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В  настоящем исследовании изучено влияние аллогенных мезенхимальных стволовых клеток (МСК) костного мозга доноров 
на лейкемические клетки пациентов. В  ходе работы исследовалось действие на чувствительность к  противолейкемическим 
препаратам in vitro и способностьлейкемических клеток к  спонтанному и индуцированному цитарабином апоптозу. Было показано, 
что М С К  снижают чувствительность лейкемических клеток миелоидного ряда к  даунорубицину. Однако М С К  не оказывали 
статистически значимого влияния на уровни спонтанного и индуцированного цитарабином апоптоза лейкемических клеток.
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INFLUENCE OF ALLOGENEIC MESENCHYMAL STEM CELLS ON LEUKEMIC CELLS 
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In present study influence o f allogeneic bone marrow mesenchymal stem cells (MSC) on patients’ leukemic cells is investigated. Influence on in vitro 
sensitivity to antileukemic drugs and spontaneous and cytarabine-induced apoptosis o f leukemic cells was studied. I t  has'been shown that M SC reduce 
myeloid leukemic cells sensitivity to daunorubicine. However, M SC did not statistically significant influence on spontaneous and cytarabine-induced 
apoptosis o f leukemic cells.
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Введение
Метод трансплантации мезенхимальных стволо

вых клеток (МСК), как аутологичных, так и аллоген
ных, в последние годы все чаще используется в кли
нической практике для ускорения приживления кро
ветворных предшественников при трансплантации 
гемопоэтических стволовых клеток (ТГСК), благо
даря способности М СК продуцировать цитокины 
и ростовые факторы, необходимые для пролиферации 
и дифференцировки кроветворных предшественни
ков [1, 2] и для профилактики и терапии иммунологи
ческих осложнений ТГСК, таких как реакция «транс
плантат против хозяина» (РТПХ) и отторжение транс
плантата [3]. Эффективность данного метода связа
на с тем, что М СК обладают иммуносупрессивными 
свойствами, способны оказывать антипролифератив
ное воздействие на лимфоциты, ингибировать актива
цию и ответ Т-клеток и клеток памяти [4, 5].

Согласно данным литературы, совместное культи
вирование стромальных клеток костного мозга и лей- 
кемических клеток различных культуральных линий, 
а также клеток доноров, может приводить к сниже

нию пролиферации лейкемических клеток [6—11], 
увеличению количества лейкемических клеток в фазе 
G0/G1, уменьшению количества клеток в фазах S 
[6, 7, 9] и G2/M  [8]. В соответствии с результатами не
которых работ, стромальные клетки костного мозга, 
наоборот, могут способствовать пролиферации лей
кемических клеток [12]. Однако мнения исследовате
лей сходятся на том, что стромальные клетки костного 
мозга обладают способностью снижать уровни спон
танного (индуцированного бессывороточной средой) 
[12, 13] и индуцированного химиопрепаратами апоп
тоза [7—9, 13—15]. Механизм данного действия мо
жет быть связан с повышением экспрессии генов ан- 
тиапоптотических белков семейства Bcl-2 и Bcl-XL 
в лейкемических клетках [8, 9, 13], снижением актив
ности каспазы 3 типа в лейкемических клетках [9, 16], 
повышением активности фосфокиназы Akt [17].

Таким образом, стромальные клетки костного 
мозга могут препятствовать спонтанному и индуци
рованному химиопрепаратами апоптозу лейкемиче- 
ских клеток, что может приводить к снижению чув
ствительности лейкемических клеток к химиопрепа-
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ратам in vitro. Было показано, что чувствительность in 
vitro коррелирует с клиническим ответом на химиоте
рапию, безрецидивной и бессобытийной выживаемо
стью пациентов, больных лейкозом [18—21].

Целью данной работы было определение влияния 
аллогенных М СК костного мозга доноров на чувстви
тельность лейкемических клеток пациентов к проти- 
волейкемическим препаратам in vitro и способность 
лейкемических клеток пациентов к спонтанному и ин
дуцированному цитарабином апоптозу.

Материалы и методы
Материал исследования
Лейкемические клетки. В работе были использова

ны лейкемические клетки, выделенные при помощи 
градиентного центрифугирования из образцов кост
ного мозга пациентов в возрасте от 6 месяцев до 17 лет 
с впервые диагностированными нелечеными острыми 
лейкозами. В соответствии с диагнозом пациентов об
разцы костного мозга и выделенные из них лейкозные 
клетки были разделены на 3 основные группы (табл. 1).

