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для трансплантации. Поэтапно описано развитие технологий определения и выделения стволовых клеток, оценки их способно-для трансплантации. Поэтапно описано развитие технологий определения и выделения стволовых клеток, оценки их способно-

сти к пролиферации и дифференцировке и функциональных характеристик с помощью методов культивирования in vitro и с по-сти к пролиферации и дифференцировке и функциональных характеристик с помощью методов культивирования in vitro и с по-

мощью выращивания in vivo на животных моделях. Описаны различия стволовых клеток пуповинной крови в сравнении с други-мощью выращивания in vivo на животных моделях. Описаны различия стволовых клеток пуповинной крови в сравнении с други-

ми тканевыми источниками. Показана роль микроокружения для самообновления и дифференцировки стволовых клеток. Ис-ми тканевыми источниками. Показана роль микроокружения для самообновления и дифференцировки стволовых клеток. Ис-

следованы возможности моделирования биологических свойств стволовых клеток на примере использования векторной кон-следованы возможности моделирования биологических свойств стволовых клеток на примере использования векторной кон-

струкции на основе вируса иммунодефицита человека 1 типа, содержащей гены Notch, для регулирования пролиферации CD133струкции на основе вируса иммунодефицита человека 1 типа, содержащей гены Notch, для регулирования пролиферации CD133+ 

и CD34и CD34+ гемопоэтических стволовых клеток пуповинной крови человека. гемопоэтических стволовых клеток пуповинной крови человека.
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This article provides an overview of research evolution of umbilical cord blood as a source of hematopoietic stem cells for transplantation. This article provides an overview of research evolution of umbilical cord blood as a source of hematopoietic stem cells for transplantation. 

Phased developments of the technology of stem cells detection and selection, their proliferation, differentiation and function assessment Phased developments of the technology of stem cells detection and selection, their proliferation, differentiation and function assessment 

using cultivation in vitro and in vivo in animal model was described. Differences of cord blood stem cells in comparison with those from other using cultivation in vitro and in vivo in animal model was described. Differences of cord blood stem cells in comparison with those from other 

sources were described. The role of microenvironment for stem cells self-renewal and differentiation is shown. The possibility of stem cells sources were described. The role of microenvironment for stem cells self-renewal and differentiation is shown. The possibility of stem cells 

biological properties modeling on example of using a vector based on HIV type 1 containing Notch genes, to regulate CD133biological properties modeling on example of using a vector based on HIV type 1 containing Notch genes, to regulate CD133+ and CD34 and CD34+ 

cord blood stem cells proliferation is shown.cord blood stem cells proliferation is shown.
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Первая трансплантация клеток пуповинной Первая трансплантация клеток пуповинной 
крови была проведена в октябре 1988 г. Реципи-крови была проведена в октябре 1988 г. Реципи-
ент — 6-летний мальчик, которому ввели пуповин-ент — 6-летний мальчик, которому ввели пуповин-
ную кровь его сестры [1], — лечился по поводу гема-ную кровь его сестры [1], — лечился по поводу гема-
тологических проявлений анемии Фанкони, выжил тологических проявлений анемии Фанкони, выжил 
и хорошо себя чувствовал более 16 лет после транс-и хорошо себя чувствовал более 16 лет после транс-
плантации. Эта операция, так же как и последую-плантации. Эта операция, так же как и последую-
щие трансплантации пуповинной крови по поводу щие трансплантации пуповинной крови по поводу 
анемии Фанкони [2–4], ювенильного хронического анемии Фанкони [2–4], ювенильного хронического 
миелолейкоза [5] и других злокачественных и незло-миелолейкоза [5] и других злокачественных и незло-
качественных заболеваний [6] проводились клетка-качественных заболеваний [6] проводились клетка-
ми от HLA-совместимого донора-сиблинга. До на-ми от HLA-совместимого донора-сиблинга. До на-
стоящего времени было проведено более 8000 род-стоящего времени было проведено более 8000 род-
ственных и неродственных трансплантаций, при ко-ственных и неродственных трансплантаций, при ко-
торых использовалась полностью (шесть шестых) торых использовалась полностью (шесть шестых) 
или частично (пять шестых, четыре шестых и три или частично (пять шестых, четыре шестых и три 
шестых) HLA-совместимая пуповинная кровь [1–6]. шестых) HLA-совместимая пуповинная кровь [1–6]. 
Клинические результаты обнадеживают, и нет со-Клинические результаты обнадеживают, и нет со-
мнений, что пуповинная кровь содержит долго жи-мнений, что пуповинная кровь содержит долго жи-

вущие, способные восстанавливать популяцию кост-вущие, способные восстанавливать популяцию кост-
ного мозга, стволовые клетки. Они могут быть ис-ного мозга, стволовые клетки. Они могут быть ис-
пользованы для лечения ряда злокачественных и не-пользованы для лечения ряда злокачественных и не-
злокачественных заболеваний.злокачественных заболеваний.

Однако существует ряд проблем, которые не-Однако существует ряд проблем, которые не-
обходимо преодолеть для частого использования обходимо преодолеть для частого использования 
трансплантаций пуповинной крови у взрослых и де-трансплантаций пуповинной крови у взрослых и де-
тей с большей массой тела. Большинство процедур тей с большей массой тела. Большинство процедур 
трансплантаций пуповинной крови проведено у де-трансплантаций пуповинной крови проведено у де-
тей, и, хотя описано успешное приживление у взрос-тей, и, хотя описано успешное приживление у взрос-
лых и детей с большой массой тела, количество кле-лых и детей с большой массой тела, количество кле-
ток, собранных при одной процедуре сбора пупо-ток, собранных при одной процедуре сбора пупо-
винной крови, рассматривается недостаточным для винной крови, рассматривается недостаточным для 
большинства взрослых.большинства взрослых.

Усилия исследователей были направлены на Усилия исследователей были направлены на 
компенсацию лимитирующего количества собран-компенсацию лимитирующего количества собран-
ных клеток пуповинной крови. Среди них попытки ных клеток пуповинной крови. Среди них попытки 
ex vivoex vivo экспансии гемопоэтических стволовых кле- экспансии гемопоэтических стволовых кле-
ток (ГСК) из пуповинной крови. Клинические экс-ток (ГСК) из пуповинной крови. Клинические экс-
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ловых или клеток-предшественников, хотя распре-ловых или клеток-предшественников, хотя распре-
деление плотности CD34 антигенов на поверхности деление плотности CD34 антигенов на поверхности 
клеток иногда используется в этом отношении. Клет-клеток иногда используется в этом отношении. Клет-
ки, экспрессирующие наибольшую плотность CD34 ки, экспрессирующие наибольшую плотность CD34 
антигена (CD34антигена (CD34++++++), соответствуют популяции кле-), соответствуют популяции кле-
ток, высоко обогащенной самыми ранними клетка-ток, высоко обогащенной самыми ранними клетка-
ми [10]. Для оценки степени зрелости клетки исполь-ми [10]. Для оценки степени зрелости клетки исполь-
зуются и другие поверхностные клеточные маркеры, зуются и другие поверхностные клеточные маркеры, 
включая CD38 [12], Thy1 [13], c-включая CD38 [12], Thy1 [13], c-kitkit [14] и Flt3/Flk-2  [14] и Flt3/Flk-2 
[15, 16], а также суправитальная окраска родами-[15, 16], а также суправитальная окраска родами-
ном-123 [17, 18]. Комбинированное использование ном-123 [17, 18]. Комбинированное использование 
этих маркеров является наиболее информативным этих маркеров является наиболее информативным 
для определения подтипов стволовых и клеток-для определения подтипов стволовых и клеток-
предшественников. Так, CD34предшественников. Так, CD34+-клетки, являющи--клетки, являющи-
еся также CD38еся также CD38–, Thy1, Thy1lowlow, c-, c-kitkit+, Flt3, Flt3+ и/или родамин- и/или родамин-
123123lowlow, рассматриваются как наиболее ранние клетки , рассматриваются как наиболее ранние клетки 
в процессе развития. Популяция CD34в процессе развития. Популяция CD34+CD38CD38+-клеток -клеток 
содержит более зрелые клетки-предшественники, содержит более зрелые клетки-предшественники, 
чем те, которые найдены в CD34чем те, которые найдены в CD34+CD38CD38–-популяции. -популяции. 
Фенотипическое считывание клеточных типов явля-Фенотипическое считывание клеточных типов явля-
ется более быстрым, чем функциональные исследо-ется более быстрым, чем функциональные исследо-
вания, например, измерение пролиферативной спо-вания, например, измерение пролиферативной спо-
собности. Кроме того, фенотипирование служит собности. Кроме того, фенотипирование служит 
важным инструментом для физической сепарации важным инструментом для физической сепарации 
и очистки популяций и субпопуляций этих клеток, и очистки популяций и субпопуляций этих клеток, 
однако фенотипирование имеет свойственные ему однако фенотипирование имеет свойственные ему 
ограничения. Фенотип не обеспечивает достовер-ограничения. Фенотип не обеспечивает достовер-
ной информации относительно способности клеток ной информации относительно способности клеток 
к самообновлению, пролиферации или дифференци-к самообновлению, пролиферации или дифференци-
ровке, если фенотипический анализ не проводится в ровке, если фенотипический анализ не проводится в 
комбинации с функциональным исследованием кле-комбинации с функциональным исследованием кле-
ток в пределах типируемой популяции, кроме того, ток в пределах типируемой популяции, кроме того, 
фенотипы не всегда устойчиво экспрессируются. От-фенотипы не всегда устойчиво экспрессируются. От-
мечено, что ГСК и клетки-предшественники могут мечено, что ГСК и клетки-предшественники могут 
также быть найдены в популяции CD34также быть найдены в популяции CD34–-клеток [19–-клеток [19–
21]. Ситуация относительно CD3421]. Ситуация относительно CD34+ против CD34 против CD34– ха- ха-
рактеристик стволовых и клеток-предшественников рактеристик стволовых и клеток-предшественников 
осложняется индуцируемостью и вариабельностью осложняется индуцируемостью и вариабельностью 
CD34-антигенов на клетках [22]. Кроме того, после CD34-антигенов на клетках [22]. Кроме того, после 
проведения экспансии проведения экспансии ex vivoex vivo многие предшествен- многие предшествен-
ники не экспрессируют CD34-антигены [23]. Фено-ники не экспрессируют CD34-антигены [23]. Фено-
типические маркеры полезны, пока исследователи типические маркеры полезны, пока исследователи 
учитывают ограничения в их использовании. Ство-учитывают ограничения в их использовании. Ство-
ловые и клетки-предшественники в свежевыделен-ловые и клетки-предшественники в свежевыделен-
ной пуповинной крови экспрессируют, вероятно, ной пуповинной крови экспрессируют, вероятно, 
главным образом те же фенотипические маркеры, главным образом те же фенотипические маркеры, 
как и эти клетки в костном мозге взрослых, исклю-как и эти клетки в костном мозге взрослых, исклю-
чая экспрессию HLA-DR-антигенов, которая, веро-чая экспрессию HLA-DR-антигенов, которая, веро-
ятно, отсутствует или экспрессируется на очень низ-ятно, отсутствует или экспрессируется на очень низ-
ком уровне на примитивных клетках костного мозга, ком уровне на примитивных клетках костного мозга, 
но высоко экспрессируется на примитивных клетках но высоко экспрессируется на примитивных клетках 
пуповинной крови [17, 24].пуповинной крови [17, 24].

