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ИЗМЕНЕНИЕ УРОВНЕЙ ЭКСПРЕССИИ ГЕНОВ В МУЛЬТИПОТЕНТНЫХ 
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Цель исследования – охарактеризовать уровень экспрессии генов в мультипотентных мезенхимных 
стромальных клетках (ММСК), полученных из костного мозга больных острым лейкозом в дебюте забо-
левания и на фоне проводимого цитостатического воздействия.

Материал и методы. ММСК были получены из КМ 54 больных ОЛ. Из клеток была выделена РНК  
и построена кДНК. Уровень экспрессии генов оценивали методом полимеразной цепной реакции в ре-
альном времени.

Результаты. Продемонстрировано повышение в дебюте заболевания уровней экспрессии генов, 
продукты которых способствуют пролиферации и миграции лейкозных клеток (IL-6, IL-8, IL-1b, CSF, JAG1, 
ICAM, VCAM). В ходе терапии они снижались, но повышалась экспрессии генов, продукты которых отве-
чают за пролиферацию и дифференцировку ММСК (IL-1R1, PDGERa, IGF, FGFR1, FGFR2, BGLAP). У больных 
вне ремиссии заболевания ингибирование стромы глубже. 

К л ю ч е в ы е  с л о в а: мультипотентные мезенхимные стромальные клетки; острый миелоидный  
 лейкоз; острый лимфобластный лейкоз.
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Aim of the study. To investigate the relevant expression level in multipotent mesenchymal stromal cells 

(MMCs) derived from the bone marrow (BM) of acute myeloid leukemia (AML) and acute lymphoblastic  
leukemia (ALL) patients before and over the course of chemotherapy.

Material and Methods. BM derived MMSCs from 33 AML patients and 21 ALL patients were studied before 
and during chemotherapy. Total RNA was extracted from the MMSCs and the cDNA was synthesized. Gene ex-
pression levels were quantified by real-time quantitative PCR (RT-qPCR) with the use of gene-specific primers.

Results. Before chemotherapy, the analysis of the gene expression of MMSCs from acute leukemia pa-
tients revealed a significant increase in the relative expression level (REL) of genes (IL-6, IL-8, IL-1b, CSF, JAG1, 
ICAM, VCAM) which regulate leukemic cell proliferation and migration. The REL of genes regulating MMSC 
proliferation and differentiation (IL-1R1, PDGERa, IGF, FGFR1, FGFR2, BGLAP) increased during chemotherapy.  
The alterations of bone marrow stroma were more pronounced in patients who didn’t achieve remission.
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Большинство клеток стромы костного мозга (КМ) происходят от 
мультипотентных мезенхимных стромальных клеток (ММСК). Эти 
клетки являются важнейшим компонентом костно-мозговой ниши 
и обеспечивают жизнедеятельность гемопоэтических стволовых 
клеток (ГСК) [1, 2]. Регуляторная активность ММСК направлена на 
большое количество эффекторных клеток, таких как клетки врож-
денного и приобретенного иммунитета, включая Т- и В-лимфоциты, 
NK-клетки, дендритные клетки и нейтрофилы [3]. Все исследова-
ния указывают на исключительную роль ММСК в процессах под-
держания как нормального, так и патологического кроветворения. 
Показано наличие физических контактов между остеобластами и 
ГСК через молекулы адгезии, включая катгерины и интегрины [4, 
5]. После их связывания происходит активация сигнальных путей, 
что приводит к запуску механизмов пролиферации, адгезии и мигра-
ции [6]. Однако не только прямые межклеточные взаимодействия с 
клетками стромы опосредует выживаемость лейкозных клеток, но 
и выделяемые ММСК факторы роста, цитокины и хемокины [6].  
В ряде экспериментов предпринимались попытки выращивания ли-
ний человеческих бластных клеток от больных острым миелоидным 
лейкозом (ОМЛ) с использованием линий стромальных клеток и 
ростовых факторов, и было выдвинуто предположение, что ММСК 
обеспечивают преимущество в выживании лейкозных стволовых 
клеток (ЛСК) и могут использоваться в культурах ЛСК даже без до-
бавления ростовых факторов [7, 8].

Факторы роста могут также способствовать выживаемости 
бластных клеток в КМ. Концентрация фактора роста эндотелия со-
судов VEGF [9] может играть прогностическую роль при развитии 
ОМЛ [10], а повышение концентрации ангиопоэтина-2 коррелирует 
с плохим ответом на терапию [11]. В ряде исследований показаны 
проонкогенные эффекты TGFβ1, стимулирующего пролиферацию 
клеток ОМЛ. У больных острыми лейкозами продемонстрировано 
повышение концентрации FGF [12], а также IGF1 и SDF1 [13] по 
сравнению с группой контроля, состоящей из здоровых доноров. 

