÿ÷üÿ
ñûâîðîòêà (ÝÒÑ), öèòðàò Na è ëàóðèëñàðêîçèë (ICN,
ÑØÀ); êðàñèòåëü òðèïàíîâûé ñèíèé, L-ãëóòàìèí è 2-ìåð-
êàïòîýòàíîë (Serva, Ãåðìàíèÿ); ïåíèöèëëèí è ñòðåïòîìè-
öèí (ÎÀÎ, Ðîññèÿ); Ã-ÊÑÔ (F. Hoffmann-La Roche Ltd.,
Ôðàíöèÿ);Òðèðåàãåíò è ãóàíèäèíòèîöèîíàò (Sigma,
CØÀ); RQ1 RNase-free DNase, ÐÍÊàçèí, äÍÒÔ, BSA, Taq
polymerase, áóôåð äëÿ ÎÒ, äÍÒÔ è îáðàòíàÿ òðàíñêðèïòà-
çà MuMLV (Promega, ÑØÀ).

P h àb c r / a b l à- ê ë å ò ê è è ç Ï Ê ïîëó÷àëè, îòáèðàÿ
10—15 ìë êðîâè èç âåíû áîëüíîãî ÕÌË â õðîíè÷åñêîé ôà-
çå äî ëå÷åíèÿ, ïîìåùàëè âî ôëàêîí ñ ãåïàðèíîì (50 åä./ìë)
è âûäåëÿëè ôðàêöèþ Phà-ìîíîíóêëåàðîâ â ñðåäå ñ ïëîò-
íîñòüþ 1.077 ã/ñì3 (Limphoprep, MP Biomedical). Áîëüíîé
èç ÃÍÖ ÐÀÌÍ, ó êîòîðîãî â êëåòêàõ ÏÊ áûëà öèòîãåíå-
òè÷åñêè èäåíòèôèöèðîâàíà Phà-õðîìîñîìà â 95 % ìèòî-
çîâ. Â Phà-ìîíîíóêëåàðàõ íàìè áûë èäåíòèôèöèðîâàí
òðàíñêðèïò ìÐÍÊ bcr/abl b3a2-òèïà ìåòîäîì RT-PCR
(äëèíà àìïëèôèêàòà 378 ïàð îñíîâàíèé; ñì. íèæå). Â ìàç-
êàõ, îêðàøåííûõ «ãèìçà» è ïî ìåòîäó Ðîìàíîâñêîãî, ïðî-
àíàëèçèðîâàíû ìîðôîëîãè÷åñêè èäåíòèôèöèðóåìûå
êëåòêè (Àáðàìîâ, 1985) è îïðåäåëåí èõ ñîñòàâ (òàáë. 1).

890 Ò. Â. Àõëûíèíà, Ë. Ï. Ãåðàñèìîâà è äð.

Ò à á ë è ö à 1

Ñîñòàâ bcr/abl+ Ph+-ìîíîíóêëåàðîâ, âûäåëåííûõ
èç ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè áîëüíîãî ÕÌË

â õðîíè÷åñêîé ôàçå äî ëå÷åíèÿ

Êëåòêè Ñîäåðæàíèå, %

Áëàñòû 39

Ïðîìèåëîöèòû 1

Ìèåëîöèòû 20

Ìåòàìèåëîöèòû 6

Ïàëî÷êîÿäåðíûå 2

Ñåãìåíòîÿäåðíûå 2

Ëèìôîöèòû 27

Ýðèòðîèäíûå êëåòêè 3

Ìîíîöèòû 0

Ìàêðîôàãè 0



Ì î í î í ó ê ë å à ð û Phà bcr/ablà êóëüòèâèðîâàëè â
ñóñïåíçèè â ñðåäå àëüôà-ÌÅÌ (ÌÐ Biomedical), ñîäåð-
æàùåé 20 % ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè (ÝÒÑ;
ICN), 2 ìÌ L-ãëóòàìèíà (Serva), 0.1 ìÌ 2-ìåðêàïòîýòàíî-
ëà (Serva), 100 åä. ïåíèöèëëèíà è 50 åä. ñòðåïòîìèöèíà è
25 ìÌ Hepes (ðÍ 7.2—7.4), îáîçíà÷àÿ óñëîâèÿìè êóëüòè-
âèðîâàíèÿ áåç ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ. Äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ
ñ ôàêòîðàìè ðîñòà ê òîé æå ñðåäå äîáàâëÿëè 100 íã/ìë
Ã-ÊÑÔ (F. Hoffmann-La Roche Ltd.) è ÈËÇ â ñîñòàâå êîí-
äèöèîíèðîâàííîé ñðåäû (10 % ïî îáúåìó) îò êëåòî÷íîé
ëèíèè U5637 (Morioka et al., 1990). Phà-êëåòêè (1.1æ106

êëåòîê â 1 ìë) èíêóáèðîâàëè â 24-ÿ÷åå÷íûõ ïëàòàõ
ïî12 ÿ÷ååê íà êàæäóþ ïðîáó â òå÷åíèå 14 ñóò ïðè 37 °Ñ â
óñëîâèÿõ àáñîëþòíîé âëàæíîñòè è 5 %-íîãî ñîäåðæàíèÿ
ÑÎ2. Ïî õîäó êóëüòèâèðîâàíèÿ â ïðîáàõ îïðåäåëÿëè ÷èñ-
ëî æèâûõ è ìåðòâûõ êëåòîê, â ïîëó÷åííûõ ìàçêàõ îïðåäå-
ëÿëè ìîðôîëîãèþ êëåòîê è èõ ñîñòàâ, èç êàæäîé ïðîáû
(106 êëåòîê) âûäåëÿëè ñóììàðíóþ ÐÍÊ (Chomczynski,
Sacchi, 1987) è ñ ïîìîùüþ RT-PCR àíàëèçèðîâàëè óðîâíè
ïÿòè ìÐÍÊ, ó÷àñòâóþùèõ â ðåãóëÿöèè àïîïòîçà.

Ê è í å ò è ÷ å ñ ê è å ê ð è â û å ð î ñ ò à è ã è á å ë è ê ë å -
ò î ê ïîëó÷àëè ñîãëàñíî èçìåíåíèÿì ïî õîäó êóëüòèâèðî-
âàíèÿ êîíöåíòðàöèè æèâûõ è ìåðòâûõ êëåòîê, êîòîðóþ
âû÷èñëÿëè ïî äîëå êëåòîê ñ ïîìîùüþ êàìåðû Ãîðÿåâà ïîñ-
ëå îáðàáîòêè 0.2%-íûì ðàñòâîðîì òðèïàíîâîãî ñèíåãî â
óñëîâèÿõ, ñîîòâåòñòâóþùèõ íîðìàì ñòàíäàðòèçàöèè ðåçóëü-
òàòîâ (Ëóãîâñêàÿ è äð., 2005), è îòíåñëè íà 106 êëåòîê.

Ê è í å ò è ÷ å ñ ê è å ê ð è â û å ä è ô ô å ð å í ö è ð î â ê è
ãðàíóëîöèòîâ è ëèìôîöèòîâ îïðåäåëÿëè ïî èçìåíåíèþ
êîíöåíòðàöèè ðàçëè÷àþùèõñÿ ïî ìîðôîëîãèè êëåòîê ïî
èõ ñîñòàâó íà ìàçêàõ, îïðåäåëÿåìûõ, êàê óêàçàíî âûøå. Â
ñîñòàâ áëàñòîâ âêëþ÷åíû ìèåëîáëàñòû è èõ íåîòëè÷èìûå
ïðåäøåñòâåííèêè, à òàêæå ïðåäøåñòâåííèêè ëèìôîöè-
òîâ. Îäíàêî êèíåòè÷åñêè èõ óäàåòñÿ õàðàêòåðèçîâàòü êàê
ðàçëè÷íûå òèïû êëåòîê.

Ê è í å ò è ê ó è ç ì å í å í è é è í ä å ê ñ à P / D ïðè êóëü-
òèâèðîâàíèè Phà-ãðàíóëîöèòîâ îïðåäåëÿëè êàê îòíîøå-
íèå êîíöåíòðàöèé ñóììû ïðîëèôåðèðóþùèõ êëåòîê (áëà-
ñòû, ïðîìèåëîöèòû è ìèåëîöèòû), Ð, ê ñóììå äèôôåðåí-
öèðóþùèõñÿ áåç äåëåíèÿ è çðåëûõ íåéòðîôèëîâ (ìåòàìè-

åëîöèòû, ïàëî÷êîÿäåðíûå è ñåãìåíòîÿäåðíûå íåéò-
ðîôèëû), D. Âñå ðåçóëüòàòû îöåíèâàëè íà 106 êëåòîê.

Ñ ó ì ì à ð í û å Ð Í Ê âûäåëÿëè ëèçèñîì êàæäîé ïðî-
áû â 106 êëåòîê ãóàíèäèíèçîöèàíàòîì ïî ìåòîäó ×îìöèí-
ñêè è Ñà÷÷è (Chomczynski, Sacchi, 1987) ñ íåáîëüøèìè
ìîäèôèêàöèÿìè. Ñóñïåíçèþ êëåòîê (106/ìë) öåíòðèôóãè-
ðîâàëè 10 ìèí ïðè 4000 îá/ìèí. Ê îñàäêó äîáàâëÿëè 0.5 ìë
ëèçèðóþùåãî áóôåðíîãî ðàñòâîðà (4 Ì ãóàíèäèíòèîöèî-
íàò, 25 ìÌ öèòðàò Na, pH 7.0, 0.5%-íûé ëàóðèëñàðêîçèë è
0.1 Ì 2-ìåðêàïòîýòàíîë), òùàòåëüíî ïåðåìåøèâàëè, èí-
êóáèðîâàëè 10 ìèí è äîáàâëÿëè 0.5 ìë òðèðåàãåíòà (10 ìë
ëèçèðóþùåãî áóôåðà, 1 ìë 2Ì àöåòàòà Na, pH 4.0 è 10 ìë
ôåíîëà, íàñûùåííîãî áóôåðíûì ðàñòâîðîì, ðÍ 4.2). Ïîñëå
äîáàâëåíèÿ 0.3 ìë õëîðîôîðìà, âñòðÿõèâàíèÿ íà âîðòåêñå
è 10 ìèí âûäåðæèâàíèÿ ñìåñü öåíòðèôóãèðîâàëè 10 ìèí
ïðè 12 000 g. ÐÍÊ èç âåðõíåé âîäíîé ôàçû îñàæäàëè ðàâíûì
îáúåìîì èçîïðîïàíîëà, âûäåðæèâàëè 1 ÷ ïðè –70 °Ñ è
öåíòðèôóãèðîâàëè 10 ìèí ïðè 12 000 g. Ïîëó÷åííûé îñà-
äîê ïðîìûâàëè 80%-íûì ýòàíîëîì è õðàíèëè ïðè –70 °Ñ.

