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ABSTRACT

Chronic myelogeneous leukemia (CML) occurs and develops due to reciprocal chromosome translocation t (9, 22)
that leads to arising Philadelphia chromosome (Ph+) with chimeric BCR/ABL oncogene in the hematopoietic stem cell.
P210BCR/AB L oncoprotein blocks Ph+ cell death at late steps of cell differentiation in the chronic phase of  CML, modulates
regulation of many genes expression and suppresses some p53 gene functions. Balance between dividing and dying Ph+

cells is disturbed, factor-dependent cells turn in to factor-independent Ph+ cells and the chronic phase of CML becomes
really an accumulation step of genetic mutations and even sharp genome instability that leads to blast crisis of CML.

To find an approach to oligonucleotide gene therapy of CML we investigated some features of mechanism bone
morrow and peripheral blood Ph+ cells death from patients in the chronic phase of CML under treatment with antisense
oligonucleotides (AO) targeted BCR/ABL mRNA. We observed that AO inhibited BCR/ABL expression and induced
p53-mediated apoptosis under simultaneous expression of the p53 and BCR/ABL genes in the Ph+cells. (Ph+, p53-) and
(Ph-, p53+) cells did not induce cell death. AO treatment caused mainly death of granulocytes and monocytes, e.g.
matured Ph+ cells, that expressed p53 and BCR/ABL genes. Induction of Ph+ cells apoptosis correlated with p53 and
BCR/ABL genes expression and inhibition of the BCR/ABL gene expression by AO.
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ÐÅÇÞÌÅ

Âîçíèêíîâåíèå è ðàçâèòèå õðîíè÷åñêîãî ìèåëîëåéêîçà (ÕÌË) îáÿçàíî ðåöèïðîêíîé õðîìîñîìíîé òðàíñëî-
êàöèè t(9;22)(q34,q11), ïðîòåêàþùåé ñ îáðàçîâàíèåì Ôèëàäåëüôèéñêîé õðîìîñîìû (Ph+) â ñòâîëîâîé ãåìîïîý-
òè÷åñêîé êëåòêå. Îíêîáåëîê ð210BCR/ABL áëîêèðóåò ãèáåëü Ph+ êëåòîê íà ïîñëåäíèõ ñòàäèÿõ äèôôåðåíöèðîâêè â
õðîíè÷åñêîé ôàçå ÕÌË, ìîäóëèðóåò ðåãóëÿöèþ ýêñïðåññèè ìíîãèõ ãåíîâ è ïîäàâëÿåò ôóíêöèè ãåíà ñóïðåññîðà
ð53. Â èòîãå íàðóøàåòñÿ áàëàíñ äåëÿùèõñÿ è ïîãèáàþùèõ êëåòîê. Èñ÷åçàåò çàâèñèìîñòü îñíîâíûõ êëåòî÷íûõ
ïðîöåññîâ îò ôàêòîðîâ ðîñòà è öèòîêèíîâ. Ph+ êëåòêè â õðîíè÷åñêîé ôàçå ÕÌË ôàêòè÷åñêè îêàçûâàþòñÿ íàêî-
ïèòåëÿìè ãåíåòè÷åñêèõ ïîâðåæäåíèé, êîòîðûå ðåàëèçóþòñÿ â òå÷åíèå èíîãäà âåñüìà äëèòåëüíîãî âðåìåíè, ïðè-
âîäÿ ê ïðîãðåññèè ÕÌË â áëàñòíûé êðèç.