Лейкозные клетки могут использовать механизмы регуляции ро-
ста и развития ГСК. Эксперименты на мышах показали, что как нор-
мальные, так и ЛСК предпочтительно локализуются в нишах, бога-
тых SDF1. Однако, когда они трансплантировались единовременно, 
ЛСК «выигрывали» у ГСК в конкуренции за локализацию в нише 
[14], из-за чего последние были вынуждены размещаться в менее 
предпочтительных нишах КМ. Данные этого исследования показа-
ли, что наличие лейкозных клеток разрывает нормальные пути меж-
клеточной передачи сигнала, приводя к необратимым изменениям 
здоровых гемопоэтических предшественников [14].

Предполагают, что отличия ММСК больных лейкозами от 
ММСК доноров можно объяснить как селекцией злокачественными 
клетками той субпопуляции ММСК in vivo, что будет способство-
вать росту лейкозных клеток, так и генетическими аномалиями, 
возникающими в самих ММСК [15]. Профиль экспрессии генов 
в ММСК больных МДС и ОМЛ отличается от аналогичных по-
казателей у здоровых доноров [16]. В большинстве работ описано 
снижение уровня экспрессии стромального фактора SDF1 в ММСК 
больных острыми лейкозами, повышение экспрессии TGFβ1 и HGF 
в дебюте заболевания, а также уровня BMP4 в ходе терапии. Данные 
многочисленных исследований [14, 17, 18] продемонстрировали, 
что снижение экспрессии гена остеокальцина (BGLAP), наблюдае-
мое в ММСК больных лейкозами, приводит к угнетению остеоге-
неза, уменьшению числа остеобластов и снижению объема костной 
ткани. В ММСК больных лейкозами было выявлено повышение 
уровня экспрессии гена IL-6, продукт которого способен подавлять 
цитотоксичность NK-клеток в отношении бластных клеток, а так-
же повышение уровня экспрессии JAG1 [19], ANG1 и SPP1 [20] в 
ММСК больных ОМЛ. Их увеличенная экспрессия может стимули-
ровать переход лейкозных клеток в состояние покоя, обусловливая 
развитие резистентности к проводимой химиотерапии и возникно-
вение последующих рецидивов [21]. 

Все различия в экспрессии генов в ММСК являются скорее след-
ствием, нежели причиной заболевания, что подтверждается восста-
новлением их уровней в случае достижения полной ремиссии при 
проводимой химиотерапии [22]. Изучение эффектов цитостатических 
препаратов на состояние микроокружения осложняется тем, что в 
большинстве случаев используются их сочетания для усиления ока-
зываемого эффекта. Многие химиопрепараты изменяют способность 
ГСК к «хоумингу» путем нарушения эндотелиального барьера и уве-
личения секреции цитокинов и хемокинов, влияющих на миграцию и 
репопуляцию ГСК. Стромальные клетки защищают лейкозные клет-
ки от влияния цитостатических препаратов [23]. Показан защитный 
механизм ММСК от воздействия L-аспарагиназы: при совместном 
культивировании клеток острого лимфобластного лейкоза (ОЛЛ) с 
клетками стромы последние защищали клетки ОЛЛ от аспарагиназа-

обусловленного апоптоза путем избыточной экспрессии аспарагин-
синтетазы. Эти эксперименты указывают на важнейшую роль микро-
окружения в развитии гемобластозов, однако как именно ММСК регу-
лируют процесс лейкемогенеза, до сих пор остается неясным [24–27].

Цель исследования – характеристика уровней экспрессии генов в 
ММСК, полученных из костного мозга больных острыми лейкозами 
в дебюте заболевания и на фоне проводимого цитостатического воз-
действия.

Материал и методы
Работа носила проспективный клинико-лабораторный характер.  

В исследование были включены 54 больных (22 мужчины и 32 женщины) 
в возрасте от 17 до 75 лет (медиана возраста 35 лет) с впервые выявлен-
ными гемобластозами, из них 33 больных ОМЛ, 21 – ОЛЛ. Всех больных 
наблюдали в ФГБУ «Гематологический научный центр» Минздрава России 
c мая 2013 по февраль 2016 г. Исследование проб КМ проводили на момент 
диагностики заболевания, на +30-й день, +100-й день, +180-й день терапии. 
Из проб КМ выделяли ядросодержащие клетки, которые затем культиви-
ровали в питательной среде. Из клеток первого пассажа выделяли РНК и 
оценивали уровень экспрессии 22 генов (IL-6, IL-8, IL-1b, IL-1βR1, JAG1, 
SPP1, BGLAP, FGF2, FGFR1, FGFR2, TGFβ1, TGFβ2, SDF1, VEGF, IGF, 
CSF, ANG1, VCAM, ICAM, SOX9, LIF, PPARg) методом полимеразной цеп-
ной реакции с предшествующей обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР).