Î á ð à á î ò ê à ï ð î á Ä Í Ê à ç î é. Èç îñàäêà êàæäîé
ïðîáû ñóììàðíîé ÐÍÊ óäàëÿëè îñòàòêè ýòàíîëà ïîäñó-
øèâàíèåì íà âîçäóõå, ðàñòâîðÿëè â 20 ìêë ñòåðèëüíîé
âîäû (îáðàáîòàííîé DEPC) è ê ðàñòâîðó äîáàâëÿëè
30 ìêë ñìåñè: áóôåðíûé ðàñòâîð äëÿ DNase I (40 ìÌ
òðèñ-HCI, pH 8.0, 10 ìÌ MgSO4 è 1 ìÌ CaCI2), RNasin
(12 óä.), RQ1 RNase-free DNase (10 åä.) è âîäà (äî 30 ìêë),
ïåðåìåøèâàëè è èíêóáèðîâàëè ïðè 37°Ñ â òå÷åíèå
30 ìèí. Ðåàêöèþ îñòàíàâëèâàëè äîáàâëåíèåì 0.2 ìë òðè-
ðåàãåíòà (óêàçàíî âûøå). Äàëåå ñóììàðíóþ ÐÍÊ, ñâîáîä-
íóþ îò ÄÍÊ, âûäåëÿëè, êàê îïèñàíî âûøå.

Î á ð à ò í à ÿ ò ð à í ñ ê ð è ï ö è ÿ. êÄÍÊ ïîëó÷àëè ïðè
îòæèãå ïðîáû ñóììàðíîé ÐÍÊ, âûäåëåííîé èç 105—106

êëåòîê, ñ 50 íã ñëó÷àéíûõ ïî ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãåêñà-
ìåðîâ â 8 ìêë âîäû ïðè 70 °Ñ â òå÷åíèå 10 ìèí, çàòåì èí-
êóáèðîâàëè 1 ÷ ïðè 37 °Ñ â îáúåìå 25 ìêë, ñîäåðæàùåì
áóôåðíûé ðàñòâîð äëÿ îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè (Promega),
ïî 2.5 ìêÌ êàæäîãî èç äÍÒÔ, 20 åä. RNasin (Promega) è
20 åä. îáðàòíîé òðàíñêðèïòàçû MuMLV (Promega). Ðàñ-
òâîð êÄÍÊ èñïîëüçîâàëè äëÿ PCR ïðè ìèíèìàëüíîì õðà-
íåíèè ïðè –70 °Ñ. R T - P C R ïðîâîäèëè äëÿ àíàëèçà

Êèíåòèêà ïðîëèôåðàöèè, äèôôåðåíöèðîâêè è òðàíñêðèïöèè ãåíîâ 891

Ò à á ë è ö à 2

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè îëèãîíóêëåîòèäíûõ ïðàéìåðîâ äëÿ PCR

ìÐÍÊ
Âíåøíèå ïðàéìåðû äëÿ PCR,

îòæèã ïðè 56 °Ñ, ïåðâûé ðàóíä
Âíóòðåííèå ïðàéìåðû

äëÿ PCR, îòæèã ïðè 60 °Ñ, âòîðîé ðàóíä
Äëèíà ôðàãìåíòà,

ï.î.

bcr/abl TGGATGAACTGGAGGCAG
CACAGGCGTGATGTAGTTG

GGAGCTGCAGATGCTGACCAAC
GCTTCACACCATTCCCCATT

378 (b3a2)

bcr TGGATGAACTGGAGGCAG

CAGTTTGGCTCAGCTGTGTCCC

GGAGCTGCAGATGCTGACCAAC

CAGTGGCTGAGTGGACGATGAC

134

mdm2 ATGTGCAATACCAACATGTC

TAGGGGAAATAAGTTAGCAC

CAAGAACTCTCAGATGAAGATG

TTGATGGCTGAGAATAGTCTTC

399

p53 TGACACGCTTCCCTGGATTG

GGAACAAGAAGTGGAGGATG

ACGTACTCCCCTGCCCTCAA

GTCTTCCAGTGTGATGATGG

404

gapdh GCTTGTCATCAATGGAAATC

CACGATACCAAAGTTGTCATG

— 314

bcl2 — GCCTGCAGCTTTGTTTCATGGTACATC

TGTGGAACTGTACGGCCCCAGCATGCG

234

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Â êà÷åñòâå âíóòðåííåãî ñòàíäàðòà ïðè RT-PCR èñïîëüçîâàíà àíàëèçèðóåìàÿ ìÐÍÊ â íóëåâîé òî÷êå,
âûäåëåííàÿ èç êëåòîê äî èõ ñèíõðîíèçàöèè óäàëåíèåì ñûâîðîòêè. ï.î. — ïàðû îñíîâàíèé. (b3a2) — òèï ìÐÍÊ bcr/abl,
îáðàçóþùåéñÿ â èññëåäóåìûõ êëåòêàõ ÏÊ ïðè ñïëàéñèíãå ïðå-ìÐÍÊ bcr/abl.



òðàíñêðèïöèè ãåíîâ bcr/abl, bcl2, mdm2, bcr, p53 è gapdn
ñî ñïåöèôè÷åñêèìè ïðàéìåðàìè äëÿ êàæäîãî ãåíà â 1 èëè
2 ðàóíäà (òàáë. 2).

P C R. Êàæäóþ PCR ïðîâîäèëè â 25 ìêë ðàñòâîðà,
ñîäåðæàùåãî áóôåð äëÿ PCR: 50 ìÌ Òðèñ-HCI, pH 8.9,
16 ìÌ (NH4)2SO4, 10 ìÌ 2-ìåðêàïòîýòàíîë, 50 ìêÌ
ÝÄÒÀ, 0.14 ìã/ìë BSA, 2—5 ìêë ðàñòâîðà êÄÍÊ, 200 ìêÌ
êàæäîãî èç äÍÒÔ, 2.5 åä. Taq polymerase (Promega) è
75 íã êàæäîãî ïðàéìåðà; ïðîâîäèëè 30 öèêëîâ. Êàæäûé
öèêë PCR ñîñòîÿë èç 1 ìèí äåíàòóðàöèè ïðè 94 °Ñ, 1 ìèí
îòæèãà ïðè 56°Ñ äëÿ 1-ãî ðàóíäà è ïðè 60 °C äëÿ 2-ãî,
3 ìèí ñèíòåçà ïðè 72 °Ñ. Îòæèã ïðîá êÄÍÊ äëÿ bcr, p53,
mdm2 è bcr/abl ïðîâîäèëè ïðè 56 °Ñ äëÿ âíåøíèõ ïðàéìå-
ðîâ è ïðè 60 °Ñ äëÿ âíóòðåííèõ (òàáë. 2). Â êà÷åñòâå âíóò-
ðåííåãî ñòàíäàðòà èñïîëüçîâàëè ìÐÍÊ, ñîîòâåòñòâóþ-
ùóþ àíàëèçèðóåìîé äî ñèíõðîíèçàöèè êëåòîê óäàëåíèåì
ñûâîðîòêè ÝÒÑ íà 2 ÷ (ïðîáà ìÐÍÊ â íóëåâîé òî÷êå), òàê
êàê îáû÷íî ïðèìåíÿåìûé â êà÷åñòâå âíåøíåãî ñòàíäàðòà
óðîâåíü ìÐÍÊ gapdh â ãåìîïîýòè÷åñêèõ êëåòêàõ èçìåíÿ-
åòñÿ (Bustin, 2000).

Ïðîäóêòû ÏÖÐ àíàëèçèðîâàëè ýëåêòðîôîðåçîì â
6%-íîì ÏÀÀÃ, ãåëè îêðàøèâàëè ýòèäèóì áðîìèäîì
(1 ìêã/ìë) è èäåíòèôèöèðîâàëè ïðè ýëåêòðîôîðåçå ïî
äëèíàì ôðàãìåíòîâ (àìïëèôèêàòîâ) PCR (òàáë. 2). Èí-
òåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè (Jt) ïîëîñ àìïëèôèêàòîâ
PCR îïðåäåëÿëè êîìïüþòåðíîé äåíñèòîìåòðèåé ñ ïîìî-
ùüþ ïðîãðàììû Scion Image, ó÷èòûâàÿ ýêâèâàëåíòíûå
îáúåìû, âçÿòûå íà RT-PCR è íà ýëåêòðîôîðåç.

Îòíîñèòåëüíûé óðîâåíü ìÐÍÊ îöåíèâàëè ïî Jt ïîëîñ
ñîòâåòñòâóþùèõ ôðàãìåíòîâ/àìïëèôèêàòîâ êÄÍÊ, ïîëó-
÷åííûõ íà ýëåêòðîôîðåãðàììàõ ïîñëå RT-PCR, ïî îòíî-
øåíèþ ê èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè â íóëåâîé òî÷êå
J0 (Jt/J0, %), ïðèíèìàÿ çà âíóòðåííèé PCR-ñòàíäàðò àìï-
ëèôèêàò, ñîîòâåòñòâóþùèé èññëåäóåìîé êÄÍÊ/ìÐÍÊ â
íà÷àëüíûé ìîìåíò êóëüòèâèðîâàíèÿ. Òàêîé ñòàíäàðò ïîë-
íîñòüþ óñòðàíÿåò ðàçëè÷èÿ â îáðàçîâàíèè êÄÍÊ íà ñëó-
÷àéíûõ ãåêñàìåðàõ è ñëó÷àéíûõ êîëåáàíèé â êîëè÷åñòâå
âûäåëÿåìûõ äâóõ ðàçíûõ ìÐÍÊ, ïðèìåíÿåìûõ â êà÷åñòâå
ñòàíäàðòîâ, èç-çà ýôôåêòîâ ïðîñòðàíñòâåííîé ñòðóêòóðû
ðàçíûõ àìïëèôèöèðóåìûõ ó÷àñòêîâ îäíîé è òîé æå àíà-
ëèçèðóåïìîé ìÐÍÊ. Jt/J0 ïîëó÷àëè â ñòðîãî îäèíàêîâûõ
óñëîâèÿõ, îáúåìàõ, ðàçáàâëåíèÿõ, êîëè÷åñòâå öèêëîâ
PCR. J0 îïðåäåëÿëè íà ëèíåéíîì ó÷àñòêå åå çàâèñèìîñòè
îò êîëè÷åñòâà àìïëèôèêàòîâ, íàíîñèìûõ íà ãåëü, äëÿ
÷åãî äëÿ êàæäîé ìÐÍÊ ñòðîèëè êàëèáðîâî÷íûå êðèâûå
èç 3—4 ïðîá â 2, 4, 6 è 8 ìêë PCR ñìåñè â íà÷àëüíîé òî÷-
êå. Â êà÷åñòâå âíóòðåííåãî ñòàíäàðòà èñïîëüçîâàëè àíà-
ëèçèðóåìóþ ìÐÍÊ â íóëåâîé òî÷êå, âûäåëåííóþ èç êëå-
òîê äî èõ ñèíõðîíèçàöèè óäàëåíèåì ñûâîðîòêè íà 2 ÷.
Ïðè ïîëó÷åíèè êàëèáðîâî÷íûõ êðèâûõ èçìåðåíèÿ ïîâòî-
ðÿëè 3—4 ðàçà, îñòàëüíûå — 2 ðàçà.