Молекулярное фенотипирование стволовых Молекулярное фенотипирование стволовых 
и клеток-предшественников находится в процессе и клеток-предшественников находится в процессе 
разработки [25–28] и может, в конечном итоге, по-разработки [25–28] и может, в конечном итоге, по-
зволить более точную характеристику, чем поверх-зволить более точную характеристику, чем поверх-
ностное фенотипирование.ностное фенотипирование.

перименты в направлении перименты в направлении ex vivoex vivo экспансии стволо- экспансии стволо-
вых клеток не внушают оптимизма, что связано с ре-вых клеток не внушают оптимизма, что связано с ре-
шением вопроса, можно ли подвергнуть экспансии шением вопроса, можно ли подвергнуть экспансии 
или даже поддерживать жизнедеятельность клеток, или даже поддерживать жизнедеятельность клеток, 
обладающих долговременной способностью восста-обладающих долговременной способностью восста-
навливать популяцию клеток костного мозга, при навливать популяцию клеток костного мозга, при 
условиях культивирования, которые, как известно, условиях культивирования, которые, как известно, 
необходимы для экспансии более зрелых пролифе-необходимы для экспансии более зрелых пролифе-
рирующих клеток в пределах категории стволовых рирующих клеток в пределах категории стволовых 
клеток. Для продвижения вперед исследований по клеток. Для продвижения вперед исследований по 
ex vivoex vivo экспансии, без сомнения, необходимо лучшее  экспансии, без сомнения, необходимо лучшее 
понимание ростовых характеристик стволовых кле-понимание ростовых характеристик стволовых кле-
ток и того, что регулирует их пролиферацию, само-ток и того, что регулирует их пролиферацию, само-
обновление и выживаемость.обновление и выживаемость.

Продукция клеток крови представляет собой Продукция клеток крови представляет собой 
иерархию стволовых и коммитированных клеток-иерархию стволовых и коммитированных клеток-
предшественников, продуцируемую конвейер-предшественников, продуцируемую конвейер-
ным способом [7]. Самые ранние, наиболее незре-ным способом [7]. Самые ранние, наиболее незре-
лые клетки имеют наибольший потенциал самооб-лые клетки имеют наибольший потенциал самооб-
новления и долговременную способность к восста-новления и долговременную способность к восста-
новлению популяции костного мозга. В популяции новлению популяции костного мозга. В популяции 
стволовых клеток существуют и другие клетки, но стволовых клеток существуют и другие клетки, но 
они имеют меньшую способность к самообновле-они имеют меньшую способность к самообновле-
нию или существуют среди компартмента впослед-нию или существуют среди компартмента впослед-
ствии развивающихся клеток-предшественников. ствии развивающихся клеток-предшественников. 
Эти клетки обладают кратковременной способно-Эти клетки обладают кратковременной способно-
стью к восстановлению популяции костного моз-стью к восстановлению популяции костного моз-
га. га. В костном мозге взрослых стволовые клетки  костном мозге взрослых стволовые клетки 
и клетки-предшественники присутствуют в кон-и клетки-предшественники присутствуют в кон-
центрации менее чем 1/1000 — 1/10 000, но, вероят-центрации менее чем 1/1000 — 1/10 000, но, вероят-
но, в пуповинной крови их концентрация несколь-но, в пуповинной крови их концентрация несколь-
ко больше [8]. В настоящее время имеется 2 пути для ко больше [8]. В настоящее время имеется 2 пути для 
характеристики ГСК и клеток-предшественников. характеристики ГСК и клеток-предшественников. 
Один путь — с помощью фенотипических марке-Один путь — с помощью фенотипических марке-
ров, которые распознают компоненты поверхности ров, которые распознают компоненты поверхности 
клеток, например, антигены кластеров дифферен-клеток, например, антигены кластеров дифферен-
цировки (cluster of differentiation antigens — CD). Од-цировки (cluster of differentiation antigens — CD). Од-
нако фенотип не всегда повторяет функцию клеток, нако фенотип не всегда повторяет функцию клеток, 
особенно после их культивирования особенно после их культивирования ex vivoex vivo. Другим . Другим 
путем является характеристика этих клеток через путем является характеристика этих клеток через 
функциональную активность — способность ство-функциональную активность — способность ство-
ловых и клеток-предшественников формировать по-ловых и клеток-предшественников формировать по-
томство.томство.

Фенотип, оцененный с помощью поверхностных
клеточных маркеров
Наиболее используемым фенотипическим Наиболее используемым фенотипическим 

маркером для человеческих стволовых и клеток-маркером для человеческих стволовых и клеток-
предшественников является CD34 — гликофосфо-предшественников является CD34 — гликофосфо-
протеин [9, 10], однако о его функции известно очень протеин [9, 10], однако о его функции известно очень 
немного. Хотя CD34 и используется в качестве важного немного. Хотя CD34 и используется в качестве важного 
клинического маркера ГСК, он также найден на клет-клинического маркера ГСК, он также найден на клет-
ках, которые не являются стволовыми или клетками-ках, которые не являются стволовыми или клетками-
предшественниками (например, эндотелиальные предшественниками (например, эндотелиальные 
клетки) [11]. Само по себе наличие CD34 не отлича-клетки) [11]. Само по себе наличие CD34 не отлича-
ет стволовые клетки от клеток-предшественников, ет стволовые клетки от клеток-предшественников, 
или даже подтипы клеток в пределах категории ство-или даже подтипы клеток в пределах категории ство-
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Оценка пролиферации, дифференцировки и функции 
клеток с помощью методов культивирования in vitro
Имеется несколько путей для функциональ-Имеется несколько путей для функциональ-

ной оценки ГСК. Для коммитированных клеток-ной оценки ГСК. Для коммитированных клеток-
предшественников и более зрелых подтипов стволо-предшественников и более зрелых подтипов стволо-
вых клеток (тех, которые, вероятно, не имеют долго-вых клеток (тех, которые, вероятно, не имеют долго-
временной способности к восстановлению популя-временной способности к восстановлению популя-
ции ции in vivoin vivo) используют методы роста клеток в полу-) используют методы роста клеток в полу-
твердой питательной среде, типа агара, агарозы или твердой питательной среде, типа агара, агарозы или 
метилцеллюлозы, или в суспензионной среде [29, 30]. метилцеллюлозы, или в суспензионной среде [29, 30]. 
Полутвердые питательные среды позволяют полу-Полутвердые питательные среды позволяют полу-
чить характерные колонии. Эти колонии происходят чить характерные колонии. Эти колонии происходят 
из отдельных клеток, которые являются стволовы-из отдельных клеток, которые являются стволовы-
ми клетками с ограниченной способностью к само-ми клетками с ограниченной способностью к само-
обновлению или клетками-предшественниками [10, обновлению или клетками-предшественниками [10, 
31, 32]. Стволовая клетка/клетка-предшественница, 31, 32]. Стволовая клетка/клетка-предшественница, 
дающая начало колонии, может быть распознана по дающая начало колонии, может быть распознана по 
дифференцированному потомству в колонии. Ана-дифференцированному потомству в колонии. Ана-
лиз колоний позволяет идентифицировать клетки, лиз колоний позволяет идентифицировать клетки, 
называемые стволовыми клетками, колониеформи-называемые стволовыми клетками, колониеформи-
рующие клетки с высоким пролиферативным потен-рующие клетки с высоким пролиферативным потен-
циалом (HPP-CFC), мультипотентные колониефор-циалом (HPP-CFC), мультипотентные колониефор-
мирующие единицы (CFU-GEMM) и более линей-мирующие единицы (CFU-GEMM) и более линей-
но ограниченные предшественники типа CFU-GM но ограниченные предшественники типа CFU-GM 
(способность к гранулоцитарной и макрофагальной (способность к гранулоцитарной и макрофагальной 
дифференцировке), CFU-G (способность к грану-дифференцировке), CFU-G (способность к грану-
лоцитарной дифференцировке), CFU-M (способ-лоцитарной дифференцировке), CFU-M (способ-
ность к макрофагальной дифференцировке), CFU-ность к макрофагальной дифференцировке), CFU-
Mega (способность к мегакариоцитарной диффе-Mega (способность к мегакариоцитарной диффе-
ренцировке) и BFU-E (бурст-формирующая едини-ренцировке) и BFU-E (бурст-формирующая едини-
ца — эритроидная, способная к эритроидной диффе-ца — эритроидная, способная к эритроидной диффе-
ренцировке). Способность пересаживать отдельные ренцировке). Способность пересаживать отдельные 
колонии с одной чашки на другую с развитием вто-колонии с одной чашки на другую с развитием вто-
ричных колоний предоставляет оценку способности ричных колоний предоставляет оценку способности 
к самообновлению первоначальной клетки, кото-к самообновлению первоначальной клетки, кото-
рая дала начало первичной колонии, особенно ког-рая дала начало первичной колонии, особенно ког-
да и первичная и вторичная колонии являются муль-да и первичная и вторичная колонии являются муль-
тилинейными. Репопуляция стволово-клеточных тилинейными. Репопуляция стволово-клеточных 
и HPP-CFC колоний помещает эти клетки в кате-и HPP-CFC колоний помещает эти клетки в кате-
горию стволовых клеток. Хотя CFU-GEMM, CFU-горию стволовых клеток. Хотя CFU-GEMM, CFU-
GM, CFU-G, CFU-M, CFU-Mega и BFU-E рассма-GM, CFU-G, CFU-M, CFU-Mega и BFU-E рассма-
триваются как клетки-предшественники без способ-триваются как клетки-предшественники без способ-
ности к самообновлению, имеются признаки, что ности к самообновлению, имеются признаки, что 
некоторые подтипы CFU-GEMM могут быть отне-некоторые подтипы CFU-GEMM могут быть отне-
сены скорее к более поздней, более зрелой категории сены скорее к более поздней, более зрелой категории 
стволовых клеток, чем к категории ранних клеток-стволовых клеток, чем к категории ранних клеток-
предшественников [31, 32].предшественников [31, 32].

Пуповинная кровь содержит более высокую Пуповинная кровь содержит более высокую 
концентрацию стволовых клеток, чем костный мозг концентрацию стволовых клеток, чем костный мозг 
взрослых [8, 32]. Подсчет концентрации основывал-взрослых [8, 32]. Подсчет концентрации основывал-
ся на количестве образованных колоний относи-ся на количестве образованных колоний относи-
тельно количества посаженных клеток. Фактически тельно количества посаженных клеток. Фактически 
это была оценка количества CFU-GEMM, BFU-E это была оценка количества CFU-GEMM, BFU-E 
и CFU-GM предшественников, которая привела и CFU-GM предшественников, которая привела 
к возникновению предположения, что пуповинная к возникновению предположения, что пуповинная 
кровь может служить источником пересаживаемых кровь может служить источником пересаживаемых 
клеток, и что она может использоваться с этой целью клеток, и что она может использоваться с этой целью 

у взрослых, так же как у детей [8]. Кроме того, про-у взрослых, так же как у детей [8]. Кроме того, про-
лиферативная способность [8, 10, 32, 33] и способ-лиферативная способность [8, 10, 32, 33] и способ-
ность к восстановлению гемопоэза [10, 31, 32] этих ность к восстановлению гемопоэза [10, 31, 32] этих 
типов клеток в пуповинной крови, вероятно, выше, типов клеток в пуповинной крови, вероятно, выше, 
чем в костном мозге.чем в костном мозге.