ÐÎÑÑÈÉÑÊÈÉ  ÁÈÎÒÅÐÀÏÅÂÒÈ×ÅÑÊÈÉ  ÆÓÐÍÀË

30

 ¹4/ÒÎÌ1/2002

ÝÊÑÏÅÐÈÌÅÍÒÀËÜÍÀß ÁÈÎÒÅÐÀÏÈß

Â ïîèñêàõ ïîäõîäîâ ê îëèãîíóêëåîòèäíîé òåðàïèè  ÕÌË èññëåäîâàí ìåõàíèçì èíäóêöèè ãèáåëè Ph+ êëåòîê
êîñòíîãî ìîçãà è ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè â ñóñïåíçèîííûõ êóëüòóðàõ îò áîëüíûõ â õðîíè÷åñêîé ôàçå ÕÌË
àíòèñìûñëîâûìè (àíòèñåíñ) îëèãîíóêëåîòèäàìè (ÀÎ). Ïîêàçàíî, ÷òî ÀÎ ê ìÐÍÊ BCR/ABL èíãèáèðóþò ýêñï-
ðåññèþ BCR/ABL îíêîãåíà â Ph+ êëåòêàõ ÕÔ ÕÌË è èíäóöèðóþò â íèõ ð53-çàâèñèìûé àïîïòîç ïðè óñëîâèè
ýêñïðåññèè â íèõ BCR/ABL è ð53 ãåíîâ. Â êëåòêàõ (Ph-, p53+) èëè (Ph+, p53-) ïîâûøåííîé èíäóêöèè àïîïòîçà íå
îáíàðóæåíî. Ïîä äåéñòâèåì ÀÎ  èç Ph+ êëåòîê ãèáíóò â îñíîâíîì ãðàíóëîöèòû è ìîíîöèòû, ò.å. ñîçðåâàþùèå
êëåòêè, â êîòîðûõ àêòèâèðîâàíà ýêñïðåññèÿ ð53 è BCR/ABL ãåíîâ. Èíäóêöèÿ àïîïòîçà Ph+ êëåòîê êîððåëèðóåò
ñ ýêñïðåññèåé ãåíîâ ð53, BCR/ABL è èíãèáèðîâàíèåì ýêñïðåññèè ïîñëåäíåãî ïðè äåéñòâèè ÀÎ.

Ïðèíÿòûå ñîêðàùåíèÿ: ÕÌË - õðîíè÷åñêèé ìèåëîëåéêîç; ÕÔ- õðîíè÷åñêàÿ ôàçà ÕÌË; ÊÌ - êîñòíûé ìîçã,
ÏÊ - ïåðèôåðè÷åñêàÿ êðîâü; ÀÎ - àíòèñåíñ îëèãîíóêëåîòèäû; Ðh+ - êëåòêè - êëåòêè, ñîäåðæàùèå Ôèëàäåëüôèé-
ñêóþ õðîìîñîìó; ÁÊ - áëàñòíûé êðèç.

Ââåäåíèå. Âîçíèêíîâåíèå è ðàçâèòèå õðîíè÷åñêî-
ãî ìèåëîëåéêîçà (ÕÌË) îáÿçàíî ðåöèïðîêíîé õðîìî-
ñîìíîé òðàíñëîêàöèè t(9;22)(q34;q11), ïðîòåêàþùåé
ñ îáðàçîâàíèåì Ôèëàäåëüôèéñêîé õðîìîñîìû (Ph+) â
ñòâîëîâîé ãåìîïîýòè÷åñêîé êëåòêå. Â òî÷êå ñëèÿíèÿ
9 è 22 õðîìîñîì îáðàçóåòñÿ õèìåðíûé îíêîãåí BCR/
ABL (ðèñ.1), ïðîäóêò êîòîðîãî îíêîáåëîê ð210BCR/ABL

- àêòèâíàÿ òèðîçèíêèíàçà áåç íåãàòèâíîé ðåãóëÿöèè
ÿâëÿåòñÿ ïðè÷èíîé êëîíàëüíîé íåîïëàñòè÷åñêîé òðàíñ-
ôîðìàöèè êëåòîê, äîñòàòî÷íîé äëÿ ðàçâèòèÿ õðîíè-
÷åñêîé ôàçû ÕÌË (ÕÔ ÕÌË) è ïðîãðåññèè â òåðìè-
íàëüíóþ ôàçó - áëàñòíûé êðèç (ÁÊ) [1-7]. Òèðîçèíêè-
íàçà ð210BCR/ABL âçàèìîäåéñòâóåò ñî ìíîãèìè áåëêà-
ìè [2, 3, 6, 8, 9] è ìåíÿåò ðàáîòó ìíîãèõ ãåíîâ.