Ê è í å ò è ÷ å ñ ê è å ê ð è â û å è ç ì å í å í è ÿ ó ð î â -
í å é ì Ð Í Ê ïðè êóëüòèâèðîâàíèè îöåíèâàëè ïî èçìåíå-
íèþ ôëóîðåñöåíöèè Jt è ïî îòíîñèòåëüíûì âåëè÷èíàì
Jt/J0 (â %) ïîëîñ RT-PCR-àìïëèôèêàòîâ ïîñëå èõ ðàçäåëå-
íèÿ â ýëåêòðîôîðåçå è îïðåäåëåíèÿ èíòåíñèâíîñòè ôëóî-
ðåñöåíöèè ïîëîñ àìïëèôèêàòîâ, êàê óêàçàíî âûøå. Çíà-
÷åíèÿ Jt/Jt0 (â %) ðàññìàòðèâàëè êàê ìåðó èçìåíåíèÿ îò-
íîñèòåëüíûõ óðîâíåé ìÐÍÊ.

Ðåçóëüòàòû

Êèíåòèêó êëåòî÷íîé ïðîëèôåðàöèè è äèôôåðåíöè-
ðîâêè èçó÷àëè ïðè 14-ñóòî÷íîì êóëüòèâèðîâàíèè Phà-ìî-
íîíóêëåàðîâ, âûäåëåííûõ èç ÏÊ áîëüíîãî â õðîíè÷åñêîé

ôàçå ÕÌË äî ëå÷åíèÿ. Èññëåäóåìûå ìîíîíóêëåàðû ñî-
äåðæàëè ìÐÍÊ b3a2 bcr/abl, óðîâåíü êîòîðîé èçìåíÿëñÿ
ïî õîäó êóëüòèâèðîâàíèÿ. Èñõîäíûå ìîíîíóêëåàðû áûëè
ïðåäñòàâëåíû êëåòêàìè-ïðåäøåñòâåííèêàìè, ìèåëîèäíû-
ìè è ëèìôîèäíûìè êëåòêàìè, ñðåäè êîòîðûõ, êðîìå òîãî,
ïðèñóòñòâîâàëè êëåòêè ãðàíóëîöèòàðíîãî, ìîíîöèòàðíî-
ãî è ëèìôîèäíîãî ðîñòêîâ êðîâåòâîðåíèèÿ, â òîì ÷èñëå
ñîçðåâàþùèå êëåòêè (òàáë. 1), ÷òî õîðîøî èçâåñòíî äëÿ
êëåòîê îò áîëüíûõ ÕÌË.

Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè Phà-ìîíîíóêëåàðîâ àíàëèçèðî-
âàëè êèíåòèêó ðîñòà è ãèáåëè êëåòîê, èçìåíåíèÿ ìîðôî-
ëîãè÷åñêîãî ñîñòàâà êëåòîê è óðîâíåé ìÐÍÊ ãåíîâ, ðåãó-
ëèðóþùèõ àïîïòîç (bcr/abl, bcl2, mdm2 è p53), ñ äîáàâëå-
íèåì èëè áåç äîáàâëåíèÿ ôàêòîðîâ ðîñòà êðîâåòâîðíûõ
êëåòîê ÈËÇ è Ã-ÊÑÔ. Àêòèâèðóþùåå âíèìàíèå óêàçàí-
íûõ ôàêòîðîâ íà êðîâåòâîðåíèå èçâåñòíî (Íàòàí, Çèôô,
1994; Âëàäèìèðñêàÿ, Ðóìÿíöåâ, 2000; Ðîçìàðèí, Øóëü-
ìàí, 2000; ×åðòêîâ, Äðèçå, 2001; Âîðîáüåâ, 2002). Íà
ðèñ. 1 âèäíî, ÷òî êîíöåíòðàöèîííàÿ êðèâàÿ ñóììàðíîãî
ðîñòà Phà-ìîíîíóêëåàðîâ ñîîòâåòñòâóåò êèíåòèêå àêòèâ-
íîãî íàêîïëåíèÿ è ðàñõîäîâàíèÿ äèôôåðåíöèðóþùèõñÿ
êëåòîê ìèåëîèäíîãî ðîñòêà êðîâåòâîðåíèÿ. Ïîñëåäíèå ñî-
ñòàâëÿþò íå ìåíåå ¾ îáùåãî êîëè÷åñòâà êëåòîê è íà
90—95 % ïðåäñòàâëåíû ãðàíóëîöèòàòàìè, ÷òî ñîãëàñóåò-
ñÿ ñ õàðàêòåðîì ìèåëîïîýçà ïðè ÕÌË (Êîòåëüíèêîâ è äð.,
1982; Êîçèíåö, Êîòåëüíèêîâ, 1983; Bedi et. al., 1994, 1995;
Melo, 1996; Ðîçìàðèí, Øóëüìàí, 2000; Era, Witte, 2000;
×åðòêîâ, Äðèçå, 2001; Âîðîáüåâ, 2002).

Êîíöåíòðàöèÿ Phà-ãðàíóëîöèòîâ âîçðàñòàåò ê 7-ì ñóò
êóëüòèâèðîâàíèÿ â 3—5 ðàç. Ê 10-ì ñóò îíà ïàäàåò â òàêîé
æå ñòåïåíè çà ñ÷åò àêòèâíîé ãèáåëè — î÷åâèäíî, àïîïòî-
çà çðåëûõ êëåòîê (Ãåðàñèìîâà, 2002). Êîíöåíòðàöèÿ êëå-
òîê â êóëüòóðå äîñòèãàåò ìàêñèìàëüíîãî çíà÷åíèÿ çà 7 ñóò
êóëüòèâèðîâàíèÿ â îñíîâíîì çà ñ÷åò íàêîïëåíèÿ ìèåëî-
öèòîâ è ìåòàìèåëîöèòîâ, äîñòèãàþùèõ ê ýòîìó âðåìåíè
ìàêñèìóìà. Ïðè äàëüíåéøåì êóëüòèâèðîâàíèè êîíöåíò-
ðàöèÿ êëåòîê ìèåëîèäíîãî ðÿäà ñóùåñòâåííî óìåíüøàåò-
ñÿ, î÷åâèäíî â ðåçóëüòàòå äèôôåðåíöèðîâêè è óâåëè÷åíèÿ
ãèáåëè ñîçðåâàþùèõ ãðàíóëîöèòîâ. Â èòîãå êîíöåíòðà-
öèÿ âñåõ æèâûõ ìîíîíóêëåàðîâ è êëåòîê ìèåëîèäíîãî
ðÿäà ïàäàåò ÷åðåç 10—14 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ â 2—5 ðàç
(â îòñóòñòâèå ôàêòîðîâ ðîñòà), à ïîñëå 10 ñóò åå ïàäåíèå
òîðìîçèòñÿ èëè êîíöåíòðàöèÿ êëåòîê äàæå óâåëè÷èâàåò-
ñÿ, õîòÿ ïðè ýòîì çàìåòíî óâåëè÷èâàåòñÿ ãèáåëü êëåòîê
(ðèñ. 1, 2). Â ïðèñóòñòâèè ôàêòîðîâ ðîñòà ìàêñèìàëüíàÿ
êîíöåíòðàöèÿ ãðàíóëîöèòîâ ïàäàåò íà ïîðÿäîê.

Íà ðèñ. 1 âèäíû òàêæå íàêîïëåíèå è ðàñõîäîâàíèå
ëèìôîöèòîâ, ïðåäñòàâëåííûõ â Phà-ìîíîíóêëåàðàõ ÏÊ, ñ
ìàêñèìóìîì â 1-å è íà 3-è ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ (ñîîòâåò-
ñòâåííî â ïðèñóòñòâèè äîïîëíèòåëüíûõ ôàêòîðîâ è áåç
íèõ). Ýòî óêàçûâàåò íà îæèäàåìóþ ãåòåðîãåííîñòü ôðàê-
öèè ëèìôîöèòîâ, â êîòîðîé áëàñòû — êëåòêè-ïðåäøåñò-
âåííèêè — ìîðôîëîãè÷åñêè íåðàçëè÷èìû (Ëóãîâñêàÿ è
äð., 2005). Íàáëþäàåìàÿ êðèâàÿ íàêîïëåíèÿ è ðàñõîäîâà-
íèÿ ëèìôîöèòîâ (ðèñ. 1), âïîëíå î÷åâèäíî, îïðåäåëÿåòñÿ
äèôôåðåíöèðîâêîé ëèìôîöèòîâ ñ ó÷àñòèåì áëàñòîâ íà
ðàííåì ýòàïå êóëüòèâèðîâàíèÿ.

Äîáàâëåíèå öèòîêèíîâ ÈËÇ è Ã-ÊÑÔ ìàëî âëèÿåò íà
õàðàêòåð êèíåòè÷åñêîé êðèâîé ñêîðîñòè íàêîïëåíèÿ è
ðàñõîäîâàíèÿ ìîíîíóêëåàðîâ. Îäíàêî êðèâûå ìèåëîèä-
íûõ êëåòîê, ãðàíóëîöèòîâ, ëèìôîöèòîâ è ïîãèáàþùèõ
êëåòîê ñâèäåòåëüñòâóþò î ïîíèæåíèè êîíöåíòðàöèè ñî-
îòâåòñòâóþùèõ êëåòîê ïîä äåéñòâèåì öèòîêèíîâ, ñäâèãå
ìàêñèìóìà êðèâûõ íàêîïëåíèÿ ëèìôîöèòîâ â íà÷àëå êóëü-
òèâèðîâàíèÿ (ñ 3-õ íà 1-å ñóò) è ïîíèæåíèÿ êîíöåíòðàöèè

892 Ò. Â. Àõëûíèíà, Ë. Ï. Ãåðàñèìîâà è äð.



âñåõ êëåòîê â êîíöå êóëüòèâèðîâàíèÿ (10—14-å ñóò). Ðàç-
ëè÷èÿ â ñêîðîñòè ãèáåëè êëåòîê ïðè ýòîì çàìåòíû òîëüêî
íà 14-å ñóò — êîíöåíòðàöèÿ ïîãèáøèõ êëåòîê âûøå â îò-
ñóòñòâèå ôàêòîðîâ. Îäíèì èç îáúÿñíåíèé ïîíèæåíèÿ êîí-
öåíòðàöèè êëåòîê ñëóæèò óñêîðåíèå ðàñõîäîâàíèÿ êëå-
òîê.

Ðèñ. 1 è 2 ïîêàçûâàþò, ÷òî êîëè÷åñòâî ïîãèáàþùèõ
êëåòîê ðàñòåò â çàâèñèìîñòè îò îáðàçóþùèõñÿ ïî õîäó êóëü-
òèâèðîâàíèÿ êëåòîê: ìàêñèìóì â 1-å è íà 7-å ñóò è àêòèâ-
íàÿ ãèáåëü äàëåå. Ïðè ýòîì âèäíà çàâèñèìîñòü ãèáåëè îò
ôàêòîðîâ: äî 7 ñóò êëåòêè ãèáíóò àêòèâíåå â îòñóòñòâèå
ôàêòîðîâ, à ïîçæå, íàîáîðîò, ôàêòîðû çàìåòíî àêòèâèðó-
þò ãèáåëü êëåòîê. Îòìåòèì, ÷òî ãèáåëü Phà-êëåòîê ÏÊ â
äàííûõ óñëîâèÿõ ïðîòåêàåò ïî ìåõàíèçìó ð53-çàâèñèìîãî
àïîïòîçà (Ãåðàñèìîâà è äð., 2002). Ïîñëåäíèé áûë èíäåí-
òèôèöèðîâàí ïî îëèãîíóêëåîñîìíîé ôðàãìåíòàöèè ÄÍÊ
ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê â àíàëîãè÷íûõ óñëîâèÿõ è
ïîçæå ïîäòâåðæäåí öèòîôëîóðèìåðè÷åñêèì îïðåäåëåíè-
åì äîëè êëåòîê ñ ãèïîäèïëîèäíûì ñîäåðæàíèåì ÄÍÊ ñ
ïîìîùüþ ïðîïèäèé èîäèäà.