Анализы с долговременными культурами кле-Анализы с долговременными культурами кле-
ток в суспензионной среде, в которых рост клеток ток в суспензионной среде, в которых рост клеток 
поддерживается компонентами стромальных клетокподдерживается компонентами стромальных клеток
и/или цитокинами, также демонстрируют росто-и/или цитокинами, также демонстрируют росто-
вые характеристики клеток пуповинной крови [23, вые характеристики клеток пуповинной крови [23, 
32, 35, 36]. Клетки, инициирующие долговремен-32, 35, 36]. Клетки, инициирующие долговремен-
ные культуры (LT-CIC), которые могут быть распо-ные культуры (LT-CIC), которые могут быть распо-
знаны с помощью долговременных клеточных куль-знаны с помощью долговременных клеточных куль-
тур, растущих с поддержкой стромальных клеток или тур, растущих с поддержкой стромальных клеток или 
комбинации экзогенно добавляемых цитокинов, комбинации экзогенно добавляемых цитокинов, 
идентифицируют клеточную популяцию более ран-идентифицируют клеточную популяцию более ран-
нюю и более примитивную, чем таковая HPP-CFC, нюю и более примитивную, чем таковая HPP-CFC, 
CFU-GEMM, BFU-E, CFU-GM, CFU-G, CFU-M CFU-GEMM, BFU-E, CFU-GM, CFU-G, CFU-M 
и CFU-Mega [7, 30]. Однако доказательства того, что и CFU-Mega [7, 30]. Однако доказательства того, что 
LT-CIC являются эквивалентными наиболее ранним LT-CIC являются эквивалентными наиболее ранним 
ГСК, не убедительны. Углубленный анализ LT-CIC ГСК, не убедительны. Углубленный анализ LT-CIC 
показал, что CD34показал, что CD34+CD38CD38–-клетки пуповинной кро--клетки пуповинной кро-
ви имеют более высокую клоногенную эффектив-ви имеют более высокую клоногенную эффектив-
ность, быстрее пролиферируют в ответ на стимуля-ность, быстрее пролиферируют в ответ на стимуля-
цию цитокинами и генерируют почти в 7 раз боль-цию цитокинами и генерируют почти в 7 раз боль-
ше потомков, чем их костномозговые партнеры [12].ше потомков, чем их костномозговые партнеры [12].

Функция, оцененная с помощью выращивания клеток 
in vivo на животных моделях
Стволовые клетки, обладающие способностью Стволовые клетки, обладающие способностью 

долговременного восстановления популяции кост-долговременного восстановления популяции кост-
ного мозга, были определены и с помощью иссле-ного мозга, были определены и с помощью иссле-
дований, использующих животные модели дований, использующих животные модели in vivoin vivo. . 
В этих моделях оценивается долговременная спо-В этих моделях оценивается долговременная спо-
собность восстановления популяции донорски-собность восстановления популяции донорски-
ми клетками, введенными мышам, облученным ле-ми клетками, введенными мышам, облученным ле-
тально при некомпетентном микроокружении, или тально при некомпетентном микроокружении, или 
с добавлением клеток от сингенных мышей [7, 32]. с добавлением клеток от сингенных мышей [7, 32]. 
Имеется возможность использования Имеется возможность использования in vivoin vivo мо- мо-
делей, использующих в качестве реципиентов для делей, использующих в качестве реципиентов для 
приживления человеческих клеток мышей с различ-приживления человеческих клеток мышей с различ-
ными формами тяжелого комбинированного имму-ными формами тяжелого комбинированного имму-
нодефицита (ТКИН, англ. SCID), при исследовании нодефицита (ТКИН, англ. SCID), при исследовании 
человеческих стволовых клеток [32, 37–39]. В этих человеческих стволовых клеток [32, 37–39]. В этих 
моделях пуповинная кровь, вероятно, имеет более моделях пуповинная кровь, вероятно, имеет более 
высокую способность к приживлению, чем клетки высокую способность к приживлению, чем клетки 
костного мозга взрослого. Эти человеческие SCID-костного мозга взрослого. Эти человеческие SCID-
восстанавливающие клетки (SRC) найдены только восстанавливающие клетки (SRC) найдены только 
во фракции клеток, экспрессирующих высокий уро-во фракции клеток, экспрессирующих высокий уро-
вень CD34-антигена и не имеющих CD38-антигена вень CD34-антигена и не имеющих CD38-антигена 
на своей клеточной поверхности [37]. Концентрация на своей клеточной поверхности [37]. Концентрация 
SRC в пуповинной крови при определении с помо-SRC в пуповинной крови при определении с помо-
щью анализа с ограниченным разведением состав-щью анализа с ограниченным разведением состав-
ляет 1 на 9,3 ляет 1 на 9,3  10 105 клеток, что значительно выше, чем  клеток, что значительно выше, чем 
концентрация (1 SRC на 3 концентрация (1 SRC на 3  10 106 клеток) в костном  клеток) в костном 
мозге взрослого или 1 на 6 мозге взрослого или 1 на 6  10 106 мобилизованных ро- мобилизованных ро-
стовым фактором клеток периферической крови от стовым фактором клеток периферической крови от 
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здорового донора [39]. Тот факт, что имеется толь-здорового донора [39]. Тот факт, что имеется толь-
ко около 1 SRC на 600 CD34ко около 1 SRC на 600 CD34+CD38CD38–-клеток [37], еще -клеток [37], еще 
более подчеркивает необходимость добавления к фе-более подчеркивает необходимость добавления к фе-
нотипическому анализу функциональной оценки нотипическому анализу функциональной оценки 
с количественной целью. SCID-восстанавливающие с количественной целью. SCID-восстанавливающие 
клетки найдены среди CD34клетки найдены среди CD34+CD38CD38–-популяции кле--популяции кле-
ток, но только небольшая часть CD34ток, но только небольшая часть CD34+CD38CD38–-клеток -клеток 
имеет функциональные характеристики SRC. Срав-имеет функциональные характеристики SRC. Срав-
нение стволовых клеток, ответственных за восста-нение стволовых клеток, ответственных за восста-
новление популяции у NOD-SCID мышей, с таковы-новление популяции у NOD-SCID мышей, с таковы-
ми при аутологичной трансплантации у облученных ми при аутологичной трансплантации у облученных 
павианов, свидетельствует о том, что у NOD-SCID павианов, свидетельствует о том, что у NOD-SCID 
мышей за восстановление популяции ответствен-мышей за восстановление популяции ответствен-
ны другие ГСК и клетки-предшественники по срав-ны другие ГСК и клетки-предшественники по срав-
нению с нечеловекообразными приматами [40]. Од-нению с нечеловекообразными приматами [40]. Од-
нако различия могут быть связаны с разным типом нако различия могут быть связаны с разным типом 
трансплантации (ксеногенная против аутологич-трансплантации (ксеногенная против аутологич-
ной). Жизненно важную роль в способности к при-ной). Жизненно важную роль в способности к при-
живлению стволовых клетокживлению стволовых клеток  играетиграет  хоуминг-эффект, хоуминг-эффект, 
и возможно, количество человеческих SRC, опреде-и возможно, количество человеческих SRC, опреде-
ленное с помощью NOD-SCID мышей, было недоо-ленное с помощью NOD-SCID мышей, было недоо-
ценено. При использовании внутрибедренных инъ-ценено. При использовании внутрибедренных инъ-
екций стволовых клеток у мышей было продемон-екций стволовых клеток у мышей было продемон-
стрировано увеличение количества стволовых клеток стрировано увеличение количества стволовых клеток 
при инфузии различных типов клетокпри инфузии различных типов клеток  [41], что, оче-[41], что, оче-
видно, раскрыло уникальный компартмент челове-видно, раскрыло уникальный компартмент челове-
ческих стволовых клеток пуповинной крови с крат-ческих стволовых клеток пуповинной крови с крат-
ковременной способностью восстанавливать попу-ковременной способностью восстанавливать попу-
ляцию клеток костного мозга у мышей [42].ляцию клеток костного мозга у мышей [42].

Стволовые клетки пуповинной крови в сравнении 
с другими тканевыми источниками
Все используемые исследования свидетельству-Все используемые исследования свидетельству-

ют о повышенной концентрации ранних незрелых ют о повышенной концентрации ранних незрелых 
ГСК в пуповинной крови по сравнению с кост-ГСК в пуповинной крови по сравнению с кост-
ным мозгом взрослых. Однако пока нет никаких ным мозгом взрослых. Однако пока нет никаких 
доказательств наличия истинных уникальных осо-доказательств наличия истинных уникальных осо-
бенностей стволовых/клеток-предшественников бенностей стволовых/клеток-предшественников 
пуповинной крови по сравнению с такими же пуповинной крови по сравнению с такими же 
клетками костного мозга. Незрелость клеток пупо-клетками костного мозга. Незрелость клеток пупо-
винной крови со стволово-клеточным фенотипом винной крови со стволово-клеточным фенотипом 
документирована с помощью генетических иссле-документирована с помощью генетических иссле-
дований с использованием определения длины те-дований с использованием определения длины те-
ломеры [43]. Исследования с мышиными клетка-ломеры [43]. Исследования с мышиными клетка-
ми, наилучшим образом приживляющимися у мы-ми, наилучшим образом приживляющимися у мы-
шей, наилучшим образом удовлетворяют гипотезе шей, наилучшим образом удовлетворяют гипотезе 
о том, что отдельные стволовые клетки из костного о том, что отдельные стволовые клетки из костного 
мозга взрослого, крови плода на поздних стадиях мозга взрослого, крови плода на поздних стадиях 
развития или крови новорожденного — все проду-развития или крови новорожденного — все проду-
цируют сходные фракции лимфоидных и эритро-цируют сходные фракции лимфоидных и эритро-
идных клеток [44]. Эти результаты свидетельству-идных клеток [44]. Эти результаты свидетельству-
ют скорее о более высокой концентрации более ют скорее о более высокой концентрации более 
незрелых клеток, чем о наличии популяции кле-незрелых клеток, чем о наличии популяции кле-
ток, уникальных для пуповинной крови.ток, уникальных для пуповинной крови.