В качестве контроля в работе были использованы образцы костного 
мозга 95 здоровых доноров, 46 мужчин и 49 женщин в возрасте от 13 лет 
до 61 года (медиана возраста 33 года). Все образцы получены во время 
эксфузии КМ в отделении трансплантации костного мозга.

Для получения культуры ММСК сначала выделяли ядросодержащие 
клетки в градиенте плотности метилцеллюлозы. Клетки ресуспендиро-
вали в среде αМЕМ, подсчитывали в камере Горяева при окраске ген-
циановым фиолетовым и помещали во флаконы для культивирования в 
концентрации 3 × 106 клеток в среду с содержанием 10% эмбриональной 
телячьей сыворотки (ЭТС). При пассажах клетки отделяли от пласти-
ка раствором трипсина, подсчитывали и рассаживали в концентрации  
1 × 105 клеток с их инкубацией. На первом пассаже после высаживания 
клеток из оставшихся выделяли РНК.

Для выделения РНК из клеток их промывали ЭДТА, добавляли де-
натурирующий раствор и замораживали. В дальнейшем к пробам добав-
ляли 2 М NaAc и перемешивали, затем в каждую пробирку добавляли 
последовательно кислый фенол, хлороформ и центрифугировали на ско-
рости 10 000 об/мин при температуре 4 оС в течение 20 мин. Верхнюю 
фазу переносили в RNA-free пробирки, добавляли равный объем изопро-
панола и оставляли при температуре -20 оС.

Для построения комплементарной ДНК (кДНК) РНК осаждали, про-
мывали этанолом и растворяли в 100 мкл воды. После этого к РНК добав-
ляли смесь Т13-праймеров и инкубировали в амплификаторе. Затем про-
водили ревертазную реакцию, для чего добавляли буфер для ревертазы, 
дНТФ, Рназин, ревертазу и воду. После инкубации добавляли 75 мкл воды 
и использовали в качестве раствора к ДНК соответствующего образца.

В ММСК оценивали уровень экспрессии генов, отвечающих за: 
способность к самоподдержанию (FGFR1, FGFR2):
• пролиферацию (FGF2);
• морфогенез (BMP4, SOX9, SPP1, BGLAP, PPARG, VEGF);
• регуляцию кроветворения (JAG1, TGFβ2, TGFβ1, CSF, ANG1);
• иммунный ответ (IL-1β, IL-1R, IL-6, IL-8).
В качестве контроля во всех проводимых исследованиях использо-

вали данные, полученные по группе здоровых доноров.
Наличие интересующего гена определяли с помощью специфических 

праймеров и зондов. В качестве красителя использовали карбокси-X-
родамин (ROX) для генов «домашнего хозяйства» и карбоксифлюоресце-
ин (FAM) для исследуемых генов. В качестве гасителей флюоресценции 
для флюорофора ROX использовали RTQ2, для флюорофора FAM – RTQ1. 
Все ПЦР проводили на приборе StepOnePlus (Life technologies). Для каж-
дого образца выполняли по 3 пробы. После определения Ct вычисляли 
среднее значение, стандартное отклонение и коэффициент вариации.

Для статистического анализа сравниваемые группы больных и здо-
ровых доноров были сбалансированы по основным демографическим 
показателям (полу и возрасту) и значимым клиническим признакам. 
Ввиду того, что распределение в исследуемых выборках не является 
нормальным, а в большей части случаев относится к лог-нормальному, 
при анализе мы использовали непараметрический критерий Вилкоксона. 
Результаты считали статистически значимыми при р ≤ 0,05 [28].

Результаты обработаны с помощью программы Statistical Analysis 
System (SAS 9.3). Графическое пояснение представлено в виде диаграмм 
разброса (бокс-плоты) данных логарифмов значений с минимумом  
и максимумом для каждого значения, 1–3-м квартилями (Q25–Q75),  
значениями среднего и медианы.

Original article
DOI 10.18821/0234-5730-2016-61-3-126-133

Т а б л и ц а  1
Число больных, обследованных на разных этапах

Больные 0 точка 1-я точка 2-я точка 3-я точка

ОМЛ 33 26 (78,8%) 25 (76%) 24 (73%)
ОЛЛ 21 19 (90%) 19 (90%) 19 (90%)
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Т а б л и ц а  2
Относительный уровень экспрессии генов, изучавшихся в работе,  