Íà ðèñ. 3 ïðèâåäåíû êèíåòè÷åñêèå êðèâûå ïðîëèôå-
ðàöèè è äèôôåðåíöèðîâêè è âëèÿíèÿ íà ýòè ïðîöåññû
ôàêòîðîâ ðîñòà. Ïîñëåäîâàòåëüíî ïðîëèôåðèðóþò è äèô-
ôåðåíöèðóþòñÿ Phà-ãðàíóëîöèòû ñ îáðàçîâàíèåì áëàñ-
òîâ, ïðîìèåëîöèòîâ ñ ìàêñèìóìîì íà 1-å ñóò è ìèåëîöè-
òîâ ñ ìàêñèìóìîì íà 7-å ñóò è äàëåå ìåòàìèåëîöèòîâ

è çðåëûõ íåéòðîôèëîâ. Ìàêñèìàëüíóþ êîíöåíòðàöèþ
Phà-êëåòîê äàííîãî áîëüíîãî îïðåäåëÿåò ñîîòíîøåíèå

Êèíåòèêà ïðîëèôåðàöèè, äèôôåðåíöèðîâêè è òðàíñêðèïöèè ãåíîâ 893

Ðèñ. 1. Êèíåòè÷åñêèå êðèâûå ðîñòà è ãèáåëè Phà-ìîíîíóêëåàðîâ, ìèåëîèäíûõ êëåòîê, ãðàíóëîöèòîâ è ëèìôîöèòîâ ïðè êóëüòèâè-
ðîâàíèè Phà-ìîíîíóêëåàðîâ èç ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè (ÏÊ) áîëüíîãî â õðîíè÷åñêîé ôàçå (ÕÔ) XMJI áåç ôàêòîðîâ ðîñòà (à) è â

ïðèñóòñòâèè ôàêòîðîâ ðîñòà (á).

à — àëüôà-ÌÅÌ-ñðåäà à 20% ÝÁÑ; á — òî æå ñ ôàêòîðàìè ðîñòà (ÈË3 â âèäå 10% ïî îáúåìó êîíäèöèîíèðîâàííîé ñðåäû; Morioka et al., 1990) è
100 íã/ìë Ã-ÊÑÔ.

Ðèñ. 2. Ãèáåëü Phà-êëåòîê â ñóñïåíçèîííîé êóëüòóðå ïðè êóëü-
òèâèðîâàíèè Phà-ìîíîíóêëåàðîâ â îòñóòñòâèå è â ïðèñóòñòâèè

ôàêòîðîâ ðîñòà.

Áåç ôàêòîðîâ ðîñòà: àëüôà-ÌÅÌ-ñðåäà à 20% ÝÁÑ; ñ ôàêòîðàìè ðîñòà:
àëüôà-ÌÅÌ-ñðåäà à 20% ÝÁÑ à ÈË3 â âèäå 10% ïî îáúåìó êîíäèöèîíè-

ðîâàííîé ñðåäû.



ñêîðîñòè íàêîïëåíèÿ è ðàñõîäîâàíèÿ ìèåëîöèòîâ. Ïðè
ýòîì ÷åòêî ïðîñëåæèâàþòñÿ ìåõàíèçì ãðàíóëîöèòîïîýçà
è âëèÿíèå íà íåãî äîáàâëåíèÿ ôàêòîðîâ ðîñòà. Âèäíî, ÷òî
ôàêòîðû óñêîðÿþò äèôôåðåíöèðîâêó, îñîáåííî ñîçðåâà-
þùèõ êëåòîê, è êàê ñëåäñòâèå óñèëèâàþò ãèáåëü çðåëûõ
êëåòîê. Îñíîâíóþ ìàññó êëåòîê ñîñòàâëÿþò ìèåëîöèòû.
×åðåç 10 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ êîíöåíòðàöèÿ ìèåëîöèòîâ
ðåçêî ïàäàåò è äàëåå ê 14-ì ñóò óìåíüøàåòñÿ â ïðèñóòñò-
âèè äîïîëíèòåëüíûõ ôàêòîðîâ íà ïîðÿäîê, à áåç íèõ îíà
ìàëî ìåíÿåòñÿ èëè íåñêîëüêî âîçðàñòàåò. Ýòî óêàçûâàåò
íà òîðìîæåíèå äèôôåðåíöèðîâêè ãèáåëè êëåòîê ïðè íå-
äîñòàòêå ôàêòîðîâ è íà ïîâûøåííóþ ñêîðîñòü ñîçðåâàíèÿ
íåéòðîôèëîâ, îáðàçîâàíèÿ çðåëûõ êëåòîê è èõ ãèáåëè â
ïðèñóòñòâèè ôàêòîðîâ ðîñòà.

Èç ñîâîêóïíîñòè äàííûõ, ïðåäñòàâëåííûõ íà ðèñ. 1—3,
âèäíî, ÷òî â òå÷åíèå 14 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ çàâèñèìîñòü
ïðåâðàùåíèé D-Phà-êëåòîê îò ôàêòîðîâ ðîñòà íåñêîëüêî
ìåíÿåòñÿ; áåç äîïîëíèòåëüíûõ ôàêòîðîâ ðîñòà êëåòêè íà-
êàïëèâàþòñÿ â áîëüøåé êîíöåíòðàöèè è ìåäëåííåå äèô-
ôåðåíöèðóþòñÿ. Ïðè ýòîì áåç ôàêòîðîâ ðîñòà â áîëüøåé
ñòåïåíè è áûñòðåå íàêàïëèâàþòñÿ áëàñòû, ïðîìèåëîöèòû,
ìèåëîöèòû è ìåòàìèåëîöèòû (ðèñ. 3). Çàìåòíî ìåäëåííåå
âûõîäÿò â àïîïòîç è çðåëûå êëåòêè (ðèñ. 1—3). Ïîñêîëüêó
ïðè äèôôåðåíöèðîâêå âñå êëåòêè ïîñëåäîâàòåëüíî ïðîõî-
äÿò âñå ñòàäèè, ðàçëè÷èÿ â èõ íàêîïëåíèè è ðàñõîäîâàíèè

ïðè îäíîé è òîé æå èñõîäíîé êîíöåíòðàöèè ñâÿçàíû â
îñíîâíîì ñ ðàçíûìè ñîîòíîøåíèÿìè ñêîðîñòåé ýòèõ ïðî-
öåññîâ â ïðèñóòñòâèè ôàêòîðîâ ðîñòà. Òàê, çà áûñòðîé
äèôôåðåíöèðîâêîé áëàñòîâ ñ èõ ïîñëåäóþùèì ìåäëåí-
íûì ðàñõîäîâàíèåì íà ïðåâðàùåíèå â ïðîäóêò ñëåäóþ-
ùåãî ýòàïà äèôôåðåíöèðîâêè ñëåäóþò áûñòðîå íàêîïëå-
íèå è ðàñõîäîâàíèå ïðîìèåëîöèòîâ, ñðàâíèòåëüíî äëèòå-
ëüíîå íàêîïëåíèå ìèåëîöèòîâ è èõ âåñüìà ìåäëåííîå
ïðåâðàùåíèå â ìåòàìèåëîöèòû. Ïðè ýòîì íàáëþäàåòñÿ
áîëåå áûñòðîå ðàñõîäîâàíèå ïîñëåäíèõ íà ñëåäóþùóþ
ñòàäèþ ñîçðåâàíèÿ è ãèáåëü êëåòîê (ðèñ. 3), îñîáåííî â
ïðèñóòñòâèè ôàêòîðîâ ðîñòà. Ââåäåíèå äîïîëíèòåëüíûõ
ôàêòîðîâ ðîñòà äåìîíñòðèðóåò óìåíüøåíèå êîíöåíòðà-
öèè âñåõ äèôôåðåíöèðóþùèõñÿ êëåòîê, ñêîðåå âñåãî áëà-
ãîäàðÿ óñêîðåíèþ ðàñõîäîâàíèÿ êëåòîê, ò. å. â ðåçóëüòàòå
óâåëè÷åíèÿ ñêîðîñòè êàæäîé ïîñëåäóþùåé ñòàäèè äèô-
ôåðåíöèðîâêè, ÷òî â èòîãå óñêîðÿåò îáðàçîâàíèå çðåëûõ
ãðàíóëîöèòîâ è èõ ãèáåëü (ðèñ. 2, á). Ðàíåå ïîêàçàíî, ÷òî
â äàííûõ óñëîâèÿõ Phà-êëåòêè ÏÊ ãèáíóò ïî ìåõàíèçìó
ð53-çàâèñèìîãî àïîïòîçà (Ãåðàñèìîâà è äð., 2002).

Íà ðèñ. 3, à, á âèäíû ðàçëè÷èÿ â äåéñòâèè ôàêòîðîâ
ðîñòà íà êëåòêè, ðàçëè÷àþùèåñÿ ïî ñòàäèÿì äèôôåðåí-
öèðîâêè. Òàê, áëàñòû íàêàïëèâàþòñÿ è ðàñõîäóþòñÿ â
ñðåäå ñ ôàêòîðàìè áûñòðåå (ìàêñèìóì â 1-å ñóò, ðèñ. 3, á),
÷åì áåç ôàêòîðîâ (ìàêñèìóì íà 3-è ñóò; ðèñ. 3, à). Ìèåëî-
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Ðèñ. 3. Êèíåòè÷åñêèå êðèâûå äèôôåðåíöèðîâêè Phà-ãðàíóëîöèòîâ ïðè êóëüòèâèðîâàíèè Phà-ìîíîíóêëåàðîâ áåç ôàêòîðîâ ðîñòà
(à) è â ïðèñóòñòâèè ôàêòîðîâ ðîñòà (á) (íàêîïëåíèÿ è ðàñõîäîâàíèÿ Phà-ãðàíóëîöèòîâ ïî äàííûì àíàëèçà ìîðôîëîãèè êëåòîê).

Çíà÷åíèÿ à è á òå æå, ÷òî è â ïîäïèñè ê ðèñ. 1.



öèòû è èõ ïîòîìêè (â ïðèñóòñòâèè ôàêòîðîâ ðîñòà è áåç
íèõ) äèôôåðåíöèðóþòñÿ, íàêàïëèâàÿñü è ðàñõîäóÿñü âñå
âðåìÿ ñ 1-õ ïî 10-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ, ìàêñèìàëüíîé
êîíöåíòðàöèè ìèåëîöèòû äîñòèãàþò ê 7-ì ñóò (ðèñ. 3).
Ýòî óêàçûâàåò íà âûñîêóþ ñêîðîñòü îáðàçîâàíèÿ ìèåëî-
öèòîâ è âåñüìà íèçêóþ ñêîðîñòü èõ ïðåâðàùåíèÿ â ìåòà-
ìèåëîöèòû, ëèìèòèðóþùóþ ïðîöåññ äèôôåðåíöèðîâêè.
Òåì âðåìåíåì ïðîìèåëîöèòû â ïðèñóòñòâèè ôàêòîðîâ
ïðàêòè÷åñêè íå íàêàïëèâàþòñÿ, ÷òî îçíà÷àåò áîëåå âûñî-
êóþ ñêîðîñòü èõ äèôôåðåíöèðîâêè â ìèåëîöèòû ïî ñðàâ-
íåíèþ ñî ñêîðîñòüþ èõ îáðàçîâàíèÿ èç ìèåëîáëàñòîâ.