Таблица 1. Количество исследованных образцов костного мозга 
больных различными вариантами острого лейкоза

Вариант лейкоза (группа) п, количество образцов

ВП-BIII о л л 15

ОМЛ 9

Т-ОЛЛ 4

Первая — группа В-клеточных острых лим
фобластных лейкозов (В-ОЛЛ), 2-я — группа 
острых миелоидных лейкозов (ОМЛ), 3-я — груп
па Т-клеточных острых лимфобластных лейкозов 
(Т-ОЛЛ).

Лейкемические клетки, использованные для 
определения уровней апоптоза, на группы не под
разделяли.

МСК костного мозга. В работе были использо
ваны М СК, выделенные из образцов костного моз
га здоровых доноров. Культивирование М СК кост
ного мозга проводили рутинным способом. Клетки 
высаживали на 24-луночные планшеты в концентра
ции 25 х 103 на лунку для эксперимента с определени
ем чувствительности лейкемических клеток к проти
воопухолевым препаратам, а также во флаконы пло
щадью 25 см2 в концентрации 200 х103 для определе
ния уровней апоптоза лейкемических клеток.

Методы исследования
За основу метода для определения чувствитель

ности лейкемических клеток к противолейкеми- 
ческим препаратам был взят М ТТ-анализ по ме
тодике лаборатории онкогематологии и иммуно
логии госпиталя Свободного Университета Ам

стердама [21, 22], в который были внесены изме
нения. В ходе эксперимента производили инкуба
цию бластных клеток костного мозга на подлож
ке из М СК и без подложки из М СК с различны
ми разведениями химиопрепаратов в течение 4 сут. 
В ходе исследования тестировали препараты, от
носящ иеся к различным группам противоопухо
левых препаратов, используемых для лечения зло
качественных клональных заболеваний крови: ци- 
тарабин (цитозар), метилпреднизолон, даунору- 
бицин. В последующем определяли полулеталь
ную концентрацию (LC50) для каждого препара
та и производили статистический анализ значений 
LC50. Для оценки средних значений LC50 исполь
зовалась медиана, для определения достоверно
сти различий между двумя группами (при воздей
ствии М СК и в отсутствии воздействия М СК) при
меняли непараметрический критерий М анна-У ит
ни. Статистическая компьютерная обработка по
лученного материала проводилась при помощи па
кета программ Microsoft Excel и Statistica 8.0. Раз
личия считались статистически значимыми при 
р  < 0,05. Кроме того, производилась оценка выжи
ваемости лейкозных клеток (определение доли ж и 
вых клеток) в лунках платы с М СК без химиопре
паратов. В качестве контрольных лунок использо
вались лунки платы без М СК и без химиопрепара
тов, в которых значение выживаемости клеток при
нимали за 1.

Для определения уровней спонтанно
го и индуцированного цитарабином апоптоза 
лейкемических клеток использовали окрашивание 
конъюгатом аннексина-V с флюорохромом (изоти
оцианатом флуоресцеина, FITC) и йодистым про- 
пидием (propidium iodide, PI) с последующим ана
лизом при помощи проточной цитофлюориме- 
трии. Для индукции апоптоза лейкемические клет
ки инкубировали в течение 24 часов в следующих 
условиях:

— в среде RPM I-1640 — для определения уровня 
спонтанного апоптоза:

- на подложке из М СК,
- без подложки из М СК;

— в растворе цитозара с концентрацией 
0,0025 мг/мл в среде RPM I-1640 — для определения 
уровня индуцированного апоптоза:

- на подложке из М СК,
- без подложки из МСК.

После окрашивания Annexin V-FITC Kit (Bender 
MedSystems GmbH) производили анализ клеток при 
помощи проточного цитофлюориметра FACScan, 
оценивая интенсивность зеленой флюоресценции 
FITC-аннексина V (FL1, 530 нм) и красной флюо
ресценции йодистого пропидия (FL2, в интервале от 
564 до 606 нм). В качестве «негативного контроля» 
использовали неокрашенные клетки. При помощи 
программы CellQuest Pro выстраивалась точечная
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диаграмма распределения популяций клеток. Выде
ляли 4 кластера: жизнеспособные клетки AnV-/PI- 
(в левом нижнем квадранте), ранние апоптотиче- 
ские клетки A nV +/PI- (правый нижний квадрант), 
некротические или поздние апоптотические клетки 
— последующая стадия апоптоза in vitro A nV +/PI+ 
(правый верхний квадрант) и некротические клетки 
AnV -/PI+ (левый верхний квадрант) (рис. 1).