у больных гемобластозами на разных точках

Ген

Относительный уровень экспрессии генов
ОМЛ ОЛЛ ОМЛ ОЛЛ ОМЛ ОЛЛ ОМЛ ОЛЛ

дебют  
заболевания +30 дней терапии +100 дней  

терапии
+180 дней 
терапии

IL-6 83,95 193,19 99,83** 101,09** 108,92** 92,91** 50,86** 80,50**
IL-8 8,01 6,25 6,55 3,40* 2,24** 1,67** 1,78** 4,69
IL-1β 27,09 3,98 8,66 3,88 6,55 4,42 2,97 17,70*
IL-1R1 3,10* 3,73 1,04* 1,37** 1,00* 1,66 0,58** 1,84
CSF 3,57** 2,56** 0,96 0,53 0,55 0,74 0,31 0,52
FGF2 3,86* 4,00 3,32** 2,00** 2,96** 2,71** 1,78** 6,18
FGFR1 0,96** 0,71 0,21** 0,23** 0,22** 0,28** 0,15** 0,33**
FGFR2 1,59 1,21 0,27** 0,32** 0,31** 0,48** 0,19** 0,39**
VEGF 1,49** 1,19** 0,31** 0,14** 0,13** 0,13** 0,07** 0,26**
VCAM 2,36 5,18 1,35 0,66** 0,74** 0,94** 0,56** 0,87**
JAG1 5,33** 3,69** 1,86 1,06** 0,95** 1,96 0,79** 1,06**
Sdf1 1,06 1,09 0,18** 0,08** 0,06** 0,09** 0,04** 0,06**
BGLAP 0,65** 2,98 1,55 1,92 1,52 2,99 1,48 1,87
SPP1 0,65 0,17* 0,11** 0,03** 0,05 0,08* 0,06* 0,09
SOX9 1,14** 0,98** 0,16** 0,22** 0,29** 0,24** 0,14** 0,15**
PPARG 1,45** 1,26 0,39 0,41 0,52 0,42 0,82 0,47
TGFβ1 1,10 0,80 0,23** 0,09** 0,12** 0,13** 0,07** 0,13**
TGFβ2 4,37 2,35** 1,41** 0,65** 1,38** 0,46** 0,99** 1,88**
IGF1 1,22* 1,20 1,54 0,58 0,33* 0,35 0,21** 0,47*
ICAM1 0,55 0,19** 0,08** 0,06** 0,05** 0,04** 0,03** 0,04**
LIF 9,06** 8,64** 2,68 3,59 2,62 5,07** 2,57 3,98

П р и м е ч а н и е. Статистически значимые различия с донорами: * – 0,05 < р < 0,1; 
** – р < 0,05.

(+180 дней от начала терапии) все 19 больных находи-
лись в ремиссии. 

Результаты анализа генов представлены в зависи- 
мости от функции продуктов их экспрессии (табл. 2).

Экспрессия генов, ответственных за поддержание  
иммунного ответа

В дебюте заболевания во всех группах отмечалось 
почти десятикратное повышение экспрессии гена IL-6, 
уровни которого оставались повышенными и далее в ходе 
терапии. Также в момент диагностики у больных острыми 
лейкозами было продемонстрировано повышение уровня 
экспрессии гена IL-8, который в дальнейшем снижался 
(рис. 1). У больных ОМЛ его уровень снижался с 8 ± 3 в 
дебюте заболевания до 1,8 ± 0,9 к моменту исследования 
перед поддерживающей терапией (p <0,05). На нулевой 
точке отмечалось повышение экспрессии гена IL-1β1, а 
также гена его рецептора – IL-1R1 (рис. 2). 

Экспрессия генов, ответственных  
за регуляцию кроветворения

На нулевой точке также показана повышенная  
экспрессия гена колониестимулирующего фактора (КСФ), 
которая нормализовалась в ходе терапии (рис. 3). У боль-
ных ОМЛ уровень его экспрессии на момент диагности-
ки снижался с 3,6 ± 0,77 заболевания до 0,3 ± 0,03 перед  
началом поддерживающей терапии (p < 0,05).

В дебюте заболевания была продемонстрирована повы-
шенная экспрессия гена JAG1 (5,3 ± 0,53 у больных ОМЛ, 
3,7 ± 0,6 у больных ОЛЛ; p < 0,05), уровень которой снижал-
ся в ходе терапии (до 0,8 ± 0,1 у больных ОМЛ, 1,06 ± 0,12 
у больных ОЛЛ к моменту перед началом поддерживающей 
терапии; p < 0,05) (рис. 4). У больных ОМЛ уровень его 
экспрессии снижался с более чем 300% до 50% от нормы.

В процессе терапии показано снижение повышенной 
экспрессии гена SPP1, однако различия не были статисти-
чески значимыми. 