Хотя примитивные клетки пуповинной крови Хотя примитивные клетки пуповинной крови 
в категории стволовых/клеток-предшественников в категории стволовых/клеток-предшественников 
имеют большую способность к пролиферации [8, имеют большую способность к пролиферации [8, 

10], анализ кинетики клеточного цикла продемон-10], анализ кинетики клеточного цикла продемон-
стрировал, что при выделении из пуповинной кро-стрировал, что при выделении из пуповинной кро-
ви сразу после рождения ребенка эти клетки нахо-ви сразу после рождения ребенка эти клетки нахо-
дятся в очень медленном или неделящемся состо-дятся в очень медленном или неделящемся состо-
янии [34, 45]. Это показано с помощью методики янии [34, 45]. Это показано с помощью методики 
нейтрализации меченного тритием тимидина в со-нейтрализации меченного тритием тимидина в со-
четании с анализом колоний, а также путем про-четании с анализом колоний, а также путем про-
точной цитометрии клеток с определенным фено-точной цитометрии клеток с определенным фено-
типом. Это резко контрастирует с относительно вы-типом. Это резко контрастирует с относительно вы-
соким пролиферативным показателем этих клеток соким пролиферативным показателем этих клеток 
в костном мозге. Клетки пуповинной крови внача-в костном мозге. Клетки пуповинной крови внача-
ле находятся в медленном или нециклическом со-ле находятся в медленном или нециклическом со-
стоянии, но они быстро отвечают на стимуляцию стоянии, но они быстро отвечают на стимуляцию 
ростовыми факторами своей пролиферацией [8, ростовыми факторами своей пролиферацией [8, 
10, 34, 45]. Именно этот быстрый ответ на стимуля-10, 34, 45]. Именно этот быстрый ответ на стимуля-
цию прямо ассоциирован с увеличенной экспанси-цию прямо ассоциирован с увеличенной экспанси-
ей этих клеток ей этих клеток ex vivoex vivo.

Микроокружение и факторы самообновления
Пролиферация, самообновление, продолжи-Пролиферация, самообновление, продолжи-

тельность жизни и дифференцировка ГСК и клеток-тельность жизни и дифференцировка ГСК и клеток-
предшественников, вероятно, регулируются их ми-предшественников, вероятно, регулируются их ми-
кроокружением. В костном мозге взрослых микро-кроокружением. В костном мозге взрослых микро-
окружение составлено из гемопоэтических и неге-окружение составлено из гемопоэтических и неге-
мопоэтических стромальных клеток. В проведенных мопоэтических стромальных клеток. В проведенных 
исследованиях по определению регуляторных ком-исследованиях по определению регуляторных ком-
понентов в пределах интактной структуры микро-понентов в пределах интактной структуры микро-
окружения было выявлено, что остеобласты явля-окружения было выявлено, что остеобласты явля-
ются регуляторным компонентом ниши ГСК ются регуляторным компонентом ниши ГСК in vivoin vivo 
и влияют на функцию этих незрелых ГСК через ак-и влияют на функцию этих незрелых ГСК через ак-
тивацию Notch [46] и через костный морфогенетиче-тивацию Notch [46] и через костный морфогенетиче-
ский протеин [47]. Клетки и ростовые факторы, во-ский протеин [47]. Клетки и ростовые факторы, во-
влеченные в развитие костей, были предварительно влеченные в развитие костей, были предварительно 
связаны с регуляцией гемопоэтических клеток-связаны с регуляцией гемопоэтических клеток-
предшественников [48, 49].предшественников [48, 49].

Все больше доказательств существования в пост-Все больше доказательств существования в пост-
натальном периоде гемангиобласта, который дает натальном периоде гемангиобласта, который дает 
начало и крови, и кровеносным сосудам, хотя они начало и крови, и кровеносным сосудам, хотя они 
еще не окончательные [50–52]. Информация отно-еще не окончательные [50–52]. Информация отно-
сительно регуляции роста подразумеваемого взрос-сительно регуляции роста подразумеваемого взрос-
лого гемангиобласта должна также пролить свет на лого гемангиобласта должна также пролить свет на 
рост и дифференцировку ГСК.рост и дифференцировку ГСК.

Цитокины, хемокины и их рецепторы, действую-Цитокины, хемокины и их рецепторы, действую-
щие в одиночестве или в комбинации, осуществляют щие в одиночестве или в комбинации, осуществляют 
регуляцию пролиферации миелоидных клеток-регуляцию пролиферации миелоидных клеток-
предшественников [53, 54]; они осуществляют кон-предшественников [53, 54]; они осуществляют кон-
троль клеточного цикла и, по существу, контроль-троль клеточного цикла и, по существу, контроль-
ных точек клеточного цикла [55]. Цитокины и вну-ных точек клеточного цикла [55]. Цитокины и вну-
триклеточные сигнальные молекулы, вовлеченные триклеточные сигнальные молекулы, вовлеченные 
в пролиферацию и/или самообновление ГСК, вклю-в пролиферацию и/или самообновление ГСК, вклю-
чают следующие лиганды и их рецепторы: фактор чают следующие лиганды и их рецепторы: фактор 
стволовых клеток/steel-фактор/c-стволовых клеток/steel-фактор/c-kitkit [56], Flt3 лиганд  [56], Flt3 лиганд 
[56], Notch лиганды/Notch [57–63] и Wnt3a/Frizzled [56], Notch лиганды/Notch [57–63] и Wnt3a/Frizzled 
[64, 65]. Задействованные внутриклеточные молеку-[64, 65]. Задействованные внутриклеточные молеку-
лы включают: p21лы включают: p21cip1/waf1cip1/waf1 [66], Hox B4/PBX1 [67-69],  [66], Hox B4/PBX1 [67-69], 
Bmi-1 [70] и мембранный белок mKirre, происходя-Bmi-1 [70] и мембранный белок mKirre, происходя-
щий из стромальных клеток [71]. Представляет инте-щий из стромальных клеток [71]. Представляет инте-
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рес, что Nanog [72, 74], Stat3 [75, 76] и Hex [77] уча-рес, что Nanog [72, 74], Stat3 [75, 76] и Hex [77] уча-
ствовали в росте и дифференцировке эмбриональ-ствовали в росте и дифференцировке эмбриональ-
ных стволовых клеток. Возможно, что внутрикле-ных стволовых клеток. Возможно, что внутрикле-
точные молекулы, вовлеченные в регуляцию эм-точные молекулы, вовлеченные в регуляцию эм-
бриональных стволовых клеток и гемопоэтических бриональных стволовых клеток и гемопоэтических 
клеток-предшественников, могут также играть роль клеток-предшественников, могут также играть роль 
в пролиферации и/или самообновлении ГСК. Так, в пролиферации и/или самообновлении ГСК. Так, 
Stat3 связан с регуляцией гемопоэза [78], а фосфори-Stat3 связан с регуляцией гемопоэза [78], а фосфори-
лирование серина в Stat3 связано с пролиферацией лирование серина в Stat3 связано с пролиферацией 
клеток-предшественников в ответ на комбинирован-клеток-предшественников в ответ на комбинирован-
ную стимуляцию steel-фактором и гранулоцитарно-ную стимуляцию steel-фактором и гранулоцитарно-
макрофагальным колониестимулирующим факто-макрофагальным колониестимулирующим факто-
ром (ГМ-КСФ) или интерлейкином-3 (IL-3) [79]. ром (ГМ-КСФ) или интерлейкином-3 (IL-3) [79]. 
Экспрессия Hex ассоциирована с усилением про-Экспрессия Hex ассоциирована с усилением про-
лиферации миелоидных клеток-предшественников лиферации миелоидных клеток-предшественников 
[80], Stat5 является важным для Flt3 лиганда при си-[80], Stat5 является важным для Flt3 лиганда при си-
нергичной стимуляции миелоидных предшествен-нергичной стимуляции миелоидных предшествен-
ников [81]. Внутриклеточная сигнальная молеку-ников [81]. Внутриклеточная сигнальная молеку-
ла SHIP вовлечена в регуляцию гемопоэтических ла SHIP вовлечена в регуляцию гемопоэтических 
клеток-предшественников [82] и ГСК [83].клеток-предшественников [82] и ГСК [83].

Другие цитокины, которые могут влиять на Другие цитокины, которые могут влиять на 
пролиферацию стволовых клеток и/или само-пролиферацию стволовых клеток и/или само-
обновление — это тромбопоэтин, онкостатин М обновление — это тромбопоэтин, онкостатин М 
и IL-20. Тромбопоэтин является рано действую-и IL-20. Тромбопоэтин является рано действую-
щим цитокином [84], который вовлечен в разви-щим цитокином [84], который вовлечен в разви-
тие гемангиобластов [85] и служит одним из ин-тие гемангиобластов [85] и служит одним из ин-
гредиентов, наряду со steel-фактором и Flt3 ли-гредиентов, наряду со steel-фактором и Flt3 ли-
гандом, используемым исследователями для экс-гандом, используемым исследователями для экс-
пансии ГСК и клеток-предшественников пансии ГСК и клеток-предшественников ex vivoex vivo 
[86]. Онкостатин М — это цитокин, вырабатывае-[86]. Онкостатин М — это цитокин, вырабатывае-
мый Т-хелперами 1, который регулирует гомеостаз мый Т-хелперами 1, который регулирует гомеостаз 
клеток-предшественников [87]. IL-20 — новый член клеток-предшественников [87]. IL-20 — новый член 
семейства интерлейкинов [88, 89] — является кан-семейства интерлейкинов [88, 89] — является кан-
дидатом в группу стволово-клеточных эффекторных дидатом в группу стволово-клеточных эффекторных 
молекул, имеющим избирательную активность в от-молекул, имеющим избирательную активность в от-
ношении CFU-GEMM среди других миелоидных ношении CFU-GEMM среди других миелоидных 
клеток-предшественников [90]. IL-20 способен уве-клеток-предшественников [90]. IL-20 способен уве-
личивать количество CFU-GEMM в костном моз-личивать количество CFU-GEMM в костном моз-
ге человека и мыши и в пуповинной крови человека ге человека и мыши и в пуповинной крови человека 
в присутствии steel-фактора и эритропоэтина в присутствии steel-фактора и эритропоэтина in vitroin vitro, , 
тогда как не оказывает влияния на эритроидные, тогда как не оказывает влияния на эритроидные, 
гранулоцитарно-макрофагальные или мегакариоци-гранулоцитарно-макрофагальные или мегакариоци-
тарные предшественники. IL-20 трансгенные мыши тарные предшественники. IL-20 трансгенные мыши 
имеют увеличенное количество CFU-GEMM, нахо-имеют увеличенное количество CFU-GEMM, нахо-
дящихся в клеточном цикле, но не других миелоид-дящихся в клеточном цикле, но не других миелоид-
ных предшественников, а введение IL-20 нормаль-ных предшественников, а введение IL-20 нормаль-
ным мышам значительно увеличивает только коли-ным мышам значительно увеличивает только коли-
чество CFU-GEMM и их клеточный цикл [90]. Это чество CFU-GEMM и их клеточный цикл [90]. Это 
первый описанный цитокин с такой специфично-первый описанный цитокин с такой специфично-
стью. Так как CFU-GEMM могут быть накопленыстью. Так как CFU-GEMM могут быть накоплены  
in vitroin vitro при условии добавления адекватных цитоки- при условии добавления адекватных цитоки-
нов (steel-фактор ± плазма пуповинной крови) [31, нов (steel-фактор ± плазма пуповинной крови) [31, 
32], возможно, что IL-20 может также вызывать уве-32], возможно, что IL-20 может также вызывать уве-
личение пролиферации и/или самообновления ство-личение пролиферации и/или самообновления ство-
ловых клеток. IL-20 связывается с рецепторами IL-20 ловых клеток. IL-20 связывается с рецепторами IL-20 
(R) типа I и II [91]. IL-20R тип I состоит из субъеди-(R) типа I и II [91]. IL-20R тип I состоит из субъеди-
ниц IL-20Rниц IL-20R и IL-20R и IL-20R, тогда как IL-20R тип II со-, тогда как IL-20R тип II со-