AstamirovRPM113.05.10.004

Л>Г|~ »1

поздние 
апоптотичес- 
кие клетки

ранние 
апоптотичес- 
кие клетки

Рис. 1. Гистограмма распределения лейкемических клеток при окра
шивании аннексином-V-FITCи йодистым пропидием

Группу сравнения для оценки результатов со
ставили образцы лейкемических клеток до инку
бации (0 часов). В каждой группе лейкемических

клеток с одинаковыми условиями инкубации рас
считывали общую долю апоптотических клеток 
(суммарное количество ранних и поздних апопто- 
тических клеток). Для оценки скорости и динам и
ки накопления апоптотических клеток был разра
ботан оригинальный показатель — коэффициент 
накопления апоптотических клеток (Капо). П о
казатели раннего и позднего спонтанного апоп
тоза в группе сравнения принимались за 1, в и с
следуемых группах коэффициент Капо рассчиты
вался как отношение доли апоптотических клеток 
после 24 часов инкубации в различных условиях 
к доле апоптотических клеток в группе сравнения. 
Для определения достоверности различий уров
ней спонтанного и индуцированного цитараби- 
ном апоптоза (раннего и суммарного) между двумя 
группами (при воздействии М СК и в отсутствии 
воздействия М СК) применяли критерий Вилкок- 
сона для парных сравнений. Статистическая ком 
пьютерная обработка полученного материала про
водилась при помощи пакета программ Microsoft 
Excel и Statistica 8.0. Различия считались статисти
чески значимыми при р  < 0,05.

Результаты и обсуждение
Результаты статистической обработки данных 

чувствительности лейкемических клеток, получен
ных в группах В-ОЛЛ, ОМЛ и Т-ОЛЛ, представлены 
в таблице 2.

Таблица 2. Показатели выживаемости при культивировании лейкемических клеток с МСК и без них

Препарат Значения LC50 (медиана) Р

-  МСК + МСК

В-ОЛЛ (и=15)

Цитозар 1,02 1,95 0,205

Даунорубицин 0,28 0,85 0,206

Метилпреднизолон 123,03 38,71 0,949

Выживаемость в контроле (медиана) 153,46% -

ОМЛ (и=9)

Цитозар 0,60 0,59 0,895

Даунорубицин 0,31 1,42 0,009

Метилпреднизолон 166,04 250 0,212

Контроль (медиана) - 118,66% -

Т-ОЛЛ (и=4)

Цитозар 6,85 1,03 0,375

Даунорубицин 0,58 0,66 0,663

Метилпреднизолон 125,09 167,02 0,767

Выживаемость в контроле (медиана) - 141,51% -
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В нашем исследовании было выявлено увеличе
ние медианы LC50 цитозара при инкубации с М СК 
клеток В-ОЛЛ приблизительно в 2 раза (следова
тельно, снижение чувствительности лейкозных 
клеток под действием МСК). Ввиду того, что в дан
ном случаер  > 0,05, эти результаты не являются ста
тистически значимым. В группе ОМЛ было обнару
жено незначительное снижение медианы LC50 ци- 
тозара при инкубации с М СК, данный результат 
не был статистически значимым. В группе Т-ОЛЛ 
было выявлено снижение концентрации цитараби- 
на при инкубации с М СК больше чем в 6 раз, а сле
довательно, повышение чувствительности лейкоз- 
ных клеток к цитарабину под действием МСК. Д ан
ный результат был статистически незначимым.

Наблюдалось увеличение медиан LC50 дауно- 
рубицина при инкубировании с М СК во всех груп
пах лейкемических клеток. В группе ОМЛ результат 
был статистически значимым (p < 0,05).

Чувствительность лейкемических клеток из 
группы В-ОЛЛ к метилпреднизолону под действи
ем М СК повышалась. В группах ОМЛ и Т-ОЛЛ н а
блюдалось незначительное превышение медианы 
при инкубировании с МСК. Во всех случаях резуль
таты были статистически незначимыми (р > 0,05).