Àêòèâíàÿ ýêñïðåññèÿ ð210 â Ph+ êëåòêàõ ñòèìóëè-
ðóåò ìèåëîèäíûé ðîñòîê ãåìîïîýçà è ïîäàâëÿåò ýðèò-
ðîèäíûé, áëîêèðóåò àïîïòîç íà ïîñëåäíèõ ñòàäèÿõ
äèôôåðåíöèðîâêè Ph+ êëåòîê [11-15]. Â èòîãå íàðó-
øàåòñÿ áàëàíñ äåëÿùèõñÿ è ïîãèáàþùèõ êëåòîê è íà-
êàïëèâàåòñÿ îïóõîëåâûé êëîí. Ôàêòîð-çàâèñèìûå ãå-
ìîïîýòè÷åñêèå êëåòêè ïðåâðàùàþòñÿ â ôàêòîð-íåçà-
âèñèìûå, ò.å. íàðóøàåòñÿ ðåãóëÿöèÿ ïðîëèôåðàöèè è
àïîïòîçà [11-16]. Ïðîãðåññèÿ ÕÌË îò ÕÔ â ÁÊ äàâíî
è øèðîêî èññëåäóåòñÿ: ïîêàçàíî, ÷òî äèôôåðåíöèðîâ-
êà êëåòîê áëîêèðóåòñÿ íà ñòàäèè áëàñòîâ, ïîâûøàåò-
ñÿ óðîâåíü ýêñïðåññèè ð210 â Ph+ êëåòêàõ, àêòèâèðó-
åòñÿ BCL2 ãåí [2, 3, 6, 17]; èíãèáèðóåòñÿ ýêñïðåññèÿ
áåëêà Ñ/ÅÂÐ( - òðàíñêðèïöèîííîãî ðåãóëÿòîðà ãðà-
íóëîöèòàðíîé äèôôåðåíöèðîâêè è áëîêèðóåòñÿ ýêñï-
ðåññèÿ ðåöåïòîðà ãðàíóëîöèòàðíîãî êîëîíèåñòèìóëè-
ðóþùåãî ôàêòîðà G-CSFR [18]. Ïðîãðåññèÿ ÕÌË
õàðàêòåðèçóåòñÿ ÿðêî âûðàæåííîé ãåíåòè÷åñêîé íå-
ñòàáèëüíîñòüþ ãåíîìà ñ íàêîïëåíèåì õðîìîñîìíûõ
ïåðåñòðîåê [2, 3, 6, 10, 16, 19].

Ìíîãî÷èñëåííûå ìîäóëÿöèè ýêñïðåññèè ãåíîâ ñ
àêòèâàöèåé ïðîëèôåðàöèè, áëîêèðîâàíèåì àïîïòîçà,
íåñòàáèëüíîñòüþ ãåíîìà òàê èëè èíà÷å, äîëæíû çàòðà-
ãèâàòü ôóíêöèîíèðîâàíèå ãåíîâ-ñóïðåññîðîâ îïóõîëå-
âîãî ðîñòà. Îäíàêî ìóòàöèè íå îáÿçàòåëüíû äëÿ ìîäó-
ëÿöèè ôóíêöèé ð53. Ìíîãèå âèðóñíûå îíêîãåíû áëî-
êèðóþò ôóíêöèè ãåíîâ-ñóïðåññîðîâ áåç èçìåíåíèÿ èõ
ñòðóêòóðû, è ýòî âåäåò ê ìàëèãíèçàöèè [19]. Âûÿñíå-
íèþ ðîëè ð53 â äèôôåðåíöèðîâêå è çëîêà÷åñòâåííîé
òðàíñôîðìàöèè ãåìîïîýòè÷åñêèõ êëåòîê, â òîì ÷èñëå
Ph+ êëåòîê ïðè ÕÌË è îñòðîì ëèìôîëåéêîçå, ïîñâÿ-
ùåíû ìíîãî÷èñëåííûå èññëåäîâàíèÿ [6, 10, 12-15, 20,
47]. Îäíàêî, âêëàä ð53 â ñóïðåññèþ è èíäóêöèþ àïîï-