стоит из IL-20Rстоит из IL-20R субъединицы и одной субъедини- субъединицы и одной субъедини-
цы IL-22R. Хотя и IL-19, и IL-24 связываются с мы-цы IL-22R. Хотя и IL-19, и IL-24 связываются с мы-
шиной Baf3 клеточной линией, созданной с экспрес-шиной Baf3 клеточной линией, созданной с экспрес-
сией типа I или типа II IL-20R, и стимулируют про-сией типа I или типа II IL-20R, и стимулируют про-
лиферацию адекватных рецептор-содержащих кле-лиферацию адекватных рецептор-содержащих кле-
ток, они не показывают влияния на мышиные или ток, они не показывают влияния на мышиные или 
человеческие миелоидные клетки-предшественники человеческие миелоидные клетки-предшественники 
[90]. Все еще не до конца известно, какой рецеп-[90]. Все еще не до конца известно, какой рецеп-
тор использует IL-20 и каков его механизм дей-тор использует IL-20 и каков его механизм дей-
ствия. И IL-20RI, и IL-20RII проводят внутрикле-ствия. И IL-20RI, и IL-20RII проводят внутрикле-
точные сигналы через Stat3 [92]. Stat3 играет суще-точные сигналы через Stat3 [92]. Stat3 играет суще-
ственную роль в поддержании врожденного имму-ственную роль в поддержании врожденного имму-
нитета [78] и является сигнальным путем, вовлечен-нитета [78] и является сигнальным путем, вовлечен-
ным в сигналы самообновления, индуцируемые LIF ным в сигналы самообновления, индуцируемые LIF 
в эмбриональных стволовых клетках [75], и наряду в эмбриональных стволовых клетках [75], и наряду 
с JAK2-путем поддерживает самообновление в эм-с JAK2-путем поддерживает самообновление в эм-
бриональной линии стволовых клеток сперматого-бриональной линии стволовых клеток сперматого-
нии дрозофилы [76]. При поддержке второго сиг-нии дрозофилы [76]. При поддержке второго сиг-
нала от steel-фактор/c-нала от steel-фактор/c-kitkit или Flt3 лиганд/Flt3, Stat3  или Flt3 лиганд/Flt3, Stat3 
поддерживает самообновление первичных мульти-поддерживает самообновление первичных мульти-
потентных гемопоэтических клеток [92].потентных гемопоэтических клеток [92].

Самообновление требует деления клеток без по-Самообновление требует деления клеток без по-
тери «стволовости» и плюрипотентности, по край-тери «стволовости» и плюрипотентности, по край-
ней мере, у одной из дочерних клеток (ассиметрич-ней мере, у одной из дочерних клеток (ассиметрич-
ное деление клеток) [93]. Процесс, путем которо-ное деление клеток) [93]. Процесс, путем которо-
го исходные клеточные детерминанты разделяются го исходные клеточные детерминанты разделяются 
при делении клеток [94–96], зависит от поляризации при делении клеток [94–96], зависит от поляризации 
и сегрегации поперек митотического веретена. Кон-и сегрегации поперек митотического веретена. Кон-
трольные точки клеточного цикла необходимы для трольные точки клеточного цикла необходимы для 
поддержания прогрессии событий деления клеток поддержания прогрессии событий деления клеток 
[97]. Были описаны некоторые из этих контрольных [97]. Были описаны некоторые из этих контрольных 
точек [98]. Контрольная точка сборки митотическо-точек [98]. Контрольная точка сборки митотическо-
го веретена (MSAC) определяет, что клеточный цикл го веретена (MSAC) определяет, что клеточный цикл 
не будет развиваться от метафазы к анафазе, пока не будет развиваться от метафазы к анафазе, пока 
все парные сестринские хроматиды не выстроятся все парные сестринские хроматиды не выстроятся 
должным образом поперек метафазной пластинки. должным образом поперек метафазной пластинки. 
MSAC, вероятно, является критической для адекват-MSAC, вероятно, является критической для адекват-
ной регуляции самообновления и дифференциров-ной регуляции самообновления и дифференциров-
ки, и в процесс могут быть вовлечены митотические ки, и в процесс могут быть вовлечены митотические 
белки контрольной точки.белки контрольной точки.

Ингибитор циклин-зависимой киназы р21Ингибитор циклин-зависимой киназы р21cip1/waf1cip1/waf1 
вовлечен в синергичную стимуляцию steel-фактором вовлечен в синергичную стимуляцию steel-фактором 
пролиферации клеток-предшественников [99, 100] пролиферации клеток-предшественников [99, 100] 
и в функционирование стволовых клеток [66]. Так и в функционирование стволовых клеток [66]. Так 
как р21как р21cip1/waf1cip1/waf1 связан с адекватным функциониро- связан с адекватным функциониро-
ванием MSAC [101], MSAC может быть вовлечена ванием MSAC [101], MSAC может быть вовлечена 
в пролиферацию и/или самообновление стволовых в пролиферацию и/или самообновление стволовых 
клеток. Кроме того, так как р21клеток. Кроме того, так как р21cip1/waf1cip1/waf1 связан с ци- связан с ци-
токиновой синергией, а цитокиновая синергия, ве-токиновой синергией, а цитокиновая синергия, ве-
роятно, влияет на функцию стволовых клеток [102], роятно, влияет на функцию стволовых клеток [102], 
цитокины могут действовать на стволовые клетки цитокины могут действовать на стволовые клетки 
через р21через р21cip1/waf1cip1/waf1 и MSAC. и MSAC.

Вдобавок к их влиянию на рост, цитокины вовле-Вдобавок к их влиянию на рост, цитокины вовле-
чены в выживаемость/антиапоптоз ГСК и клеток-чены в выживаемость/антиапоптоз ГСК и клеток-
предшественников. Одной такой молекулой явля-предшественников. Одной такой молекулой явля-
ется СХС-хемокин, фактор стромально-клеточного ется СХС-хемокин, фактор стромально-клеточного 
происхождения-1 (SDF-1)/CXCL12, который сигна-происхождения-1 (SDF-1)/CXCL12, который сигна-
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лизирует и индуцирует активность через рецептор — лизирует и индуцирует активность через рецептор — 
CXCR4 [103, 104]. Возникло предположение, что CXCR4 [103, 104]. Возникло предположение, что 
даже манипуляции с одним генетическим элементом даже манипуляции с одним генетическим элементом 
могут влиять на самообновление и дифференциро-могут влиять на самообновление и дифференциро-
вочный потенциал незрелых гемопоэтических кле-вочный потенциал незрелых гемопоэтических кле-
ток [105]. Если будет доказано использование любо-ток [105]. Если будет доказано использование любо-
го из вышеуказанных цитокинов и/или внутрикле-го из вышеуказанных цитокинов и/или внутрикле-
точных сигнальных молекул при точных сигнальных молекул при ex vivoex vivo экспансии  экспансии 
ГСК, то это может позволить более широкое приме-ГСК, то это может позволить более широкое приме-
нение трансплантаций пуповинной крови.нение трансплантаций пуповинной крови.

Первый банк пуповинной крови был организо-Первый банк пуповинной крови был организо-
ван в 1993 г. П. Рубинштейном в Нью-Йорке [8]. Од-ван в 1993 г. П. Рубинштейном в Нью-Йорке [8]. Од-
нако одной из проблем при создании банков пупо-нако одной из проблем при создании банков пупо-
винной крови служит неизвестный отрезок време-винной крови служит неизвестный отрезок време-
ни, в течение которого образцы пуповинной крови ни, в течение которого образцы пуповинной крови 
могут поддерживаться в криоконсервированном со-могут поддерживаться в криоконсервированном со-
стоянии. Теоретически, с момента заморозки ство-стоянии. Теоретически, с момента заморозки ство-
ловые клетки и клетки-предшественники (при нали-ловые клетки и клетки-предшественники (при нали-
чии постоянного источника жидкого азота) должны чии постоянного источника жидкого азота) должны 
быть способны поддерживаться длительный пери-быть способны поддерживаться длительный пери-
од времени, по крайней мере, в течение нормально-од времени, по крайней мере, в течение нормально-
го периода жизни индивидуума. Самое длительное го периода жизни индивидуума. Самое длительное 
время хранения пуповинной крови, которая впо-время хранения пуповинной крови, которая впо-
следствии использовалась для клинической транс-следствии использовалась для клинической транс-
плантации, вероятно, находится в диапазоне от 5 до плантации, вероятно, находится в диапазоне от 5 до 
8 лет. Три группы исследователей описали восста-8 лет. Три группы исследователей описали восста-
новление предшественников из пуповинной крови, новление предшественников из пуповинной крови, 
хранившейся замороженной 12–15 лет [32, 106, 107]. хранившейся замороженной 12–15 лет [32, 106, 107]. 
В наиболее крупном исследовании [32] было проде-В наиболее крупном исследовании [32] было проде-
монстрировано, что после 15 лет хранения разморо-монстрировано, что после 15 лет хранения разморо-
женные ядросодержащие клетки, гранулоцитарно-женные ядросодержащие клетки, гранулоцитарно-
макрофагальные (CFU-GM), эритроидные (BFU-E) макрофагальные (CFU-GM), эритроидные (BFU-E) 
и мультипотентные (CFU-GEMM) предшествен-и мультипотентные (CFU-GEMM) предшествен-
ники имели среднее воспроизводствоники имели среднее воспроизводство  (± 1 СО) (± 1 СО) 
в 83 ± 12, 95 ± 16, 84 ± 25 и 85 ± 25 клеток соответ-в 83 ± 12, 95 ± 16, 84 ± 25 и 85 ± 25 клеток соответ-
ственно. Отсутствие повреждения функциональ-ственно. Отсутствие повреждения функциональ-
ных возможностей этих размороженных клеток-ных возможностей этих размороженных клеток-
предшественников было выявлено экстенсивной предшественников было выявлено экстенсивной 
пролиферативной способностью CFU-GM, BFU-E пролиферативной способностью CFU-GM, BFU-E 
и CFU-GEMM, которые генерировали колонии, со-и CFU-GEMM, которые генерировали колонии, со-
держащие до 22 500, 182 500 и 292 500 клеток соответ-держащие до 22 500, 182 500 и 292 500 клеток соответ-
ственно, после стимуляции в полутвердой целлюлоз-ственно, после стимуляции в полутвердой целлюлоз-
ной питательной среде с эритропоэтином, ГМ-КСФ, ной питательной среде с эритропоэтином, ГМ-КСФ, 
ИЛ-3 и steel-фактором. CFU-GEMM-колонии мог-ИЛ-3 и steel-фактором. CFU-GEMM-колонии мог-
ли быть пересажены на вторичные чашки с образо-ли быть пересажены на вторичные чашки с образо-
ванием в результате CFU-GEMM-колоний таких же ванием в результате CFU-GEMM-колоний таких же 
по размеру, как и сформированные на первичных по размеру, как и сформированные на первичных 
культуральных чашках, а CD34культуральных чашках, а CD34+CD38CD38–-клетки пупо--клетки пупо-
винной крови, выделенные из размороженных после винной крови, выделенные из размороженных после 
15-летнего хранения клеток, демонстрировали бо-15-летнего хранения клеток, демонстрировали бо-
лее чем в 250 раз большую лее чем в 250 раз большую ex vivoex vivo экспансию клеток- экспансию клеток-
предшественников. Кроме того, CD34предшественников. Кроме того, CD34+-клетки, вы--клетки, вы-
деленные из этих разморозок, были способны при-деленные из этих разморозок, были способны при-
живляться у NOD-SCID мышей с частотой, эквива-живляться у NOD-SCID мышей с частотой, эквива-
лентной таковой у свежевыделенных CD34лентной таковой у свежевыделенных CD34+-клеток -клеток 
пуповинной крови. Таким образом, клетки пупо-пуповинной крови. Таким образом, клетки пупо-
винной крови могут храниться замороженными, по винной крови могут храниться замороженными, по 

