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Для изучения возможности коррекции функциональной активности костномозговых
гемопоэтических стволовых клеток (ГСК) Fas-дефектных мышей MRL- с нарушенным
апоптозом клеток использовались препараты, направленные на стимуляцию апоптоза –
вортманнин (ингибитор фосфоинозитид-3-киназы, PI3К), Н7 (ингибитор протеинкиназы С,
РКС) и ролипрам (ингибитор фосфодиэстеразы 4, PDE4). Показано, что все препараты усиливали
апоптоз CD34 клеток (H7 и ролипрам – достоверно), при этом в присутствии H7 и ролипрама
наблюдалась тенденция к снижению количества S/G2M клеток. Обнаружено, что обработка
клеток костного мозга (ККМ) препаратами приводит к снижению числа эритроидных колоний,
повышенного у старых мышейMRL- .

CD34 клетки, гемопоэтические предшественники, апоптоз,
дифференцировка, пролиферация.
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протеинурии [4].
В последние годы формируются новые

подходы к коррекции аутоиммунной патологии
путем воздействия на внутриклеточные сиг-
нальные пути, опосредующие основные собы-
тия в жизненном цикле клетки, такие как про-
лиферация, дифференцировка, выполнение
специфических функций и апоптоз. В данной
работе с целью коррекции функциональных
параметров ГСК in vitro использовались пре-
параты, направленные на стимуляцию апоптоза
клеток – вортманнин (ингибитор PI3К), Н7
(ингибитор РКС) и ролипрам (ингибитор
PDE4).

До эксперимента животные (мыши MRL
) содержались в стандартных пластиковых

клетках с мелкой древесной стружкой (не более
10 особей) на стандартном рационе. Экспе-
рименты проводили в соответствии с прави-
лами, принятыми Европейской конвенцией по
защите животных (Страсбург, 1986) и одобрен-

Методика исследования
-
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У Fas-дефектных мышей MRL- , несу-
щих мутантный ген , нарушен апоптоз имму-
нокомпетентных клеток, что приводит к появ-
лению аутореактивных популяций, а также
большого количества специфических для ауто-
иммунного процесса субпопуляций (CD4 CD8 )
Т-лимфоцитов, результатом чего является фор-
мирование тяжелой лимфоаденопатии, сопро-
вождаемой продукцией разнообразных аутоан-
тител, иммунных комплексов, а также гломеру-
лонефритом [1,2]. Ранее нами показано, что
уровень апоптоза CD34 клеток снижается по
мере формирования аутоиммунного заболева-
ния (АИЗ) мышей MRL- , обнаружено
повышение пролиферативной активности по-
пуляции CD34 клеток по сравнению с соот-
ветствующим показателем контрольных мышей
(CBAxC57Bl/6)F1-гибридов [3]. Показано также
нарушение пролиферативно-дифференциро-
вочных потенций ГСК: увеличение количества
эритроидных колоний в костном мозге уже на
ранних стадиях развития АИЗ, до появления
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ными комитетом по биомедицинской этике ГУ
НИИ клинической иммунологии СО РАМН.
На основании данных литературы и собст-
венных исследований основным диагности-
ческим критерием развития гломерулонефрита
в нашей модели следует считать стойкое нали-
чие белка в моче более 3 мг/мл [5]. Количество
белка в моче определяли колориметрически с
красителем Кумасси бриллиантовый синий; ка-
либровочную кривую строили по BSA («Sigma»)
(100-1000 мкг/мл), результаты выражали в
мг/мл. В работе использовались мыши MRL

в возрасте 12-23 месяцев с клинической
манифестацией АИЗ (протеинурия).

Клетки костного мозга (ККМ) вымывали
охлажденной культуральной средой из бед-
ренных и больших берцовых костей. ККМ ин-
кубировали со стимуляторами апоптоза в тече-
ние 3-4 часов, дозы препаратов выбраны в соот-
ветствии с литературными данными: вортман-
нин – 0,5 мкM [6], H-7 – 30 мкM [7], ролипрам
– 10 мкM [8].

Методом проточной цитофлюориметрии
(FACSCallibur, Becton Dickinson) оценивалось
относительное содержание CD34 популяции
среди клеток костного мозга; оценивали кле-
точный цикл по содержанию ДНК в клетках,
окрашенных пропидиумом иодидом (Propidium
iodide, 4 мкг/мл, Sigma) [9]. Для этого ис-
пользовали мононуклеарные клетки, предва-
рительно обработанные FITC-меченными
анти-CD34 моноклональными антителами
(PharMingen, San Diego, США). Среди CD34
клеток (зеленая флюоресценция) определяли
относительное содержание клеток с диплоид-
ным (клетки в G /G фазах клеточного цикла) и
гипердиплоидным (клетки в S/G M фазах
клеточного цикла) набором ДНК. Апопто-
тические клетки, ДНК которых подвергалась
фрагментации, формировали характерный

-
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гиподиплоидный пик (оранжевая флюоресцен-
ция).