При оценке лейкозных клеток в контроле при 
культивировании с М СК было выявлено повыше
ние выживаемости в сравнении с контролем без 
М СК во всех 3 группах (рис. 2).

В-ОЛЛ ОМЛ Т-ОЛЛ

Рис. 2. Изменение выживаемости лейкозных клеток в лунках без проти- 
волейкемических препаратов под действием МСК (левые столбцы — кон
трольные лунки платы без МСК, правые столбцы — лунки платы с МСК)

Результаты, полученные при определении уров
ней спонтанного и индуцированного цитараби- 
ном апоптоза при инкубации лейкемических кле
ток в различных условиях, представлены в таблице 
3, гистограммы — на рисунках 3 и 4.

На основании представленных в таблице 3 ре
зультатов можно сделать выводы о том, что при 
определении уровней суммарного спонтанного 
и индуцированного цитарабином апоптоза отме
чалось снижение доли апоптотических клеток под 
действием М СК, в сравнении с клетками, инкуби
рованными без подложки из МСК. Это подтверж

Таблица 3. Уровни спонтанного и индуцированного цитарабином 
апоптоза лейкозных клеток

Условия Медиана, % Капо Р

RPMI 
-  МСК
24 часа

5,33 1,0

ранний апоптоз

RPMI 
+ МСК
24 часа

5,63 1,0

ранний апоптоз

RPMI 
-  МСК 
24 часа
суммарный апоптоз

28,79 2,09 0,67

RPMI 
+ МСК 
24 часа
суммарный апоптоз

38,11 2,02 0,67

Цитарабин 
-  МСК 
24 часа

7,55 0,14

ранний апоптоз

Цитарабин 
+ МСК 
24 часа

8,64 0,14

ранний апоптоз

Цитарабин 
-  МСК 
24 часа
суммарный апоптоз

57,60 3,02 0,22

Цитарабин 
+ МСК 
24 часа
суммарный апоптоз

55,48 2,71 0,22

Группа сравнения 
0 часов

8,50 1

дают значения Капо. Данные наблюдения иллю
стрируют рисунки 5 и 6.

При определении статистической значимости 
различий уровней спонтанного и индуцирован
ного цитарабином апоптоза (раннего и суммар
ного) между двумя группами (при воздействии 
М С К  и в отсутствии воздействия М СК) при п о
мощи критерия Вилкоксона для парных сравне
ний не было получено статистически значимых 
различий.
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Рис. 3. Гистограммы распределения лейкемических клеток после инкубирования в течение 24 часов в среде RPMI без подложки из МСК (слева) и на под
ложке из МСК (справа). В левом нижнем квадранте — жизнеспособные клетки AnV-/PI-, в правом нижнем квадранте — ранние апоптотические клет

ки AnV+/PI-, в правом верхнем квадранте — некротические или поздние апоптотические клетки, последующая стадия апоптоза in vitro AnV+/PI+,
в левом верхнем квадранте — некротические клетки AnV-/PI+

Рис. 4. Гистограмма распределения лейкемических клеток после инкубирования в течение 24 часов в растворе иитарабина без подложки из МСК
(слева) и на подложке из МСК (справа)

Рис. 5. Коэффициенты спонтанного апоптоза; крайний левый столбец 
группа сравнения

Рис. 6. Коэффициенты индуцированного цитарабином апоптоза
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Заключение
В ходе проведенного нами исследования было пока

зано, что МСК костного мозга доноров могут оказывать 
влияние на чувствительность лейкемических клеток па
циентов к противолейкемическим препаратам in vitro: 

ВС статистически значимо снижают чувствительность лей-
S  кемических клеток миелоидного ряда к даунорубици- 

ну и способствуют выживаемости всех групп лейкеми
ческих клеток. Однако в нашем исследовании аллоген- 

^  ные М СК костного мозга не оказывали статистически

значимого влияния на уровни спонтанного и индуциро
ванного цитарабином апоптоза лейкемических клеток, 
что расходится с данными других исследователей [7—9, 
12—15]. Несомненно, что все более широкое примене
ние трансплантации МСК в клинической практике, 
особенно у онкогематологических пациентов, диктует 
необходимость проведения широкомасштабных иссле
дований для дальнейшего изучения механизмов влия
ния М СК на кроветворные клетки, в частности, на лей- 
кемические клетки.
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