крайней мере, 15 лет с вероятностью того, что они крайней мере, 15 лет с вероятностью того, что они 
будут способны приживляться у человеческих реци-будут способны приживляться у человеческих реци-
пиентов.пиентов.

Моделирование биологических свойств CD133+ и CD34+ 

ГСК пуповинной крови человека
Возможность воздействовать на механизмы, ре-Возможность воздействовать на механизмы, ре-

гулирующие развитие стволовых клеток, открывает гулирующие развитие стволовых клеток, открывает 
широчайшие перспективы применения этих клеток широчайшие перспективы применения этих клеток 
в разных областях медицины.в разных областях медицины.

Изучение возможности моделирования влия-Изучение возможности моделирования влия-
ния различных генетических агентов и прочих внеш-ния различных генетических агентов и прочих внеш-
них факторов на биологические свойства стволовых них факторов на биологические свойства стволовых 
клеток представляется актуальной задачей, так как клеток представляется актуальной задачей, так как 
в этом случае можно получить возможность влиять в этом случае можно получить возможность влиять 
на степень и направленность их дифференцировки на степень и направленность их дифференцировки 
[108–110].[108–110].

Трудности изучения биологических свойств Трудности изучения биологических свойств 
стволовых клеток связаны в первую очередь с тем, стволовых клеток связаны в первую очередь с тем, 
что они в большей своей массе находятся вне кле-что они в большей своей массе находятся вне кле-
точного цикла, и в таком состоянии недоступны для точного цикла, и в таком состоянии недоступны для 
большинства вирусных векторов.большинства вирусных векторов.

Таким образом, появилась задача создания ново-Таким образом, появилась задача создания ново-
го поколения векторов, способных проникать в не-го поколения векторов, способных проникать в не-
делящиеся клетки. Выходом из этого положения ста-делящиеся клетки. Выходом из этого положения ста-
ла генерация новой конструкции на базе вируса им-ла генерация новой конструкции на базе вируса им-
мунодефицита человека 1-го типа (ВИЧ-1). Было за-мунодефицита человека 1-го типа (ВИЧ-1). Было за-
мечено, что вирус обладает способностью инфици-мечено, что вирус обладает способностью инфици-
ровать практически все типы клеток, в том числе ровать практически все типы клеток, в том числе 
и находящиеся в покое.и находящиеся в покое.

К настоящему времени в распоряжении ученых К настоящему времени в распоряжении ученых 
появились мощные инструменты, способные корен-появились мощные инструменты, способные корен-
ным образом влиять на биологию клетки. К их чис-ным образом влиять на биологию клетки. К их чис-
лу следует, прежде всего, отнести векторы так назы-лу следует, прежде всего, отнести векторы так назы-
ваемой «третьей генерации» [111–114], способные ваемой «третьей генерации» [111–114], способные 
переносить и встраивать чужеродную ДНК в геном переносить и встраивать чужеродную ДНК в геном 
исследуемых клеток, влияя, таким образом, на их исследуемых клеток, влияя, таким образом, на их 
функции.функции.

Векторы, переносчики ДНК, полученные от лен-Векторы, переносчики ДНК, полученные от лен-
тивирусов, таких как вирус иммунодефицита челове-тивирусов, таких как вирус иммунодефицита челове-
ка 1-го типа, применяются при лечении некоторых ка 1-го типа, применяются при лечении некоторых 
заболеваний человека (болезнь Альцгеймера) благо-заболеваний человека (болезнь Альцгеймера) благо-
даря их способности внедряться практически во все даря их способности внедряться практически во все 
типы клеток независимо от их пролиферативного типы клеток независимо от их пролиферативного 
статуса, как статуса, как ex vivoex vivo, так и , так и in vivoin vivo [112–121]. [112–121].

Векторы на базе ВИЧ 1 — это не способные ре-Векторы на базе ВИЧ 1 — это не способные ре-
плицироваться, гибридные вирусные элементы, со-плицироваться, гибридные вирусные элементы, со-
стоящие из базовых протеинов лентивируса и имею-стоящие из базовых протеинов лентивируса и имею-
щие оболочку другого вирусного агента, чаще всего щие оболочку другого вирусного агента, чаще всего 
вируса везикулярного стоматита человека (VSV) или вируса везикулярного стоматита человека (VSV) или 
MLV — его амфотропной оболочки [114, 118]. При-MLV — его амфотропной оболочки [114, 118]. При-
менение VSV дает более устойчивый и высокий ви-менение VSV дает более устойчивый и высокий ви-
русный титр, что выражается в высокой стабильно-русный титр, что выражается в высокой стабильно-
сти вирусных частиц по сравнению с оболочками, сти вирусных частиц по сравнению с оболочками, 
взятыми от других вирусов.взятыми от других вирусов.

Лентивирусы имеют сложную организацию ге-Лентивирусы имеют сложную организацию ге-
нома. Наряду с основными структурными генами нома. Наряду с основными структурными генами 
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(gag, pol, envgag, pol, env), которые присущи всем ретровирусам, ), которые присущи всем ретровирусам, 
лентивирусы содержат 2 главных регуляторных гена лентивирусы содержат 2 главных регуляторных гена 
(tattat и  и revrev) и несколько дополнительных генов, при-) и несколько дополнительных генов, при-
нимающих участие в модулировании вирусной ген-нимающих участие в модулировании вирусной ген-
ной экспрессии, сборке вирусных элементов, а так-ной экспрессии, сборке вирусных элементов, а так-
же структурных и функциональных взаимодействи-же структурных и функциональных взаимодействи-
ях в пораженных клетках. Репликация лентивирусов ях в пораженных клетках. Репликация лентивирусов 
осуществляется частично путем работы cis-активных осуществляется частично путем работы cis-активных 
последовательностей ДНК, которые не кодируют последовательностей ДНК, которые не кодируют 
протеины вируса. Большинство cis-активных по-протеины вируса. Большинство cis-активных по-
следовательностей крайне необходимы для функ-следовательностей крайне необходимы для функ-
ционирования вируса, и они обычно всегда включа-ционирования вируса, и они обычно всегда включа-
ются в создаваемый вектор. Также существуют еще ются в создаваемый вектор. Также существуют еще 
и trans-активные последовательности ДНК, которые и trans-активные последовательности ДНК, которые 
кодируют 3 группы протеинов: структурные, регуля-кодируют 3 группы протеинов: структурные, регуля-
торные и вспомогательные [111, 115, 116, 122, 123].торные и вспомогательные [111, 115, 116, 122, 123].

Улучшение качества биологической безопасно-Улучшение качества биологической безопасно-
сти получаемых векторов было достигнуто в резуль-сти получаемых векторов было достигнуто в резуль-
тате полного удаления «ненужных» генов — тате полного удаления «ненужных» генов — VifVif, , VprVpr, , 
VpuVpu и  и NefNef из основной конструкции при одновремен- из основной конструкции при одновремен-
ном сохранении исходного титра получаемого векто-ном сохранении исходного титра получаемого векто-
ра. Это привело к созданию так называемой «второй ра. Это привело к созданию так называемой «второй 
генерации» векторных систем, без снижения уров-генерации» векторных систем, без снижения уров-
ня их эффективности [115]. В настоящее время уче-ня их эффективности [115]. В настоящее время уче-
ные имеют в своем распоряжении третье поколение ные имеют в своем распоряжении третье поколение 
векторов [111], в которых полностью отсутствуют векторов [111], в которых полностью отсутствуют 
главные регуляторные гены вируса главные регуляторные гены вируса tattat и  и revrev, что так-, что так-
же сделано для достижения наиболее высокого уров-же сделано для достижения наиболее высокого уров-
ня биологической защищенности при работе с виру-ня биологической защищенности при работе с виру-
сом с сохранением высокого уровня активности по-сом с сохранением высокого уровня активности по-
лучаемого вектора. Эта кассета содержит гены лучаемого вектора. Эта кассета содержит гены gaggag 
и и polpol [124–126], а также участок, кодирующий проте- [124–126], а также участок, кодирующий проте-
ин, продукт гена ин, продукт гена revrev [127], встраиваемый отдельной,  [127], встраиваемый отдельной, 
не наслаивающейся конструкцией [111]. Высокоак-не наслаивающейся конструкцией [111]. Высокоак-
тивные промоторы, расположенные перед сайтом тивные промоторы, расположенные перед сайтом 
старта транскрипции вектора, способны полностью старта транскрипции вектора, способны полностью 
заменить функцию гена заменить функцию гена tattat [128]. Это нововведение  [128]. Это нововведение 
дало возможность не только существенно повысить дало возможность не только существенно повысить 
титр производимых векторов (около 10титр производимых векторов (около 107 TU/ml — на  TU/ml — на 
клетках HeLa), но и достичь еще более высокой сте-клетках HeLa), но и достичь еще более высокой сте-
пени биологической защиты, поскольку теперь лю-пени биологической защиты, поскольку теперь лю-
бой способный к репликации рекомбинантный ви-бой способный к репликации рекомбинантный ви-
рус, который только может быть произведен в про-рус, который только может быть произведен в про-
цессе приготовления векторов, будет нуждаться во цессе приготовления векторов, будет нуждаться во 
всех факторах, необходимых для достижения виру-всех факторах, необходимых для достижения виру-
лентности и репликации ВИЧ-1 лентности и репликации ВИЧ-1 in vivoin vivo. Поэтому воз-. Поэтому воз-
можно утверждать, что работа с векторами на базе можно утверждать, что работа с векторами на базе 
ВИЧ-1 стала практически абсолютно безопасной ВИЧ-1 стала практически абсолютно безопасной 
[115, 116]. К тому же существенный прогресс был до-[115, 116]. К тому же существенный прогресс был до-
стигнут в результате получения векторов, способных стигнут в результате получения векторов, способных 
после переноса трансгена в клетку-мишень подвер-после переноса трансгена в клетку-мишень подвер-
гаться самостоятельной инактивации (self inactiva-гаться самостоятельной инактивации (self inactiva-
ting vectors — SIN) [118, 120, 123, 129].ting vectors — SIN) [118, 120, 123, 129].