Íàáëþäàåìîå âëèÿíèå ôàêòîðîâ ðîñòà íà ãèáåëü êëå-
òîê (ðèñ. 1—3) âûÿâëÿåò ãèáåëü îêîëî 10 % êëåòîê ïðè
ìàêñèìàëüíîì íàêîïëåíèè áëàñòîâ ÷åðåç 1—3 ñóò è ãè-
áåëü 12 % êëåòîê ïðè ìàêñèìàëüíîì íàêîïëåíèè ìèåëî-
öèòîâ íà 7-å ñóò. Â ñòàäèè íàêîïëåíèÿ çðåëûõ êëåòîê (îò
10 äî 14 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ) äîëÿ ãèáíóùèõ êëåòîê äî-
ñòèãàåò 30—70 % ò. å. íàáëþäàåòñÿ çíà÷èòåëüíàÿ àêòèâà-
öèÿ ãèáåëè ôàêòîðàìè ðîñòà. Äðóãèå ìèåëîèäíûå êëåò-
êè — ìîíîöèòû è ìàêðîôàãè, îáðàçóþùèåñÿ â íåçíà÷èòåëü-
íûõ êîëè÷åñòâàõ, — òàêæå àêòèâèðóþòñÿ ôàêòîðàìè ðîñ-
òà ñ ìàêñèìóìîì íàêîïëåíèÿ íà 3-è è 10-å ñóò (ðåçóëüòà-
òû íå ïðèâåäåíû).

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîêàçûâàþò, ÷òî â êóëüòóðå
Phà-ìîíîíóêëåàðû èç ÏÊ ïðè ÕÌË ïðîëèôåðèðóþò è
äèôôåðåíöèðóþòñÿ â ñîîòâåòñòâèè ñî ñõåìîé ìèåëîïîýçà
è ãðàíóëîöèòîïîýçà ïðè ÕÌË in vivo (Êîòåëüíèêîâ è äð.,

1982; Êîçèíåö, Êîòåëüíèêîâ, 1983; Melo, 1996; Ðîçìàðèí,
Øóëüìàí, 2000; ×åðòêîâ, Äðèçå, 2001; Âîðîáüåâ, 2002).

Ïðè ãåìîïîýçå ñîîòíîøåíèå êîëè÷åñòâà êëåòîê ïðî-
ëèôåðèðóþùèõ (íåçðåëûõ êëîíèðóþùèõñÿ è äèôôåðåí-
öèðóþùèõñÿ ñ äåëåíèåì) ê óñëîâíî çðåëûì (äèôôåðåíöè-
ðóþùèìñÿ è ñîçðåâàþùèì áåç äåëåíèÿ) îïðåäåëÿþò êàê
èíäåêñ ñîçðåâàíèÿ (Âîðîáüåâ, 2002). Íà ðèñ. 4 ïðèâåäåíû
êèíåòè÷åñêèå êðèâûå íàêîïëåíèÿ è ðàñõîäîâàíèÿ íåçðå-
ëûõ äåëÿùèõñÿ Phà-ãðàíóëîöèòîâ (áëàñòîâ, ïðîìèåëîöè-
òîâ è ìèåëîöèòîâ), Ð, ê ñîçðåâàþùèì áåç äåëåíèÿ ìåòà-
ìèåëîöèòàì è çðåëûì ïàëî÷êîÿäåðíûì è ñåãìåíòîÿäåð-
íûì íåéòðîôèëàì, D, à òàêæå èçìåíåíèÿ èõ îòíîøåíèÿ,
P/D, ïðè êóëüòèâèðîâàíèè Phà-êëåòîê. Âèäíî, ÷òî çà 1-å
ñóò èíäåêñ P/D ðàñòåò, çàòåì ïàäàåò — ñíà÷àëà ðåçêî, çà-
òåì ìåäëåííåå. Ïðè ýòîì ïèê ìàêñèìàëüíûõ çíà÷åíèé èí-
äåêñà ñîâïàäàåò ñ ïèêîì äèôôåðåíöèðîâêè áëàñòîâ è ïðî-
ìèåëîöèòîâ, à óìåíüøåíèå P/D íà 3-è è 7-å ñóò ñîîòâåòñò-
âóåò ìàêñèìóìó íàêîïëåíèÿ ìèåëîöèòîâ (ðèñ. 3). Âèäíî
(ðèñ. 4), ÷òî ïèê P/D ñîîòâåòñòâóåò àêòèâíîé ïðîëèôåðà-
öèè êëåòîê â íà÷àëå êóëüòèâèðîâàíèÿ, êîòîðàÿ âêëþ÷àåò â
ñåáÿ íàêîïëåíèå êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ ìèåëîöèòîâ
(áëàñòîâ è ïðîìèåëîöèòîâ), áûñòðî çàâåðøàþùååñÿ ÷åðåç
3—4 ñóò. Ïðè ýòîì ïèê àêòèâíîé äèôôåðåíöèðîâêè ëèì-
ôîáëàñòîâ ñîâïàäàåò ñ ïèêîì P/D äëÿ ãðàíóëîöèòîâ
(ðèñ. 1). Êðîìå òîãî, ìàêñèìóìû íàáëþäàåìîãî íåçíà-
÷èòåëüíîãî ïî âåëè÷èíå íàêîïëåíèÿ ìîíîöèòîâ è ìàêðî-
ôàãîâ â ïðèñóòñòâèè ôàêòîðîâ òàêæå ñìåùàþòñÿ îò 1-õ ê
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Ðèñ. 4. Êèíåòèêà èçìåíåíèÿ èíäåêñà Ð/D ïðè êóëüòèâèðîâàíèè Phà-ìîíîíóêëåàðîâ áåç ôàêòîðîâ ðîñòà (à) è â ïðèñóòñòâèè ôàêòî-
ðîâ ðîñòà (á).

Âòîðàÿ îðäèíàòà Ð/D âûðàæàåò îòíîøåíèå ïðîëèôåðèðóþùèõ è äèôôåðåíöèðóþùèõñÿ â ïðîöåññå äåëåíèÿ ãðàíóëîöèëîâ (íåçðåëûõ, Ð) ê ãðàíóëîöè-
òàì, äèôôåðåíöèðóþùèìñÿ áåç äåëåíèÿ (ñîçðåâàþùèì è çðåëûì íåéòðîôèëàì, D). Çíà÷åíèÿ à è á òå æå, ÷òî è â ïîäïèñè ê ðèñ. 1.



3-ì ñóò (ðåçóëüòàò íå ïîêàçàí). Òàêèì îáðàçîì, ïàäåíèå
P/D õàðàêòåðèçóåò ñìåíó ïðåèìóùåñòâà ïðîëèôåðàöèè íà
ïðåèìóùåñòâî äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê ñ óìåíüøåíèåì
÷èñëà äåëåíèé.

Îòìåòèì, ÷òî P/D ðàñòåò ïðè êóëüòèâèðîâàíèè îò 10
äî 14 ñóò â ñðåäå ñ ôàêòîðàìè ðîñòà ïîñëå ïðåäûäóùåãî
ïàäåíèÿ, óêàçûâàÿ íà íîâóþ àêòèâàöèþ ïðîëèôåðàöèè
(ðèñ. 4, á), êîòîðàÿ íàáëþäàåòñÿ ïðè ðåçêîì ïàäåíèè êîí-
öåíòðàöèè êëåòîê íà ïîðÿäîê â òîì æå èíòåðâàëå âðå-
ìåíè êóëüòèâèðîâàíèÿ (ðèñ. 3). Èçìåíåíèÿ P/D (ðèñ. 4) âî
âðåìåíè ïîêàçûâàþò, ÷òî ñîîòíîøåíèå ÷èñëà äèôôåðåí-
öèðóþùèõñÿ êëåòîê ñ äåëåíèåì ê êëåòêàì, äèôôåðåíöè-
ðóþùèìñÿ áåç äåëåíèÿ ïðè 0, 3 è 7, 10 è 14 ñóò êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ, ñîñòàâëÿåò 6:15:5:4:2:1 áåç ôàêòîðîâ è 6:13:4:4:2:3
ñ ôàêòîðàìè ñîîòâåòñòâåííî. Ýòî ñîãëàñóåòñÿ ñ èçâåñòíîé
ñïîñîáíîñòüþ êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ îäíîâðåìåííî ê
êëîíèðîâàíèþ è äèôôåðåíöèðîâêå (Êîòåëüíèêîâ è äð.,
1982; Êîçèíåö, Êîòåëüíèêîâ, 1983; ×åðòêîâ, Äðèçå, 2001;
Holyoake et al., 2001, 2002; Passegué et al., 2003; Guzman,
Jordan, 2004; Jamieson et al., 2004). Òàê, ïåðåõîäó îò ìèå-
ëîöèòîâ ê ìåòàìèåëîöèòàì íà 7—10-å ñóò êóëüòèâèðîâà-
íèÿ íà ðèñ. 4 ñîîòâåòñòâóåò èçìåíåíèå P/D íà 2 àêòà äåëå-
íèÿ, ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ ïåðâûì äåëåíèåì — ïðåâðàùåíè-

åì â ìåòàìèåëîöèò (Êîòåëüíèêîâ è äð., 1982; Êîçèíåö,
Êîòåëüíèêîâ, 1983).

Íà ðèñ. 5 ïðåäñòàâëåíû êèíåòè÷åñêèå êðèâûå èçìåíå-
íèÿ ôëóîðåñöåíöèè Jt ïîëîñ àìïëèôèêàòîâ êÄÍÊ è èõ îò-
íîñèòåëüíûõ çíà÷åíèé (Jt/J0) äëÿ ìÐÍÊ bcr/abl, bcl2,
mdm2, p53, bcr è gapadh ïîñëå ýëåêòðîôîðåçà, ïîëó÷åí-
íûõ ïðè RT-PCR ñóììàðíîé ÐÍÊ Phà-ìîíîíóêëåàðîâ èç
ïðîá êëåòîê, îòáèðàåìûõ â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ.
Ãåíû bcr/abl, bcl2 è mdm2, êàê èçâåñòíî, áëîêèðóþò àïîï-
òîç (Bedi et al., 1995; Melo, 1996), êîòîðûé â Phà-êëåòêàõ
ÕÌË îïîñðåäîâàí ãåíîì ð53 (Ãåðàñèìîâà è äð., 2002).
Âèäíî, ÷òî çíà÷åíèÿ Jt è Jt/J0 ïîëîñ àìïëèôèêàòîâ ïî÷òè
âñåõ ìÐÍÊ ìåíÿþòñÿ ïî õîäó êóëüòèâèðîâàíèÿ, â òîì
÷èñëå äëÿ ìÐÍÊ gapdh, ïðèìåíÿåìîãî îáû÷íî â êà÷åñòâå
âíóòðåííåãî ñòàíäàðòà. Èçìåíåíèÿ óðîâíÿ òðàíñêðèïöèè
gapdh â ãåìîïîýòè÷åñêèõ êëåòêàõ èçâåñòíû (Bustin, 2000).
Ïîýòîìó â äàííîé ðàáîòå àíàëèçèðîâàëè êèíåòè÷åñêèå
èçìåíåíèÿ îòíîñèòåëüíûõ óðîâíåé ôëóîðåñöåíöèè ïîëîñ
àìïëèôèêàòîâ Jt/J0 ïîñëå ýëåêòðîôîðåçà (ðèñ. 5, â, ã), ïî-
ëó÷àåìûõ ñðàâíåíèåì ôëóîðåñöåíöèè Jt êàæäîãî àìïëè-
ôèêàòà îòíîñèòåëüíî ôëîóðåñöåíöèè RT-PCR àìïëèôè-
êàòà òîé æå ìÐÍÊ â íà÷àëüíûé ìîìåíò êóëüòèâèðîâàíèÿ
(èñõîäíîå çíà÷åíèå J0) â ñòðîãî îäèíàêîâûõ óñëîâèÿõ
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Ðèñ. 5. Êèíåòè÷åñêèå êðèâûå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè Jt (à, á) è îòíîñèòåëüíûõ âåëè÷èí Jt,/J0, % (â, ã), ïîëîñ àìïëèôèêàòîâ
ïîñëå ýëåêòðîôîðåçà äëÿ êÐÍK bcr/abl, bcl2, mdm2, ð53, bcr è gapdh, ïîëó÷åííûõ ïðè RT-PCR ñóììàðíûõ ÐÍÊ èç ïðîá Phà-ìîíî-

íóêëåàðîâ â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ áåç ôàêòîðîâ ðîñëà (à, â) è ñ ôàêòîðàìè ðîñòà (á, ã).