В дебюте заболевания в группе больных острыми лей-
козами наблюдался нормальный уровень экспрессии гена 
SDF1, который далее снижался. У больных ОМЛ перед на-
чалом поддерживающей терапии его экспрессия выявлена на 
уровне 0,04 ± 0,004, а у больных ОЛЛ – 0,06 ± 0,01 (p < 0,05), 

что составило 4 и 6% от группы здоровых доноров соответственно.
Показана повышенная экспрессия гена LIF (9,1 ± 1,2 у больных 

ОМЛ и 8,6 ± 1,6 у больных ОЛЛ, p < 0,05), что превышало показа-
тель у здоровых доноров более чем в 4 раза. Уровень его экспрессии 
снижался в ходе терапии (рис. 5).

На протяжении цитостатического воздействия отмечалось сни-
жение уровней экспрессии генов семейства TGFβ (рис. 6). У боль-
ных ОМЛ уже к моменту исследования после 1-го курса индукции 
уровень экспрессии гена TGFβ1 составлял 0,2 ± 0,04, что соответ-
ствовало 20% от уровня аналогичного показателя у здоровых доно-
ров, хотя на момент диагностики заболевания уровень его экспрес-
сии превышал таковой у доноров. На последующих точках уровень 
экспрессии продолжал снижаться до 0,1 ± 0,01 у больных ОМЛ и 
0,13 ± 0,02 у больных ОЛЛ. Аналогичная ситуация наблюдалась и 
при изучении динамики изменения уровня экспрессии гена TGFβ2.

Результаты 
Нулевая точка исследования для всех пациентов приходится на 

момент диагностики, то есть образцы КМ были получены в раз-
вернутой стадии заболевания. После 1-го курса индукции в живых 
остались 26 (78,8%) из 33 больных (табл. 1). К моменту 2-й точки 
(+100 дней от начала терапии) в живых остались 25 (76%) больных, 
из них ремиссия была достигнута у 22 человек. У больных, не до-
стигших ремиссии, проводили смену химиотерапии на альтерна-
тивные курсы (НАМ, малые дозы цитарабина – МДЦ). К моменту 
3-й точки (+180 дней от начала терапии) в живых остались 24 (73%) 
больных, из них ремиссия была у 20 человек.

К 1-й точке (+30 дней от начала терапии) в живых остались 
19 (90%) из 21 больных ОЛЛ, из них у 16 была достигнута ремис-
сия. К моменту 2-й точки (+100 дней от начала терапии) ремис-
сия была достигнута у 18 из 19 больных. К моменту 3-й точки  

Оригинальная статья
DOI 10.18821/0234-5730-2016-61-3-126-133

Рис. 1. Относительный уровень экспрессии гена IL-8 в ММСК у доноров и у больных гемобластозами до и в процессе лечения.
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Экспрессия генов, ответственных за способность ММСК  
к самоподдержанию, миграции и дифференцировке

В дебюте заболевания отмечалось снижение уровня экспрессии 
гена фактора роста фибробластов FGF2, который нормализовался 
в дальнейшем, а также генов рецепторов к нему – FGFR1 и FGFR2 
(рис. 7). У больных ОМЛ уровень экспрессии гена FGFR1 на момент 
диагностики заболевания составил 1 ± 0,08, а на точке после консо-
лидации – 0,2 ± 0,03, перед поддерживающей терапией – 0,1 ± 0,01,  
в группе больных ОЛЛ – 0,3 ± 0,06 (p < 0,05). При изучении ди-

намики изменения уровней FGFR2 наблюдались те же закономер-
ности.

В дебюте была продемонстрирована повышенная экспрессия  
гена VCAM, которая снижалась в ходе терапии. При исследовании 
на последней точке его уровень у больных ОМЛ составлял 0,6 ± 0,1,  
у больных ОЛЛ – 0,9 ± 0,1 (p < 0,05) – 10 и 50% от данного показате-
ля у здоровых доноров соответственно. 

В ходе работы продемонстрировано уменьшение уровня  
экспрессии гена ICAM до 0,03 ± 0,004 у больных ОМЛ и 0,04 ± 0,01 

Рис. 2. Относительный уровень экспрессии гена IL-1R1 в ММСК у доноров и у больных гемобластозами до и в процессе лечения.

Рис. 4. Относительный уровень экспрессии гена JAG1 в ММСК у доноров и у больных гемобластозами до и в процессе лечения.

Рис. 3. Относительный уровень экспрессии гена CSF в ММСК у доноров и у больных гемобластозами до и в процессе лечения.
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(p < 0,05) у больных ОЛЛ (10% от группы здоровых доноров) перед 
поддерживающей терапией. Уровень его экспрессии был нормаль-
ным в дебюте заболевания в обеих группах больных (рис. 8). 

Во всех группах больных на нулевой точке наблюдался повышен-
ный уровень экспрессии гена инсулинподобного фактора роста IGF1. 
На последующих точках наблюдалось статистически значимое сниже-
ние уровня его экспрессии (рис. 9). На точке перед поддерживающей 
терапией его уровень у больных ОМЛ составил 0,2 ± 0,05 (p < 0,05), что 
соответствует 10% от уровня экспрессии у здоровых доноров.