К другим особенностям можно отнести изме-К другим особенностям можно отнести изме-
нения с целью улучшения доставки трансгенов нения с целью улучшения доставки трансгенов 
к клетке-мишени и последующей экспрессии. Одна к клетке-мишени и последующей экспрессии. Одна 
из таких модификаций включает в себя внедрение из таких модификаций включает в себя внедрение 

посттранскрипционного регуляторного элемента посттранскрипционного регуляторного элемента 
[130], который был выделен из генома вируса ге-[130], который был выделен из генома вируса ге-
патита североамериканского лесного сурка (Wood-патита североамериканского лесного сурка (Wood-
chuck posttranscriptional regulatory element — WPRE), chuck posttranscriptional regulatory element — WPRE), 
в 3’конец переносимого вектора. WPRE действует на в 3’конец переносимого вектора. WPRE действует на 
уровне посттранскрипции путем стимулирования уровне посттранскрипции путем стимулирования 
нуклеарного экспорта транскриптов и/или увеличе-нуклеарного экспорта транскриптов и/или увеличе-
ния реакций полиаденилирования самих транскрип-ния реакций полиаденилирования самих транскрип-
тов, тем самым увеличивая количество общей мРНК тов, тем самым увеличивая количество общей мРНК 
в клетках. Способность векторов инфицировать не-в клетках. Способность векторов инфицировать не-
делящиеся и терминально дифференцированные делящиеся и терминально дифференцированные 
клетки, включая нейроны, фоторецепторные клет-клетки, включая нейроны, фоторецепторные клет-
ки сетчатки, некоторые виды эпителиальных кле-ки сетчатки, некоторые виды эпителиальных кле-
ток, а также плюрипотентные стволовые клетки кро-ток, а также плюрипотентные стволовые клетки кро-
ви, делает возможным создание методов, позволяю-ви, делает возможным создание методов, позволяю-
щих применить генную терапию в лечении ряда за-щих применить генную терапию в лечении ряда за-
болеваний [113].болеваний [113].

Этот вектор имеет сайт клонирования (MCS), Этот вектор имеет сайт клонирования (MCS), 
который позволяет удобно встроить интересующий который позволяет удобно встроить интересующий 
исследователя ген в его последовательность ДНК, исследователя ген в его последовательность ДНК, 
а затем перемещать в другие конструкции, «разре-а затем перемещать в другие конструкции, «разре-
зая» интересующий участок вектора уже с соответ-зая» интересующий участок вектора уже с соответ-
ствующими промоторами и дополнительными ге-ствующими промоторами и дополнительными ге-
нами устойчивости к ампициллину (нами устойчивости к ампициллину (blabla), а также ), а также oriori. . 
Этот вектор был выбран экспериментальным путем Этот вектор был выбран экспериментальным путем 
(изначально использовались другие векторы в каче-(изначально использовались другие векторы в каче-
стве промежуточных), что сильно сказалось на ко-стве промежуточных), что сильно сказалось на ко-
нечном результате — при использовании других ти-нечном результате — при использовании других ти-
пов векторных систем переносимые гены не рабо-пов векторных систем переносимые гены не рабо-
тали. Возможность эффективного переноса транс-тали. Возможность эффективного переноса транс-
гена к клетке-мишени открыла новые возможности гена к клетке-мишени открыла новые возможности 
в области анализа влияния разных генов на функ-в области анализа влияния разных генов на функ-
ции ГСК.ции ГСК.

В нашем случае исследовательский интерес В нашем случае исследовательский интерес 
представляет семейство генов представляет семейство генов NotchNotch, которое извест-, которое извест-
но своим активным участием в регуляции диффе-но своим активным участием в регуляции диффе-
ренцировки и развития ГСК. ренцировки и развития ГСК. NotchNotch был идентифи- был идентифи-
цирован впервые в 1919 г., как ген, который обуслав-цирован впервые в 1919 г., как ген, который обуслав-
ливает развитие насечек на краях крыльев мух. Как ливает развитие насечек на краях крыльев мух. Как 
было выяснено позднее, гены семейства было выяснено позднее, гены семейства NotchNotch игра- игра-
ют ключевую роль в эмбриональном развитии дро-ют ключевую роль в эмбриональном развитии дро-
зофилы и зофилы и C. elegansC. elegans. У мух ген необходим для нор-. У мух ген необходим для нор-
мального нейрогенеза, миогенеза, формации кры-мального нейрогенеза, миогенеза, формации кры-
льев, развития тканей глаза, оогенеза и других тка-льев, развития тканей глаза, оогенеза и других тка-
ней [131, 132].ней [131, 132].

Усиленное изучение работы генов этого семей-Усиленное изучение работы генов этого семей-
ства у дрозофилы показали, что ген ства у дрозофилы показали, что ген NotchNotch кодиру- кодиру-
ет высоко законсервированный трансмембранный ет высоко законсервированный трансмембранный 
рецептор, который экспрессируется как на эмбри-рецептор, который экспрессируется как на эмбри-
ональных клетках, так и на клетках взрослой особи ональных клетках, так и на клетках взрослой особи 
[133, 134]. Механизмы передачи сигнала каскадом [133, 134]. Механизмы передачи сигнала каскадом 
NotchNotch в животном мире универсальны, ему присущи  в животном мире универсальны, ему присущи 
все характерные свойства сигнальных систем. Бе-все характерные свойства сигнальных систем. Бе-
лок лок NotchNotch, который служит рецептором для Notch-, который служит рецептором для Notch-
сигнального пути, выделен как у беспозвоночных, сигнального пути, выделен как у беспозвоночных, 
так и у позвоночных: дрозофилы, нематоды, лягуш-так и у позвоночных: дрозофилы, нематоды, лягуш-
ки, рыб, грызунов, человека. Путь ки, рыб, грызунов, человека. Путь NotchNotch через ла- через ла-
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теральное ингибирование или индукцию участвует теральное ингибирование или индукцию участвует 
фактически во всех клеточных контактах у животных фактически во всех клеточных контактах у животных 
и наиболее изучен у Drosophila melanogaster [132].и наиболее изучен у Drosophila melanogaster [132].

Рецепторы Рецепторы NotchNotch вовлечены в большое коли- вовлечены в большое коли-
чество взаимодействий [135–137], определяющих чество взаимодействий [135–137], определяющих 
в конечном итоге судьбу той или иной клетки или в конечном итоге судьбу той или иной клетки или 
клеточной популяции в целом, что не может, есте-клеточной популяции в целом, что не может, есте-
ственно, не затронуть общее развитие и функцию ственно, не затронуть общее развитие и функцию 
многих органов, включая гематопоэз и иммунную многих органов, включая гематопоэз и иммунную 
систему [138].систему [138].

У человека известно 4 гена из этого семейства, У человека известно 4 гена из этого семейства, 
каждый из которых имеет свой собственный рецеп-каждый из которых имеет свой собственный рецеп-
тор. Семейство рецепторов тор. Семейство рецепторов NotchNotch локализовано на  локализовано на 
хромосомах 9q34, 1p13-p11, 19p13.2-p13.1 и 6p21.3. хромосомах 9q34, 1p13-p11, 19p13.2-p13.1 и 6p21.3. 
Эти рецепторы представляются как довольно го-Эти рецепторы представляются как довольно го-
мологичные структуры, что справедливо и для дру-мологичные структуры, что справедливо и для дру-
гих организмов, включая человека. Все 4 рецептора гих организмов, включая человека. Все 4 рецептора 
экспрессируются на клетках кроветворной системы экспрессируются на клетках кроветворной системы 
[137, 139]. [137, 139]. Notch 1Notch 1 — преимущественно на тимоцитах,  — преимущественно на тимоцитах, 
а также макрофагах и стволовых клетках. а также макрофагах и стволовых клетках. Notch 2Notch 2-ре--ре-
цепторы находят на тимоцитах и В-клетках. цепторы находят на тимоцитах и В-клетках. Notch 3Notch 3 
экспрессируется на всех типах клеток. Экспрессия экспрессируется на всех типах клеток. Экспрессия 
Notch 4Notch 4 доминирует у эндотелиальных клеток, а так- доминирует у эндотелиальных клеток, а так-
же макрофагов. Экстрацеллюлярный домен же макрофагов. Экстрацеллюлярный домен Notch Notch 

1–21–2 состоит из 36 epidermal growth factor (EGF)- состоит из 36 epidermal growth factor (EGF)-
похожих повторов и 3 Lin-12/Notch-повторов. похожих повторов и 3 Lin-12/Notch-повторов. Notch Notch 

3–43–4 имеют 34 и 29 EGF-похожих повторов соответ- имеют 34 и 29 EGF-похожих повторов соответ-
ственно. Интрацеллюлярный домен рецепторов со-ственно. Интрацеллюлярный домен рецепторов со-
стоит из RAM-домена, шести ANK-повторов, двух стоит из RAM-домена, шести ANK-повторов, двух 
последовательностей ядерной локализации (NLS) последовательностей ядерной локализации (NLS) 
и пролин-глутамат-серин-треонин-обогащенного и пролин-глутамат-серин-треонин-обогащенного 
домена (PEST). домена (PEST). Notch 4Notch 4 имеет более короткий домен  имеет более короткий домен 
из-за отсутствия второй NLS [139].из-за отсутствия второй NLS [139].