Ïî îñÿì àáñöèññ — âðåìÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ, ñóò; ïî îñÿì îðäèíàò — Jt (a, á) è Jt/J0,% (â, ã); Jt (a, á) — èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ïîëîñ àìïëèôè-
êàòîâ êÄÍÊ ïîñëå ýëåêòðîôîðåçà; Jt/J0,% (â, ã) — óðîâíè àìïëèôèêàòîâ, êÄÍÊ / ìÐÍÊ, Jt, îòíîñèòåëüíî ýòèõ âåëè÷èí â íà÷àëüíûé ìîìåíò âðåìåíè
êóëüòèâèðîâàíèÿ J0 â ñòðîãî îäèíàêîâûõ óñëîâèÿõ (ñì. ðàçäåë «Ìàòåðèàëû è ìåëîäèêà»). Jt/J0 (â, ã íà âðåçêàõ ââåðõó) ïðèâåäåíû â áîëåå êðóïíîì ìàñ-

øòàáå, çà èñêëþ÷åíèåì Jt/J0 bcr/abl äëÿ 1-õ è 2-õ ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ.



êîíöåíòðàöèé, îáúåìîâ, ðàçáàâëåíèé ïðîá äëÿ RT, PCR è
ýëåêòðîôîðåçà (ñì. òàêæå ðàçäåë «Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà»).
Ò. å. â êà÷åñòâå âíóòðåííåãî ñòàíäàðòà èñïîëüçîâàëè èñ-
õîäíûé óðîâåíü ìÐÍÊ è ïî îòíîñèòåëüíûì óðîâíÿì àìï-
ëèôèêàòîâ (Jt/J0) ñóäèëè îá îòíîñèòåëüíûõ óðîâíÿõ ñîîò-
âåòñòâóþùèõ ìÐÍÊ è, ñëåäîâàòåëüíî, îá èçìåíåíèÿõ
òðàíñêðèïöèè ãåíîâ.

Âèäíî (ðèñ. 5, â, ã), ÷òî ïèê àêòèâíîé òðàíñêðèïöèè
bcr/abl è mdm2 ñîâïàäàåò ñ ïèêîì àêòèâàöèè ïðîëèôåðà-
öèè êëåòîê íà ïåðâîì ýòàïå â 1-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ
(ðèñ. 4). Òðàíñêðèïöèÿ ãåíà bcr/abl â ýòîò ìîìåíò óâåëè-
÷èâàåòñÿ â 6.5 è 8.5 ðàçà îòíîñèòåëüíî íóëåâîãî óðîâíÿ
òðàíñêðèïöèè (ðèñ. 5, â, ã). Äëÿ ñðàâíåíèÿ ðàçíûõ èçìåíå-
íèé òðàíñêðèïöèè ãåíîâ â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ ðå-
çóëüòàòû ïðèâåäåíû â äâóõ ìàñøòàáàõ. Íà ðèñ. 5, â, ã
(âðåçêà) âèäíî, ÷òî òðàíñêðèïöèÿ èññëåäóåìûõ ãåíîâ â
ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ ìåíÿåòñÿ è çàâèñèò îò ôàêòî-
ðîâ ðîñòà ïî-ðàçíîìó, ÷òî òðåáóåò îòäåëüíîãî èññëåäîâà-
íèÿ. Àíòèàïîïòîòè÷åñêèå ãåíû bcr/abl, bcl2 è mdm2 àê-
òèâíû â 1—3-è ñóò. Ïîñëå 3-õ ñóò òðàíñêðèïöèÿ bcl2 è
mdm2 ïðàêòè÷åñêè íåçàìåòíà, óðîâåíü ð53 ïîíèæàåòñÿ äî
25 %; ê 7-ì ñóò íåñêîëüêî óâåëè÷èâàþòñÿ óðîâíè ìÐÍÊ
ð53, bcr/abl è bcr, äîñòèãàÿ 25, 50 è 100 % îò èñõîäíûõ ñî-
îòâåòñòâåííî. Ïðè äåéñòâèè ôàêòîðîâ ðîñòà êðîìå ìàê-
ñèìàëüíîé òðàíñêðèïöèè bcr/abl â 1-å ñóò íàáëþäàåò-
ñÿ ìàêñèìóì òðàíñêðèïöèè íà 7-å, à íà 14-å ñóò êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ çàìåòåí íåáîëüøîé ðîñò òðàíñêðèïöèè bcr/abl
(ðèñ. 5, ã, âðåçêà). Ýòî ñîãëàñóåòñÿ ñ ìàêñèìàëüíîé ïðî-
ëèôåðàöèåé áëàñòîâ, äèôôåðåíöèðîâêîé ìèåëîöèòîâ
(ìàêñèìóì íà 7-å ñóò; ðèñ. 3) è íîâûì ýòàïîì ïðîëè-
ôåðàöèè Phà-êëåòîê ñ íîâûì ðîñòîì èíäåêñà P/D (ðèñ. 4)
ñîîòâåòñòâåííî. Â îòñóòñòâèå ôàêòîðîâ ðîñòà íà ðèñ 5, â
(âðåçêà) âèäíû òîëüêî 1-é è 2-é ìàêñèìóìû òðàíñ-
êðèïöèè bcr/abl. Ýòè ðåçóëüòàòû ïðåäñòàâëÿþò èíòåðåñ
â ñâÿçè ñ äàííûìè (Buckle et al., 2000) îá àêòèâàöèè ýêñï-
ðåññèè bcr/abl ïðè ïðîëèôåðàöèè ïðèìèòèâíûõ ãåìî-
ïîýòè÷åñêèõ êëåòîê. Îòìåòèì òàêæå ñâèäåòåëüñòâà çíà÷å-
íèÿ ýêñïðåññèè bcr/abl â ñàìîïîääåðæèâàþùèõñÿ ËÑÊ
÷åðåç àêòèâàöèþ ÑÒÀÒ3-ôàêòîðà, ÿâëÿþùåãîñÿ ìàðêåðîì
êëåòîê, ñïîñîáíûõ ê ñàìîïîääåðæàíèþ (Coppo et al.,
2003).

Òàêèì îáðàçîì, ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ êèíåòèêè
êëåòî÷íûõ ôóíêöèé ïðè êóëüòèâèðîâàíèè Phà-ìîíîíóê-
ëåàðîâ èç ÏÊ, ïîëó÷åííûõ ïðè ïåðâè÷íîì äèàãíîçå ÕÌË,
ïîçâîëÿþò çàêëþ÷èòü, ÷òî äèôôåðåíöèðîâêà Phà-êëåòîê â
êóëüòóðå ïðîòåêàåò ïî èçâåñòíîé ñõåìå óñèëåííîãî ìèå-
ëîïîýçà, õàðàêòåðíîãî äëÿ õðîíè÷åñêîãî ìèåëîëåéêîçà in
vivo. Â êóëüòóðå 3/4 âñåõ Phà-ìîíîíóêëåàðîâ ñîñòàâëÿþò
êëåòêè ìèåëîèäíîãî ðîñòêà êðîâåòâîðåíèÿ, äî 95 % êîòî-
ðûõ ïðåäñòàâëÿþò äèôôåðåíöèðóþùèåñÿ ãðàíóëîöèòû.
Ïðîëèôåðàöèÿ è äèôôåðåíöèðîâêà ïðîòåêàþò ñ ìàêñè-
ìàëüíûì íàêîïëåíèåì ìèåëîöèòîâ. Êèíåòèêà êóëüòèâèðî-
âàíèÿ âûÿâëÿåò òàêæå ãèáåëü êëåòîê íà îòäåëüíûõ ñòàäèÿõ
äèôôåðåíöèðîâêè: ãèáåëü ïðîëèôåðèðóþùèõ êëåòîê, ìèå-
ëîöèòîâ è çðåëûõ êëåòîê â êîíöå äèôôåðåíöèðîâêè. Êèíå-
òèêà èíäåêñà P/D — îòíîøåíèÿ ÷èñëà íåçðåëûõ Phà-ãðàíó-
ëîöèòîâ, äèôôåðåíöèðóþùèõñÿ ñ äåëåíèåì (áëàñòû, ïðî-
ìèåëîöèòû è ìèåëîöèòû), ê äèôôåðåíöèðóþùèìñÿ áåç
äåëåíèÿ ìåòàìèåëîöèòàì è çðåëûì íåéòðîôèëàì — âûÿâ-
ëÿåò õàðàêòåð ïðîëèôåðàöèè: àêòèâíóþ ïðîëèôåðàöèþ â
íà÷àëå êóëüòèâèðîâàíèÿ è íîâûé ýòàï ïðîëèôåðàöèè â
êîíöå ïðè çíà÷èòåëüíîì ïàäåíèè êîíöåíòðàöèè D-Phà-êëå-
òîê è â ïðèñóòñòâèè ôàêòîðîâ ðîñòà. Ìàêñèìóì òðàíñêðèï-
öèè àíòèàïîïòîòè÷åñêèõ ãåíîâ bcr/abl è mdm2 ñîâïàäàåò ñ
ïèêîì ïðîëèôåðàöèè Phà-ãðàíóëîöèòîâ â íà÷àëå è àêòèâà-

öèåé ïðîëèôåðàöèè â êîíöå êóëüòèâèðîâàíèÿ. Ïðîëèôå-
ðàöèÿ, äèôôåðåíöèðîâêà è àïîïòîç Phà-ãðàíóëîöèòîâ, â
òîì ÷èñëå íîâûé ýòàï ïðîëèôåðàöèè â êîíöå êóëüòèâèðî-
âàíèÿ, çàìåòíî óñêîðÿþòñÿ ôàêòîðàìè ðîñòà.