òîçà â Ph+ ëåéêîçàõ äàëåêî íå ÿñåí. Ðåãóëèðóåìàÿ ãè-
áåëü íîðìàëüíûõ ãåìîïîýòè÷åñêèõ êëåòîê ïðîòåêàåò
ïî ìåõàíèçìó àïîïòîçà, ïðè ýòîì ðîëü ð53 î÷åâèäíà,
íî ëèøü ïîñòóëèðóåòñÿ íà îñíîâàíèè êîððåëÿöèè óðîâ-
íåé ýêñïðåññèè è ôóíêöèé ð53. Èçâåñòíî, ÷òî èíãèáè-
ðîâàíèå ýêñïðåññèè îíêîãåíà BCR/ABL â êëåòî÷íûõ
ëèíèÿõ ïîä äåéñòâèåì àíòèñåíñ îëèãîíóêëåîòèäîâ (ÀÎ)
âåäåò ê èíäóêöèè ãèáåëè êëåòîê [21-25], íî ó÷àñòèå ð53
â ñóïðåññèè àïîïòîçà è èíäóêöèè ãèáåëè êëåòîê íå ïî-
êàçàíî [6, 10, 12-15, 19]. Â òî æå âðåìÿ ïðèâåäåííûå
èçìåíåíèÿ ðåãóëÿöèè ðàçíûõ ãåíîâ â Ph+ êëåòêàõ ïîä
äåéñòâèåì ð210BCR/ABL áåç ó÷àñòèÿ â íèõ ãåíà ð53 - èí-
äóêòîðà è ñóïðåññîðà òðàíñêðèïöèè êëåòî÷íîãî öèê-
ëà, ðåãóëÿòîðà àïîïòîçà è ó÷àñòíèêà òðàíñäóêöèè ìíî-
ãèõ ñèãíàëüíûõ ïóòåé â êëåòî÷íûõ ïðîöåññàõ - êàæóò-
ñÿ  íåîáúÿñíèìûìè, íåñîãëàñîâàííûìè è îáðûâî÷íû-
ìè. Òîò ôàêò, ÷òî ïåðåõîä â ÁÊ ÕÌË ñîïðîâîæäàåòñÿ
èëè îïðåäåëÿåòñÿ ïîâûøåíèåì ãåíåòè÷åñêîé íåñòà-
áèëüíîñòè, ñâèäåòåëüñòâóåò â ïåðâóþ î÷åðåäü î âûê-
ëþ÷åíèè îñíîâíûõ ôóíêöèé ãåíîâ-ñóïðåññîðîâ, â íîð-
ìå ïîääåðæèâàþùèõ öåëîñòíîñòü ãåíîìà âêëþ÷åíèåì
àïîïòîçà èëè àðåñòà êëåòî÷íîãî öèêëà. Åñëè ð53 äåé-
ñòâèòåëüíî âûêëþ÷åí óæå íà ñòàäèè ÕÔ ÕÌË, òî ïîä
äåéñòâèåì ð210 ñîçäàþòñÿ óñëîâèÿ äëÿ äàëüíåéøåé ãå-
íåòè÷åñêîé íåñòàáèëüíîñòè Ph+ êëåòîê è ÕÔ ÕÌË îêà-
çûâàåòñÿ «íàêîïèòåëåì (èíêóáàòîðîì)» ïîâðåæäå-
íèé ãåíîìà.