Для определения числа коммитированных
предшественников клетки костного мозга в
концентрации 2,5х10 /мл инкубировались в
метилцеллюлозной среде М 3434 (Stem Cell
Technology, Canada), содержащей фактор ство-
ловых клеток (SCF), эритропоэтин, IL-3, IL-6.
Гранулоцитарно-макрофагальные и эритроид-
ные колонии (КОЕ-ГМ, БОЕ-Э, КОЕ-Э) подс-
читывались под микроскопом после 14-дневной
инкубации при температуре 37 С, во влажной
атмосфере, содержащей 5%СО .

Для статистической обработки данных при-
меняли методы корреляционного и диспер-
сионного анализа. Сравнение рядов проводи-
ли методом непараметрической статистики
с использованием критерия Mann-Whitney
(Statistica 5).

В последние годы накапливаются данные об
изменениях функциональной активности ГСК
при АИЗ; делаются предположения о пато-
генетической роли этих изменений [10, 11], что
дает основание рассматривать гемопоэтические
предшественники как возможную мишень для
терапевтических воздействий. Для изучения
возможности коррекции функциональной
активности ГСК Fas-дефектных мышей MRL-

с нарушенным апоптозом клеток исполь-
зовались препараты, направленные на стимуля-
цию апоптоза: вортманнин, H7 и ролипрам.
Показано что все анализируемые
препараты усиливали апоптоз костномозговых
CD34 клеток: вортманнин – в виде тенденции,
H7 и ролипрам – достоверно. При этом уси-
ление апоптоза в присутствии H7 и ролипрама
ассоциировалось с тенденцией к снижению
количества клеток, находящихся в S/G M фазах
клеточного цикла. При анализе корреляцион-
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чается значительное повышение числа эрит-
роидных (БОЕ-Э+КОЕ-Э) колоний [4]. Пока-
зано , что все препараты снижают коли-
чество эритроидных колоний, при этом воз-
действие вортманнина и H7 приводило к дос-
товерному снижению числа (БОЕ-Э+КОЕ-Э).

Полученные нами данные о коррекции
функциональных параметров ГСК при аутоим-
мунной патологии (мыши MRL- ) позво-
ляют предполагать возможность исследования
роли стимуляторов апоптоза в терапии АИЗ (в
том числе при трансплантациях клеток костно-
го мозга).

(рис.)
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ных связей выявлены различия модулирующей
активности анализируемых веществ. Так, в
контрольной группе (без воздействий) уровень
апоптоза обратно коррелирует с долей G /G
клеток. В присутствии вортманнина эта связь
еще сильнее. На фоне H7 уровень апоптоза
обратно коррелирует не только с количеством
клеток в G /G , но и с индексом соотношения
клеток в G /G и S/G M. Т.е. усиление апопто-
за в присутствии данного модулятора ассо-
циировано с изменением клеточного цикла. И
хотя ролипрам также достоверно усиливает
апоптоз, это не отражается на соотношении
клеток в G /G и S/G M (между уровнем апоп-
тоза и IND связи нет). Таким образом, из трех
препаратов, усиливающих апоптоз, только H7
меняет при этом клеточный цикл.

Известные к настоящему времени данные об
участии PI3K в гемо- и лимфопоэзе позволяют
предполагать, что нарушения в регуляции этого
сигнального пути, приводящие к его гиперак-
тивации, могут вызывать развитие аутоиммун-
ных или опухолевых заболеваний [12, 13, 14].
Ингибитор PI3K ворманнин подавляет диффе-
ренцировку, усиливая пролиферацию миелоид-
ных предшественников; в отношении эрит-
роидных предшественников, напротив, наблю-
дается снижение их пролиферации при подав-
лении активности PI3K – таким образом, PI3K
является одним из внутриклеточных регулято-
ров соотношения числа эритроидных и мие-
лоидных предшественников [15]. Н7 – ингиби-
тор РКС, фосфорилирущей митохондриальные
антиапоптотические белки Bcl-2. Эритроидная
дифференцировка CD34 клеток в присутствии
эритропоэтина и SCF сопровождается повыше-
нием уровня РКС и РКС , а миелоидная –
даун-регуляцией этих изоформ. Ингибиторы
PKC подавляют эритроидную дифференциров-
ку клеток CD34 [16]. Ролипрам – ингибитор
PDE4 и активатор протеинкиназы А – усили-
вает апоптоз через дефосфорилирование проа-
поптотического белка Bad. Обработка ролип-
рамом in vitro дозозависимо снижает число ге-
мопоэтических колоний и повышает уровень
апоптоза гемопоэтических предшественников у
больных бронхиальной астмой, но не влияет на
колониеобразование и выживаемость донорс-
ких гемопоэтических предшественников [17].

Исследовалась возможность коррекции с
помощью вышеперечисленных воздействий
дифференцировочных потенций стволовых
кроветворных клеток старых больных мышей
MRL , в костном мозге которых отме-
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