Как видно, функции этих рецепторов несколь-Как видно, функции этих рецепторов несколь-
ко перекрывают друг друга и, кроме того, они мо-ко перекрывают друг друга и, кроме того, они мо-
гут использовать одни и те же лиганды. Лиганда-гут использовать одни и те же лиганды. Лиганда-
ми для ми для NotchNotch являются трансмембранные протеины,  являются трансмембранные протеины, 
которые экспрессируются на соседствующих клет-которые экспрессируются на соседствующих клет-
ках. Пока их известно всего 3 — это Delta, Jagged 1 ках. Пока их известно всего 3 — это Delta, Jagged 1 
и Jagged 2. Они расположены на хромосомах 6q27, и Jagged 2. Они расположены на хромосомах 6q27, 
20p12-p11 и 14q32. На гемопоэтических клетках Jag-20p12-p11 и 14q32. На гемопоэтических клетках Jag-
ged 2 экспрессируется у тимоцитов, Delta, по данным ged 2 экспрессируется у тимоцитов, Delta, по данным 
многих исследователей, обнаруживает себя практи-многих исследователей, обнаруживает себя практи-
чески на всех клетках кроветворной системы, а так-чески на всех клетках кроветворной системы, а так-
же клетках стромы. Jagged 1, наоборот, скорее всего же клетках стромы. Jagged 1, наоборот, скорее всего 
имеет ограниченную экспрессию на клетках не-имеет ограниченную экспрессию на клетках не-
скольких типов, таких как клетки стромы, мегакари-скольких типов, таких как клетки стромы, мегакари-
оциты и стволовые клетки [137]. Подлинно извест-оциты и стволовые клетки [137]. Подлинно извест-
но, что все 3 лиганда взаимодействуют как мини-но, что все 3 лиганда взаимодействуют как мини-
мум с рецепторами генов мум с рецепторами генов Notch 1Notch 1 и  и Notch 2Notch 2. Также из-. Также из-
вестно, что лиганд Jagged 1 взаимодействует с вестно, что лиганд Jagged 1 взаимодействует с Notch Notch 

3 у мышей. Активация сигнального пути для  у мышей. Активация сигнального пути для NotchNotch 
посредством его лигандов не вызывает сомнений: посредством его лигандов не вызывает сомнений: 
в экспериментах с мышами, у которых отсутство-в экспериментах с мышами, у которых отсутство-
вал лиганд Jagged 1, наблюдалась эмбриональная вал лиганд Jagged 1, наблюдалась эмбриональная 
смерть, как результат дефектов сосудистого морфо-смерть, как результат дефектов сосудистого морфо-
генеза. Дефицит Jagged 2 обуславливал перинаталь-генеза. Дефицит Jagged 2 обуславливал перинаталь-

ную смертность, как результат дефектов краниофа-ную смертность, как результат дефектов краниофа-
циального морфогенеза. Delta-дефицитные мыши циального морфогенеза. Delta-дефицитные мыши 
также демонстрировали эмбриональную смертность. также демонстрировали эмбриональную смертность. 
Взаимодействие рецептора с лигандом индуцирует Взаимодействие рецептора с лигандом индуцирует 
дополнительные каскадные протеолитические реак-дополнительные каскадные протеолитические реак-
ции, заканчивающиеся перемещением интрацеллю-ции, заканчивающиеся перемещением интрацеллю-
лярного домена (активированной формы интрацел-лярного домена (активированной формы интрацел-
люлярной части рецептора люлярной части рецептора NotchNotch-ICN) к ядру. Там -ICN) к ядру. Там 
ICN взаимодействует с факторами транскрипции, ICN взаимодействует с факторами транскрипции, 
такими как CBF1/RBPJk, активируя тем самым CBF-такими как CBF1/RBPJk, активируя тем самым CBF-
1-регулируемые гены, как например 1-регулируемые гены, как например HairyHairy и  и HES 1HES 1. . 
Эти гены в свою очередь регулируют экспрессию Эти гены в свою очередь регулируют экспрессию 
тканеспецифичных факторов транскрипции, кото-тканеспецифичных факторов транскрипции, кото-
рые влияют на линейную дифференцировку клеток рые влияют на линейную дифференцировку клеток 
(применительно к гематопоэзу) и некоторые другие (применительно к гематопоэзу) и некоторые другие 
события [137]. Во время этого процесса ICN может события [137]. Во время этого процесса ICN может 
контактировать с дополнительными регуляторами контактировать с дополнительными регуляторами 
сигнальной системы, включающими в себя так назы-сигнальной системы, включающими в себя так назы-
ваемые позитивные регуляторы Deltex и Mastermind, ваемые позитивные регуляторы Deltex и Mastermind, 
или с негативным регулятором Numb. Точные моле-или с негативным регулятором Numb. Точные моле-
кулярные механизмы этих взаимодействий пока не кулярные механизмы этих взаимодействий пока не 
известны. Кроме того, остаются до конца не изучен-известны. Кроме того, остаются до конца не изучен-
ными условия, при которых происходит переключе-ными условия, при которых происходит переключе-
ние от угнетения к активации самих генов ние от угнетения к активации самих генов NotchNotch, ин-, ин-
дуцируемое присутствием ICN [140]. Активно иссле-дуцируемое присутствием ICN [140]. Активно иссле-
дуемый в последние годы ген дуемый в последние годы ген PresenilinPresenilin также при- также при-
числяют к участникам числяют к участникам NotchNotch-пути [141]. Список -пути [141]. Список 
генов, имеющих отношение к генов, имеющих отношение к NotchNotch-пути, все вре--пути, все вре-
мя расширяется [142, 143]. Однако сеть взаимоотно-мя расширяется [142, 143]. Однако сеть взаимоотно-
шений очень сложна, и решение вопроса о принад-шений очень сложна, и решение вопроса о принад-
лежности генов к лежности генов к NotchNotch-пути или иной цепи переда--пути или иной цепи переда-
чи информации — задача не из легких. Так, только чи информации — задача не из легких. Так, только 
часть авторов на основании данных о генетическом часть авторов на основании данных о генетическом 
взаимодействии взаимодействии NotchNotch и  и DeltaDelta и сходстве мутантных  и сходстве мутантных 
фенотипов относят к Notch-сигнальному пути ген фенотипов относят к Notch-сигнальному пути ген 
deltexdeltex [136]. [136].

Четко известно, что Четко известно, что Notch 1Notch 1 принимает уча- принимает уча-
стие в развитии и созревании Т-клеток [139]. Также стие в развитии и созревании Т-клеток [139]. Также 
он влияет на развитие CD8он влияет на развитие CD8+- и CD4- и CD4+-клеток. Кро--клеток. Кро-
ме того, ICN способствует приобретению феноти-ме того, ICN способствует приобретению феноти-
па CD44па CD44+CD25CD25+ + клетками TCR клетками TCR / при переходе при переходе 
их к клеткам CD44их к клеткам CD44-CD25CD25-. Под его регулированием . Под его регулированием 
происходит CD4происходит CD4+ Т-клеточный иммунный ответ. Т-клеточный иммунный ответ.

На В-клеточной линии чаще экспрессирует-На В-клеточной линии чаще экспрессирует-
ся ся Notch 2Notch 2, который функционирует по-разному на , который функционирует по-разному на 
разных стадиях развития этих клеток [139]. Как уже разных стадиях развития этих клеток [139]. Как уже 
было отмечено, было отмечено, NotchNotch угнетает функцию продук- угнетает функцию продук-
та гена та гена Е2АЕ2А, протеина Е47. , протеина Е47. Е2АЕ2А экспрессируется на  экспрессируется на 
всем протяжении В-клеточного развития и являет-всем протяжении В-клеточного развития и являет-
ся очень важным фактором транскрипции на ранних ся очень важным фактором транскрипции на ранних 
стадиях дифференцировки. Потеря функции стадиях дифференцировки. Потеря функции Е2АЕ2А 
блокирует В-клеточное развитие на про В-клеточной блокирует В-клеточное развитие на про В-клеточной 
стадии [139].стадии [139].

Действие генов Действие генов NotchNotch на клетки миелоидной ли- на клетки миелоидной ли-
нии, по мыслям ученых, сводится к тому, что во мно-нии, по мыслям ученых, сводится к тому, что во мно-
гих случаях они ингибируют или, по крайней мере, гих случаях они ингибируют или, по крайней мере, 
отсрочивают их дифференцировку [137].отсрочивают их дифференцировку [137].
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Л и т е р а т у р а

Кроме того (и это справедливо для всех типов ге-Кроме того (и это справедливо для всех типов ге-
мопоэтических клеток), на разных стадиях разви-мопоэтических клеток), на разных стадиях разви-
тия различные сигналы, продуцируемые цитокина-тия различные сигналы, продуцируемые цитокина-
ми, вносят свою лепту в регуляцию дифференциров-ми, вносят свою лепту в регуляцию дифференциров-
ки. Скорее всего, сигналы генов ки. Скорее всего, сигналы генов NotchNotch кооперируют  кооперируют 
и/или модифицируют эффекты разных цитокинов, и/или модифицируют эффекты разных цитокинов, 
что в свою очередь приводит к изменениям направ-что в свою очередь приводит к изменениям направ-
ления развития.ления развития.

При определении колониеобразующей актив-При определении колониеобразующей актив-
ности CD133ности CD133+-клеток пуповинной крови оказалось, -клеток пуповинной крови оказалось, 
что гены что гены Notch 1Notch 1 и  и 2 оказывают супрессивное дей- оказывают супрессивное дей-
ствие независимо от линейной принадлежности ко-ствие независимо от линейной принадлежности ко-
лоний, что, как правило, заканчивается их гибелью. лоний, что, как правило, заканчивается их гибелью. 
YFP-позитивные колонии с момента их формирова-YFP-позитивные колонии с момента их формирова-
ния до 3–4 дней выглядели вполне жизнеспособны-ния до 3–4 дней выглядели вполне жизнеспособны-
ми, но затем наблюдалось достаточно резкое угаса-ми, но затем наблюдалось достаточно резкое угаса-
ние их роста и отсутствие формирования новых ко-ние их роста и отсутствие формирования новых ко-
лоний. Затем в течение 3–4 дней наблюдался распад лоний. Затем в течение 3–4 дней наблюдался распад 
и гибель колонии в целом. Колонии негативного и гибель колонии в целом. Колонии негативного 
контроля, напротив, сохраняли способность к ро-контроля, напротив, сохраняли способность к ро-
сту еще достаточно продолжительное время — око-сту еще достаточно продолжительное время — око-
ло 7–10 дней. Ген ло 7–10 дней. Ген Notch 2Notch 2 оказывал большее супрес- оказывал большее супрес-
сивное воздействие, чем ген сивное воздействие, чем ген Notch 1Notch 1. Наибольший . Наибольший 
супрессивный эффект генов супрессивный эффект генов NotchNotch отмечался в по- отмечался в по-
пуляции клеток, дающих рост смешанных колоний, пуляции клеток, дающих рост смешанных колоний, 
т. е. наиболее ранних предшественников гемопоэ-т. е. наиболее ранних предшественников гемопоэ-
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Такая же тенденция наблюдалась при определе-Такая же тенденция наблюдалась при определе-
нии уровня спонтанного апоптоза CD133нии уровня спонтанного апоптоза CD133+-клеток. -клеток. 
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кации их дальнейшей пролиферации и дифференци-кации их дальнейшей пролиферации и дифференци-
ровки представляется актуальной задачей.ровки представляется актуальной задачей.

В конечном итоге большое значение име-В конечном итоге большое значение име-
ло бы точное понимание, какие клетки необходи-ло бы точное понимание, какие клетки необходи-
мы и в каком количестве для гарантии того, что об-мы и в каком количестве для гарантии того, что об-
разец пуповинной крови имеет адекватное количе-разец пуповинной крови имеет адекватное количе-
ство долго- и кратковременно приживляющихся ство долго- и кратковременно приживляющихся 
стволовых и клеток-предшественников. Накопле-стволовых и клеток-предшественников. Накопле-
ние знаний относительно биологии ГСК и клеток-ние знаний относительно биологии ГСК и клеток-
предшественников, без сомнения, расширит полно-предшественников, без сомнения, расширит полно-
ценность пуповинной крови для трансплантации.ценность пуповинной крови для трансплантации.
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