Íà ñòàäèè ÕÔ ÕÌË ìóòàöèè ð53 âñòðå÷àþòñÿ íå
÷àñòî. ×èñëî ñëó÷àåâ ÕÌË ñ ìóòàöèÿìè â ãåíå ð53,
äàæå íà ñòàäèè ÁÊ, íå ïðåâûøàåò 30% [6, 19]. Ïîýòîìó
ãåí ð53 â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ ÕÔ ÕÌË íå ìóòèðî-
âàí è èíãèáèðîâàíèå ýêñïðåññèè îíêîãåíà BCR/ABL è
âîññòàíîâëåíèå ôóíêöèé ýíäîãåííîãî ð53 ñ èíäóêöèåé
ãèáåëè Ph+ êëåòîê - ýòî âîçìîæíûé ïóòü èõ ýëèìèíèðî-
âàíèÿ èç ÊÌ ïðè ÕÔ ÕÌË [25-28].

Ñïåöèôè÷åñêàÿ, ýôôåêòèâíàÿ èíäóêöèÿ àïîïòîçà
îïóõîëåâûõ êëåòîê êàê ïóòü âîññòàíîâëåíèÿ ôóíêöèé
ãåíîâ ñóïðåññîðîâ ïðåäñòàâëÿåòñÿ îáùèì ïîäõîäîì ê
òåðàïèè ìíîãèõ îíêîçàáîëåâàíèé. Îäíèì èç óñïåøíî
ðåàëèçîâàííûõ ñîâðåìåííûõ ïîäõîäîâ ê òåðàïèè Ph+

ëåéêîçîâ ÿâëÿåòñÿ íîâûé ìåòîä èíãèáèðîâàíèÿ òèðî-
çèíêèíàç ñ ïîìîùüþ ïðåïàðàòà STI571. STI571 - ïðî-
èçâîäíîå àäåíîçèíòðèôîñôàòà, êîòîðîå áëîêèðóåò ôîñ-
ôîðèëèðîâàíèå òèðîçèíêèíàçàìè ìíîãèõ âàæíåéøèõ
áåëêîâ. STI571 ñâÿçûâàåòñÿ ñ àêòèâíûì öåíòðîì ôåð-
ìåíòîâ íåîáðàòèìî è èíãèáèðóåò òèðîçèíêèíàçû ð210
è ð190, ÷òî ïðèâîäèò Ph+ êëåòêè ê àïîïòîçó [60-62].
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Îäíàêî ïîèñêè íîâûõ áîëåå ñïåöèôè÷íûõ ïóòåé èíäóê-
öèè àïîïòîçà îñòàþòñÿ àêòóàëüíûìè, ò.ê. ñ èíãèáèðî-
âàíèåì äðóãèõ êëåòî÷íûõ òèðîçèíêèíàç âîçíèêàþò íå-
ïðîñòûå îñëîæíåíèÿ è ÷àñòî îáíàðóæèâàåòñÿ ðåçèñòåí-
òíîñòü ê ïðåïàðàòó [60, 63].

Öåëü äàííîé ðàáîòû çàêëþ÷àëàñü â âûÿñíåíèè îñ-
íîâíûõ ÷åðò ìåõàíèçìà èíäóêöèè ãèáåëè Ph+ êëåòîê
êîñòíîãî ìîçãà (ÊÌ) è ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè (ÏÊ) îò
áîëüíûõ â ÕÔ ÕÌË ïîä äåéñòâèåì àíòèñìûñëîâûõ
(àíòèñåíñ) îëèãîíóêëåîòèäîâ (ÀÎ). Ýòî èññëåäîâàíèå
ïðåäñòàâëÿåòñÿ íàì íåîáõîäèìûì ýòàïîì â ïîèñêàõ
ïîäõîäîâ ê îëèãîíóêëåîòèäíîé ãåíîòåðàïèè ÕÌË.