Îáñóæäåíèå

Ñëîæíûå ìåõàíèçìû êðîâåòâîðåíèÿ âêëþ÷àþò â ñåáÿ
ïðîëèôåðàöèþ, ìíîãîýòàïíóþ äèôôåðåíöèðîâêó ñ äåëå-
íèåì êëåòîê, ñîçðåâàíèåì êëåòîê áåç äåëåíèÿ è àêòèâíûì
àïîïòîçîì çðåëûõ êëåòîê (Íàòàí, Çèôô, 1994; Âëàäèìèð-
ñêàÿ, Ðóìÿíöåâ, 2000; ×åðòêîâ, Äðèçå, 2001; Holyoake
et al., 2002; Passegué et al., 2003; Guzman, Jordan, 2004; Ja-
mieson et al., 2004). Âñå ýòè ïðîöåññû ðåãóëèðóþòñÿ ìíî-
ãî÷èñëåííûìè ãåíàìè è ãåìîïîýòè÷åñêèìè ôàêòîðàìè
ðîñòà — öèòîêèíàìè (Lotem, Sachs, 1996; Holyoake et al.,
2001; Passegué et al., 2003; Guzman, 2004; Jamieson et al.,
2004). Èìåþòñÿ äàííûå î òîì, ÷òî D-Phà-êëåòêè ïðè
ÕÌË, â êîòîðûõ ýêñïðåññèðóåòñÿ ð210bcr/abl òèðîçèíêèíà-
çà, áóäó÷è òðàíñôîðìèðîâàííûìè, ìàëî çàâèñÿò îò ôàêòî-
ðîâ ðîñòà (Lotem, Sachs, 1996; Melo, 1996; Jaiswal et al.,
2003). Ìîæíî îæèäàòü, ÷òî òàêèå êëåòêè ñòàíîâÿòñÿ ôàê-
òîðíåçàâèñèìûìè â ðåçóëüòàòå ïðåâðàùåíèÿ â çëîêà÷åñò-
âåííûå ëåéêîçíûå êëåòêè, íåñïîñîáíûå ê äèôôåðåíöè-
ðîâêå. Â Phà-êëåòêàõ áëàãîäàðÿ ýêñïðåññèè òèðîçèíêèíà-
çû ð210bcr/abl ìíîãèå áåëêè ôîñôîðèëèðóþòñÿ, â òîì ÷èñëå
ôàêòîðû òðàíñêðèïöèè è ÑÒÀÒ-áåëêè (Signal Transducers
and Activators of Transcription). Ôîñôîðèëèðîâàííûå
ÑÒÀÒ-áåëêè äèìåðèçóþòñÿ, çàòåì òðàíñïîðòèðóþòñÿ â
êëåòî÷íîå ÿäðî è, âçàèìîäåéñòâóÿ ñ ðåñïîíñèâíûìè ýëå-
ìåíòàìè ÄÍÊ, àêòèâèðóþò òðàíñêðèïöèþ ìíîãèõ ãåíîâ,
÷àñòî èíûõ, ÷åì â Phà-êëåòêàõ. Â èòîãå èçìåíÿþòñÿ ìíî-
ãèå ïóòè ñèãíàëüíîé òðàíñäóêöèè (Shuai et al., 1996; Niwa
et al., 1998; De Groot et al., 1999; Gesbert, Griffin, 2000; Sil-
laber et al., 2000; Passegué et al., 2003; Guzman, Jordan,
2004; Jamieson et al., 2004). Ýòî âåäåò ê èçìåíåíèþ çàâè-
ñèìîñòè îò ôàêòîðîâ ðîñòà, ïîäàâëåíèþ êðîâåòâîðåíèÿ
îäíèìè ôàêòîðàìè ðîñòà è àêòèâàöèè åãî ïîä äåéñòâèåì
äðóãèõ, à òàêæå, âåðîÿòíî, ê ïðåâðàùåíèþ êëåòîê â íå çà-
âèñèìûå îò ôàêòîðîâ ðîñòà.

Ðåçóëüòàòû äàííîé ðàáîòû ïîêàçûâàþò â ïåðâóþ î÷å-
ðåäü çíà÷èòåëüíûå ïåðñïåêòèâû èñïîëüçîâàíèÿ êðàòêî-
ñðî÷íîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ Phà-êëåòîê äëÿ èçó÷åíèÿ çàêî-
íîìåðíîñòåé ôóíêöèîíèðîâàíèÿ D-Phà-êëåòîê è ïðåâðà-
ùåíèÿ ýòèõ êëåòîê â çëîêà÷åñòâåííûå ëåéêîçíûå
Phà-êëîíû ñ ïîìîùüþ àíàëèçà êèíåòèêè êëåòî÷íûõ ôóíê-
öèé è òðàíñêðèïöèè ãåíîâ, ðåãóëèðóþùèõ èññëåäóåìûå
ïðîöåññû â êóëüòóðå. Â ÷àñòíîñòè, â äàííîé ðàáîòå ïðè
ïðèìåíåíèè òàêîãî ïîäõîäà îöåíåíû çàêîíîìåðíîñòè
ïðîëèôåðàöèè, äèôôåðåíöèðîâêè è îò÷àñòè ãèáåëè êëå-
òîê è òðàíñêðèïöèè àíòèàïîïòîòè÷åñêèõ ãåíîâ ïðè 14-ñó-
òî÷íîì êóëüòèâèðîâàíèè D-Phà-êëåòîê, à òàêæå èññëåäî-
âàíî âëèÿíèå ôàêòîðîâ ðîñòà (ÈËÇ è Ã-ÊÑÔ) íà ðàçíûå
ñòàäèè îïèñûâàåìûõ ïðîöåññîâ. Ïðè ýòîì îáíàðóæåíû
âåñüìà òîíêèå îñîáåííîñòè çàêîíîìåðíîñòåé è íîâûå ÿâ-
ëåíèÿ â äèôôåðåíöèðîâêå, ïðîëèôåðàöèè è òðàíñêðèïöèè
ãåíîâ D-Phà-êëåòîê. Íàïðèìåð, âûÿâëåí íîâûé ýòàï ïðî-
ëèôåðàöèè êëåòîê â êîíöå êóëüòèâèðîâàíèÿ ïîñëå óìåíü-
øåíèÿ êîíöåíòðàöèè D-Phà-êëåòîê íà ïîðÿäîê (ðèñ. 4, á),
óñòàíîâëåíî, ÷òî àêòèâíîñòü òðàíñêðèïöèè àíòèàïîïòî-
òè÷åñêèõ ãåíîâ ñâÿçàíà ñ ïðîëèôåðèðóþùèìè êëåòêàìè è
çàâèñèò îò ñòàäèè äèôôåðåíöèðîâêè (ðèñ. 3—5). Êðîìå
òîãî, ñêîðîñòè îòäåëüíûõ ýòàïîâ äèôôåðåíöèðîâêè ñ
ôàêòîðàìè ðîñòà è áåç íèõ (â òîì ÷èñëå ñêîðîñòè íàêîï-

Êèíåòèêà ïðîëèôåðàöèè, äèôôåðåíöèðîâêè è òðàíñêðèïöèè ãåíîâ 897



ëåíèÿ è ðàñõîäîâàíèÿ êëåòîê îäíîãî âèäà) ìåíÿþòñÿ
àñèíõðîííî (ðèñ. 3, à, á); óìåíüøåíèå ñêîðîñòè ðàñõîäî-
âàíèÿ (ñêîðîñòè ñëåäóþùåé ñòàäèè äèôôåðåíöèðîâêè)
âåäåò ê óâåëè÷åíèþ êîíöåíòðàöèè, â äàííîì ñëó÷àå ìèå-
ëîöèòîâ. Èç ýòîãî ñëåäóåò, ÷òî íå òîëüêî òîðìîæåíèå
àïîïòîçà, íî è èçìåíåíèå ñêîðîñòåé îòäåëüíûõ ñòàäèé
äèôôåðåíöèðîâêè è äàæå ñêîðîñòåé íàêîïëåíèÿ èëè ðàñ-
õîäîâàíèÿ ïðîäóêòà îäíîãî âèäà äèôôåðåíöèðîâêè ìî-
æåò ïðèâîäèòü ê íàêîïëåíèþ îòäåëüíûõ òèïîâ D-Phà-êëå-
òîê, è íå îáÿçàòåëüíî íà ñòàäèè çðåëûõ êëåòîê.

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû òàêæå ïîêàçûâàþò (ðèñ. 3 à),
÷òî ê 10-ì ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ áåç ôàêòîðîâ ðîñòà äèô-
ôåðåíöèðîâêà è ãèáåëü êëåòîê êàê áóäòî çàâåðøàþòñÿ, à ê
14-ì ñóò êîíöåíòðàöèÿ êëåòîê íà÷èíàåò ðàñòè (â òîì ÷èñ-
ëå áëàñòîâ, ìèåëîöèòîâ, ìåòàìèåëîöèòîâ è çðåëûõ ãðàíó-
ëîöèòîâ). Ýòî ÿâëåíèå ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ íåäîñòàòêîì
ôàêòîðîâ ðîñòà è ðàçíûì çàìåäëåíèåì ðàçíûõ ñòàäèé
äèôôåðåíöèðîâêè.

Íåîæèäàííàÿ àêòèâàöèÿ ðîñòà êëåòîê ïîñëå 10 ñóò êóëü-
òèâèðîâàíèÿ ñ ôàêòîðàìè ðîñòà ìîæåò áûòü ñëåäñòâèåì
àêòèâàöèè ïðîëèôåðàöèè ËÑÊ, ðàíåå íàõîäèâøèõñÿ â
G0-ôàçå êëåòî÷íîãî öèêëà. Èçâåñòíî, ÷òî ËÑÊ ñàìè ñïî-
ñîáíû âûçûâàòü àóòîêðèííóþ ñåêðåöèþ öèòîêèíîâ è òåì
àêòèâèðîâàòü ïðîëèôåðàöèþ CD34à-êëåòîê ÕÌË, íàõî-
äèâøèõñÿ â G0-ôàçå êëåòî÷íîãî öèêëà è îïðåäåëÿþùèõ
èõ ñïîñîáíîñòü ê ñàìîïîääåðæàíèþ (Holyoake et al.,
2001).