Экспрессия генов, ответственных за морфогенез ММСК
Было показано значительное снижение уровня экспрессии гена 

BGLAP в дебюте заболевания во всех группах больных. У больных 
ОМЛ – до 0,7 ± 0,2 (p < 0,05), т.е. до 20% от уровня аналогичного 
показателя у здоровых доноров, и увеличение его уровня в ходе те-
рапии (рис. 10).На всех точках во всех группах пациентов выявлено 
стойкое снижение экспрессии гена SOX9, уровень которого снижался 
с 1,1 ± 0,14 у больных ОМЛ и 1 ± 0,2 у больных ОЛЛ до 0,1 ± 0,01 и 
0,15 ± 0,01 (p < 0,05) соответственно.

DOI 10.18821/0234-5730-2016-61-3-126-133
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Рис. 5. Относительный уровень экспрессии гена LIF в ММСК у доноров и у больных гемобластозами до и в процессе лечения.

Рис. 6. Относительный уровень экспрессии гена TGFβ1 в ММСК у доноров и у больных гемобластозами до и в процессе лечения.

Рис. 7. Относительный уровень экспрессии гена FGFR2 в ММСК у доноров и у больных гемобластозами до и в процессе лечения.



131

Hematology and Transfusiology. 2016; 61(3)

исследования после курса консолидации эти различия сохранялись. 
Такие же закономерности наблюдались при ретроспективном анали-
зе тех же групп в момент диагностики заболевания.

В группе больных ОЛЛ к моменту 1-й точки ремиссия не была 
достигнута только у 3 больных, в связи с чем оценивать такую не-
многочисленную группу с использованием t-критерия Стьюдента не 
представляется возможным. Поэтому для анализа различий в этих 
группах применяли 95% доверительный интервал (ДИ), построен-

Анализ экспрессии генов в ММСК больных лейкозами 
в зависимости от статуса заболевания

В группе больных ОМЛ после первого курса индукции 42% 
больных находились вне ремиссии заболевания, при этом у подгрупп 
больных в ремиссии заболевания и вне ее имелись различия. У боль-
ных вне ремиссии ОМЛ наблюдалось повышение уровня экспрес-
сии генов CSF, IGF и JAG1, а также снижение уровней генов SPP1, 
BGLAP и SOX9 по сравнению с группой в ремиссии. К моменту 

Original article
DOI 10.18821/0234-5730-2016-61-3-126-133

Рис. 8. Относительный уровень экспрессии гена ICAM в ММСК у доноров и у больных ОМЛ и ХМЛ до и в процессе лечения.

Рис. 9. Относительный уровень экспрессии гена IGF1 в ММСК у доноров и у больных гемобластозами до и в процессе лечения.

1

0

B
G
LA
P
-L
og
10

B
G
LA
P
-L
og
10

-1

-2

1

0

-1

-2
0 2 31 2 310

Рис. 10. Относительный уровень экспрессии гена BGLAP в ММСК у доноров и у больных гемобластозами до и в процессе лечения.
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В работе изучали гены маркеров остеогенеза. BGLAP является 
маркером позднего остеогенеза, поэтому сниженный уровень экс-
прессии его гена отражает ингибирование дифференцировки 
ММСК, а сниженная экспрессия SOX9 отражает ингибирование  
ходрогенной дифференцировки ММСК при развитии лейкоза.

У больных, находящихся вне ремиссии ОМЛ, наблюдалось по-
вышение уровня экспрессии генов, ответственных за регуляцию 
кроветворения, таких как CSF, IGF и JAG1, которые обладают спо-
собностью к стимуляции пролиферации лейкозных клеток. Также у 
больных вне ремиссии ОМЛ были выявлены сниженные по срав-
нению с группой в ремиссии уровни генов, продукты экспрессии 
которых являются маркерами дифференцировки ММСК – SPP1, 
BGLAP и SOX9. В группе больных ОЛЛ вне ремиссии заболевания 
уровни экспрессии генов IL-6 и VCAM были выше, чем у больных в 
ремиссии заболевания. Таким образом, при анализе групп больных в 
ремиссии заболевания и вне ее были подтверждены вышеописанные 
закономерности о большем поражении стромы у больных в развер-
нутой стадии гемобластозов.

У больных, получавших лечение МДЦ, была повышена экс-
прессия генов IL-6, VCAM, TGFβ1, ингибирующих пролиферацию и 
дифференцировку ММСК, что может свидетельствовать о большем 
поражении стромы у больных, получающих лечение по этому про-
токолу, несмотря на относительно меньшую его гематологическую 
токсичность.

Выводы
Показано, что ММСК из КМ больных ОМЛ и ОЛЛ морфологи-

чески не различаются от таковых, полученных у здоровых доноров. 
При оценке экспрессии генов в ММСК продемонстрировано по-

вышение в дебюте заболевания уровней экспрессии генов, продукты 
которых способствуют пролиферации лейкозных клеток (IL-6, IL-8, 
IL-1β, CSF, JAG1, SPP1, SDF1) и ингибируют пролиферацию и ми-
грацию стромальных клеток (ICAM, VCAM). В ходе терапии уровни 
экспрессии этих генов снижаются. В ходе лечения гемобластозов 
повышаются уровни экспрессии генов, продукты которых отвечают 
за пролиферацию, миграцию и дифференцировку мультипотентных 
мезенхимальных стромальных клеток, что отражает восстановле-
ние стромального микроокружения в процессе терапии (IL-1R1, 
PDGERa, IGF, FGFR1, FGFR2, BGLAP).

Обнаружено, что у больных вне ремиссии заболевания ингиби-
рование стромы глубже по сравнению с больными, достигшими ре-
миссии заболевания. У больных на фоне длительного низкодозного 
цитостатического воздействия обнаруживается снижение уровней 
экспрессии генов, отвечающих за дифференцировку стромальных 
клеток, по сравнению с больными, получающими импульсную вы-
сокодозную химиотерапию.
Финансирование. Работа выполнена при поддержке гранта РФФИ 12-04-00457 
«Влияние лейкозных клеток на кроветворное стромальное микроокружение  
человека», руководитель Шипунова Ирина Николаевна.
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ный для значений в группе больных в ремиссии. Было показано, что 
у больных вне ремиссии заболевания уровни экспрессии генов IL-6, 
FGF2, VCAM были выше, чем у больных в ремиссии заболевания.

Анализ экспрессии генов в ММСК больных лейкозами  
в зависимости от протокола терапии

Учитывая разный состав цитостатических препаратов, а также 
их дозы, проанализированы уровни экспрессии генов в зависимо-
сти от лечения. Всем больным ОМЛ после установления диагноза  
начата терапия по протоколу ОМЛ 01.10. Таким образом, все боль-
ные на точках 0 и 1 не различались по этому критерию. После оценки 
эффективности на 1-й точке нескольким больным терапия была заме-
нена на терапию малыми дозами цитарабина (МДЦ). На 2-й точке в 
этой группе больных уровни экспрессии некоторых генов выходили 
за границы ДИ. Показано, что у больных, получавших лечение МДЦ, 
была повышена экспрессия генов IL-6, VCAM, TGFβ1.

Обсуждение
Спектр эффектов, оказываемых продуктами экспрессии изучае-

мых генов, широк и разнообразен, поэтому в рамках данного иссле-
дования мы останавливались только на тех, что могут играть роль в 
патогенезе гемобластозов. Например, интерлейкин-6 является про-
воспалительным цитокином и обладает мощным иммуносупрессив-
ным действием, подавляя цитотоксичность НК-клеток в отношении 
бластных клеток. После связывания гемопоэтических клеток с ЛСК 
интерлейкин-6 приводил к остановке клеточного цикла в ЛСК и 
переходу их в состояние покоя. Возможно, повышенная экспрессия 
гена IL-6 в дебюте заболевания отражает создание более благопри-
ятных условий для лейкозных клеток. Интерлейкин-8 стимулирует 
пролиферацию бластных клеток, а также ангиогенный потенциал 
ММСК через увеличение содержания VEGF. Таким образом, повы-
шенный уровень интерлейкина-8 на момент диагностики также спо-
собствует лейкемической экспансии, а снижение уровня его экспрес-
сии свидетельствует об эффективности терапии. Интерлейкин-1β1 
является провоспалительным цитокином, который стимулирует 
пролиферацию бластных клеток, что также может говорить о созда-
нии более благоприятных условий для лейкозных клеток. 

КСФ помимо стимуляции пролиферации и дифференцировки 
нейтрофилов оказывает влияние и на лейкозные клетки. Повы-
шение уровня его экспрессии в дебюте может свидетельствовать 
о создании благоприятных условий для лейкозных клеток, а его 
нормализация в ходе лечения – о восстановлении сигнальных пу-
тей в клетках стромального микроокружения. В ММСК больных 
острыми лейкозами была выявлена повышенная экспрессия JAG1. 
Так как JAG1 оказывает антиапоптотический эффект на лейкозные 
клетки, то значимое снижение его экспрессии на последующих 
точках может свидетельствовать об эффективности терапии. Про-
дукт экспрессии SPP1 (остеопонтин) регулирует число ГСК в КМ 
и является важным фактором активации остеокластов. Повышен-
ная его экспрессия в дебюте может свидетельствовать об усилении 
остеокластогенеза и повышении резорбции кости в дебюте заболе-
вания. Продукт экспрессии гена LIF в своем действии сходен с IL-6 
и ингибирует процессы дифференцировки клеток. Таким образом, 
снижение уровня его экспрессии может говорить об эффективности 
проводимой терапии. 