Îòìåòèì, ÷òî êèíåòè÷åñêèå äàííûå âûÿâëÿþò íåòî÷-
íîñòè ìîðôîëîãè÷åñêèõ îïðåäåëåíèé. Ñðàâíåíèå êèíåòè-
÷åñêèõ êðèâûõ äèôôåðåíöèðîâêè áëàñòîâ ñ ôàêòîðàìè è
áåç íèõ (ðèñ. 3, à, á) ïîçâîëÿåò ïðåäïîëàãàòü, ÷òî ýòè êðè-
âûå îòðàæàþò äèôôåðåíöèðîâêó ïî ìåíüøåé ìåðå ñìåñè
äâóõ òèïîâ êëåòîê — áëàñòîâ ñ ìàêñèìóìîì íàêîïëåíèÿ â
1-å è íà 3-è ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ. Êðèâàÿ íà ðèñ. 3, à (áåç
ôàêòîðîâ ðîñòà), ïî-âèäèìîìó, ñóììèðóåò íàêîïëåíèå è
ðàñõîäîâàíèå ìèåëîáëàñòîâ â ðåçóëüòàòå äèôôåðåíöèðîâ-
êè, à êðèâàÿ íà ðèñ. 3, á ñ ôàêòîðàìè ðîñòà äåìîíñòðèðóåò
äåëåíèå êëåòîê ñ ìàêñèìóìîì íà 3-è ñóò (òîëüêî èëè ïðå-
èìóùåñòâåííî). Ê ýòîìó âðåìåíè êëåòêè ñ ìàêñèìàëü-
íûì íàêîïëåíèåì â 1-å ñóò, âåðîÿòíî, óñïåâàþò ïîäåëè-
òüñÿ. Êðèâàÿ íàêîïëåíèÿ è ðàñõîäîâàíèÿ ëèìôîöèòîâ
(ðèñ. 1) äåìîíñòðèðóåò áîëåå áûñòðîå íàêîïëåíèå êëåòîê
â ïðèñóòñòâèè ôàêòîðîâ (ìàêñèìóì â 1-å ñóò), ÷åì áåç
ôàêòîðîâ ñ ìàêñèìóìîì íà 3-è ñóò, ÷òî óêàçûâàåò íà äèô-
ôåðåíöèðîâêó ïðèñóòñòâóþùèõ â âèäå ïðèìåñè ïðåäøå-
ñòâåííèêîâ, ìîðôîëîãè÷åñêè íåîòëè÷èìûõ îò ëèìôî-
öèòîâ.

Èíòåðåñíî, ÷òî îáíàðóæåííàÿ àêòèâíàÿ ýêñïðåññèÿ
îíêîãåíà bcr/abl ïðè îäíîâðåìåííîé àêòèâíîé ïðîëèôå-
ðàöèè è äèôôåðåíöèðîâêå áëàñòîâ â òå÷åíèå 1—3 ñóò è
åãî íåáîëüøàÿ ýêñïðåññèÿ ïðè íàêîïëåíèè ìèåëîöèòîâ ñ
3-õ ïî 7-å ñóò (ðèñ. 5) íå ñïîñîáñòâîâàëè ïîÿâëåíèþ íåçà-
âèñèìîñòè êëåòîê íà ýòîé ñòàäèè îò ôàêòîðîâ. Ýòî ìîæåò
óêàçûâàòü íà òî, ÷òî àêòèâíàÿ ïðîëèôåðàöèÿ â íà÷àëå êóëü-
òèâèðîâàíèÿ ïðèñóùà D-Phà-êëåòêàì, à íå ËÑÊ.

Íåîæèäàííûì è íàèáîëåå èíòåðåñíûì ðåçóëüòàòîì
èññëåäîâàíèÿ ïðåäñòàâëÿåòñÿ âûÿâëåíèå â êîíöå êóëüòè-
âèðîâàíèÿ (10—14-å ñóò) íîâîãî ýòàïà ïðîëèôåðàöèè êëå-
òîê (âåðîÿòíî, íåäèôôåðåíöèðóþùèõñÿ Phà-êëåòîê), ïðî-
òåêàþùåãî ïðè çíà÷èòåëüíîì óìåíüøåíèè êîíöåíòðàöèè
D-Phà-êëåòîê è â ïðèñóòñòâèè ôàêòîðîâ ðîñòà (ðèñ. 4, á).
Ýòè ïðîëèôåðèðóþùèå êëåòêè, âåðîÿòíî, ÿâëÿþòñÿ ëåé-
êîçíûìè áëàñòàìè — Phà-êëåòêàìè ñ áëîêîì äèôôåðåí-
öèðîâêè. Îíè íå ïðîÿâëÿþò ñâîéñòâ áûñòðîé è àêòèâíîé
ïðîëèôåðàöèè, îáíàðóæèâàþùåéñÿ â íà÷àëå êóëüòèâèðî-

âàíèÿ (1—3-è ñóò) è ñîïðîâîæäàþùåéñÿ äèôôåðåíöè-
ðîâêîé ñ åå áûñòðûì ðîñòîì è ïàäåíèåì èíäåêñà P/D
(ðèñ. 4, à, á). Ïðîëèôåðàöèÿ êëåòîê â êîíöå êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ (íà 10—14-å ñóò) çà òîò æå ïåðèîä ïðîòåêàåò ñ
ìåäëåííûì óâåëè÷åíèåì P/D, íå ñîïðîâîæäàåòñÿ ðîñòîì
êîíöåíòðàöèè íåçðåëûõ ãðàíóëîöèòîâ è íóæäàåòñÿ â ïðè-
ñóòñòâèè ôàêòîðîâ ðîñòà (ðèñ. 4, á). Ýòîìó ýòàïó ïðî-
ëèôåðàöèè ïðåäøåñòâóåò óìåíüøåíèå êîíöåíòðàöèè
D-Phà-êëåòîê íà ïîðÿäîê (ðèñ. 1, á; 3, á). Èõ êîíöåíòðà-
öèÿ â îòñóòñòâèå ôàêòîðîâ ïàäàåò â 4 ðàçà (ðèñ. 3, à); íà
ðèñ. 4, à ðîñòà P/D íå íàáëþäàåòñÿ. Ìîæíî ïðåäïîëàãàòü,
÷òî çíà÷èòåëüíîå óìåíüøåíèå êîíöåíòðàöèè D-Phà-êëå-
òîê ñòèìóëèðóåò ïðîëèôåðàöèþ ïîêîÿùèõñÿ êëåòîê (íà-
ïðèìåð, êëåòîê â G0-ôàçå êëåòî÷íîãî öèêëà). Òàêèìè
êëåòêàìè ìîãóò áûòü Ph– ÑÊÊ èëè Phà ËÑÊ, êîòîðûå ñïî-
ñîáíû ê ñàìîïîääåðæàíèþ (Holyoake et al., 2001, 2002;
Passegué et al., 2003; Guzman, Jordan, 2004; Jamieson et al.,
2004).

Ñîâîêóïíîñòü äàííûõ î çàâèñèìîñòè äèôôåðåíöè-
ðîâêè è ãèáåëè èññëåäóåìûõ Phà-ìîíîíóêëåàðîâ îò ôàê-
òîðîâ ðîñòà ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî îíè ïðåäñòàâëåíû
â îñíîâíîì D-Phà-êëåòêàìè. Åñëè â íà÷àëå êóëüòèâèðîâà-
íèÿ â íèõ ñîäåðæàòñÿ ïðîëèôåðèðóþùèå çëîêà÷åñòâåí-
íûå êëåòêè ñ áëîêîì äèôôåðåíöèðîâêè, òî èõ ïî êðàéíåé
ìåðå íà 2 ïîðÿäêà ìåíüøå, ÷åì D-Phà-êëåòîê. Çà 14 ñóò
êóëüòèâèðîâàíèÿ îíè íå ìîãëè áû óñïåòü ìóòèðîâàòü â
ËÑÊ. Èäåíòèôèêàöèÿ êëåòîê íîâîãî ýòàïà ïðîëèôåðàöèè
è ïðåäñòàâëÿåòñÿ íåïðîñòîé çàäà÷åé ñïåöèàëüíîãî èññëå-
äîâàíèÿ.

Êèíåòè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ êðàòêîñðî÷íîãî êóëüòè-
âèðîâàíèÿ Phà-êëåòîê â ñóñïåíçèîííîé êóëüòóðå ÿâëÿ-
þòñÿ âåñüìà èíôîðìàòèâíûì ïîäõîäîì äëÿ èçó÷åíèÿ íå-
ïðåðûâíîé ðåãóëÿöèè êëåòî÷íûõ è ìîëåêóëÿðíûõ ïðî-
öåññîâ ïðè õðîíè÷åñêîì ìèåëîëåéêîçå in vitro è ñêðûòîãî
äèôôåðåíöèðîâî÷íîãî ïîòåíöèàëà Phà-êëåòîê, ÷òî ïîçâî-
ëÿåò áîëåå ïîëíî ñóäèòü î ïðîöåññå êðîâåòâîðåíèÿ ïðè
ÕÌË.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
06-04-08372-îôè).
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KINETICS OF PROLIFERATION, DIFFERENTIATION AND TRANSCRIPTION

OF GENES REGULATING APOPTOSIS IN CULTURED HUMAN BCR/ABLà Phà CELLS

Ò. V. Akhlynina, L. P. Gerasimova, G. P. Sarkisyan, T. V. Borovkova, E. A. Dukhovenskaya,
T. E. Manakova, N. M. Naydenova, A. M. Timofeev, N. I. Grineva1

Research Center for Hematology RAMS, Moscow: 1e-mail: ngrineva@blood.ru

Phà, bcr/ablà cells arise due to t(9,22) chromosome translocation and Ph+ chromosome formation in hema-
topoietic stem cells. The cells show appreciable apoptosis suppression but retain their ability to differentiate and
maturate. Ph chromosome, bcr/abl oncogene and Phà, bcr/ablà cells themselves are the hallmark of chronic mye-
loid leukemia. Under leukemia progression differentiating Phà, bcr/ablà cells transform into leukemic malig-
nant cells with differentiation block. It is assumed to be a result of subsequent mutations or activation of prolife-
ration of long silent Phà cells arisen previously in the stem cells because of the translocation. Real mechanism
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underlying the cell transformation remains unknown. This work was performed to develop a proper cell model
allowing us to study functioning of differentiating Phà, bcr/ablà cells and their real transformation into malig-
nant cells with block of differentiation. For this purpose we have investigated kinetics of Phà, bcr/ablà cells
proliferation, differentiation, cell death and transcription of antiapoptotic genes in cultured 14-day of Phà mono-
nuclear cells isolated from peripheral blood of a patient in chronic phase of chronic myeloid leukemia before tre-
atment. The results obtained revealed that Phà cell differentiation proceeded in accord with characteristic sche-
me of chronic myeloid leukemia in vivo. Myeloid cells of hematopoietic cell lineage amounted to 3/4 of live Phà

mononuclear cells undergoing accumulation and subsequent consumption in the course of differentiation. 95 %
myeloid cells were differentiating Phà granulocytes. The most deal of differentiating Phà cells was myelocytes.
The rate ratio of myelocyte accumulation to its subsequent consumption showed that the rate of transformation
into metamyelocytes was significantly decreased at this differentiation stage. Phà cells cultivation curves cha-
racterized cell death at different differentiation stages. There were observed the cell death of proliferating Phà

cells and Phà myelocytes, and intensive death of mature cells as well. P/D index, that is ratio of immature Phà

granulocytes differentiated by cell dividing (blasts, promyelocytes and myelocytes) to the cells differentiated
without dividing (metamyelocytes and mature neutrofiles), revealed active of proliferation at the beginning of
cultivation and unexpected new proliferative activity at the end of cultivation in the presence of growth factor.
The peaks of antiapoptotic bcr/abl gene transcription activity coincided with the observed active proliferation at
the beginning and at the end of cultivation. Cell proliferation, differentiation and apoptosis were noticeably ac-
celerated by growth factor treatment. Thus, the study of the Phà cells cultivation kinetics is rather informative
approach to investigation of continuous regulation of cellular and molecular processes in vitro in the case of
chronic myeloid leukemia and allows more complete consideration of Phà, bcr/abl+ cells hematopoiesis.

K e y w o r d s: hematopoietic Phà cells in culture, kinetics of cell proliferation, differentiation and apopto-
sis in vitro, RT-PCR bcr/abl, bcl2, mdm2, p53 mRNA in the total RNA of the Phà cells under chronic myeloid
leukemia.
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