В ходе исследования изучались уровни эспрессии генов росто-
вых факторов. Например, белки семейства трансформирующего ро-
стового фактора (TGFβ) действуют как антипролиферативные фак-
торы для ГСК, ингибируя пролиферацию клеток. Кроме того, TGFβ 
вовлечен в сигнальный путь SMAD, который является пусковым 
механизмом апоптоза. Таким образом, уменьшение его экспрессии 
ослабляет антипролиферативные эффекты TGF, восстанавливая ме-
ханизмы нормальной регуляции клеток в ходе терапии. Фактор роста 
фибробластов FGF2 обладает широким спектром митогенной актив-
ности и стимулирует пролиферацию стромальных клеток. Нормали-
зация уровня его экспрессии в ходе терапии отражает ее эффектив-
ность и восстановление микроокружения. Были показаны стимули-
рующие эффекты инсулиноподобного фактора роста IGF, в том числе 
на бластные клетки. Кроме того, доказано повышение уровня IGF1 с 
возрастом, коррелирующее с развитием миелодисплазии. Снижение 
уровня его экспрессии отражает эффективность терапии.

В ходе терапии также показано снижение уровней экспрессии 
генов молекул клеточной адгезии. Высокая экспрессия гена VCAM 
способствует экстравазации лейкозных клеток через стенку сосуда, 
усиливает ангиогенез, а также способствует выживаемости лей-
козных клеток, взаимодействуя с VLA-4. Другая молекула адгезии 
(ICAM) регулирует миграцию клеток, а также адипогенную диф-
ференцировку ММСК. Кроме того, ICAM проявляет иммуномоду-
лирующую активность за счет подавления дифференцировки Th17-
клеток.
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ВОССТАНОВЛЕНИЕ CD4+ Т-КЛЕТОК, ЭКСПРЕССИРУЮЩИХ МОЛЕКУЛУ CD31, 
У БОЛЬНЫХ ЛИМФОПРОЛИФЕРАТИВНЫМИ ЗАБОЛЕВАНИЯМИ  

ПОСЛЕ ТРАНСПЛАНТАЦИИ ГЕМОПОЭТИЧЕСКИХ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт фундаментальной и клинической иммунологии»,  

630099, г. Новосибирск, Россия
Цель работы – исследование динамики восстановления CD4+CD45RA+CD31+ Т-клеток и ранее не опи-

санной субпопуляции CD4+CD45RA-CD31+ Т-клеток у больных лимфопролиферативными заболеваниями 
после высокодозной химиотерапии с трансплантацией аутологичных гемопоэтических стволовых кле-
ток (ауто-ТГСК). В исследование вошли 87 больных. Методом проточной цитометрии оценивали количе-
ство CD4+CD45RA+CD31+ и CD4+CD45RA-CD31+ Т-клеток перед ауто-ТГСК, на день выхода из лейкопении, 
через 6 и 12 мес после ТГСК. Относительное количество CD4+CD45RA-CD31+ T-клеток значимо повышено 
у больных по сравнению со здоровыми лицами и восстанавливается после ауто-ТГСК до исходных по-
казателей ко дню выхода из лейкопении. Посттрансплантационная лучевая терапия на область средо-
стения приводит к значимому снижению количества CD4+CD45RA+CD31+ Т-клеток и удлиняет период их 
восстановления. Облучение мягких тканей не приводит к значимому снижению этой субпопуляции кле-
ток. При изучении восстановления CD4+CD45RA+CD31+ Т-клеток методом проточной цитометрии нужно 
исключать из исследования CD31+ T-клетки памяти.

К л ю ч е в ы е  с л о в а:   тимопоэз; CD31; трансплантация гемопоэтических стволовых клеток; восстанов-
ление лимфоцитов.
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We have evaluated the dynamics of post-transplant recovery of CD4+CD45RA+CD31+ T cells and CD4+CD45RA-

CD31+T-cells in patients with lymphoproliferative diseases after high-dose chemotherapy with autologous stem 
cell transplantation (auto-HSCT). 87 patients were included in the study. The content of circulating CD4+СD31+ 
naïve and memory T-cells has been assessed with the use of flow cytometry before auto-HSCT, at the day of 
engraftment, and in 6 and 12 months. Relative amount of CD4+CD45RA-CD31+ T-cells in patients was elevated in 
comparison with healthy controls, restored rapidly following auto-HSCT and reached initially high level at the day 
of engraftment. Post-transplant mediastinal radiotherapy significantly reduced counts of CD4+CD45RA+CD31+  