Â ðàáîòàõ ïîñëåäíèõ ëåò ïîêàçàíà ñóïðåññèÿ ãèáå-
ëè Ph+-êëåòîê ïîä äåéñòâèåì áåëêà ð210 è ñïîñîáíîñòü
àíòèñåíñ îëèãîíóêëåîòèäîâ ê BCR/ABL èíäóöèðîâàòü
ãèáåëü Ph+-êëåòîê â êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ, ãäå BCR/ABL
ýêñïðåññèðóåòñÿ ïîñòîÿííî [5, 18, 21-25]. Ñîîáùåíèÿ î
ãèáåëè Ph+-êëåòîê îò áîëüíûõ ÕÌË â ñèñòåìå in vivo
êàñàþòñÿ â îñíîâíîì ÁÊ ÕÌË è âåñüìà ïðîòèâîðå÷è-
âû [21-28]. Òåì íå ìåíåå â ÑØÀ è Èòàëèè èññëåäîâàëè
äåéñòâèå ÀÎ ê BCR/ABL äëÿ ýëèìèíèðîâàíèÿ Ph+-êëå-
òîê èç ÊÌ äëÿ ïîñëåäóþùåé åãî òðàíñïëàíòàöèè. Ïà-
öèåíòàì â ÁÊ ÕÌË áåç çàìåòíûõ óñïåõîâ áûëî ïðîâå-
äåíî íåñêîëüêî àóòîëîãè÷íûõ ïåðåñàäîê êîñòíîãî ìîç-
ãà, î÷èùåííîãî ìíîãîêðàòíîé îáðàáîòêîé ÀÎ. Èññëå-
äîâàíèÿ íà ìûøàõ ñ èììóíîäåôèöèòîì, êîòîðûì ââî-
äèëè îáðàáîòàííûé ÀÎ è íåîáðàáîòàííûé ÊÌ ÷åëîâå-
êà ñ ÕÌË, îáíàðóæèëè äâóõìåñÿ÷íîå óâåëè÷åíèå æèç-
íè ïî ñðàâíåíèþ ñ ââåäåíèåì ÊÌ, íåîáðàáîòàííîãî
ÀÎ ðåàãåíòîì [25-28].

Íàì óäàëîñü ïîëó÷èòü ïîäòâåðæäåíèå âûñêàçàí-
íîé èäåå î âîññòàíîâëåíèè ôóíêöèé ýíäîãåííîãî ð53
ïîä äåéñòâèåì ÀÎ â Ph+-êëåòêàõ ÕÔ ÕÌË. Îêàçàëîñü,
÷òî èíäóêöèÿ ãèáåëè Ph+-êëåòîê ïðè äåéñòâèè ÀÎ BCR/
ABL ïðîòåêàåò ïî ìåõàíèçìó ð53-çàâèñèìîãî àïîïòî-
çà ïðè îäíîâðåìåííîé ýêñïðåññèè ãåíîâ ð53 è BCR/
ABL, ÷òî èíäóêöèÿ àïîïòîçà êîððåëèðóåò ñ èíãèáèðî-
âàíèåì ýêñïðåññèè BCR/ABL è àêòèâàöèåé ð53 è ÷òî
ýòè ïðîöåññû â Ph+-êëåòêàõ ïðîòåêàþò ïðåäïî÷òèòåëü-
íåå â ñîçðåâàþùèõ è çðåëûõ êëåòêàõ.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû.  Ïðèìåíÿåìûå îëèãîíóêëå-
îòèäû (òàáë.1) ñèíòåçèðîâàëè íóêëåîçèäôîñôèòàìè-
äèòíûì èëè ôîñôîòðèýôèðíûì ìåòîäàìè, êàê óêàçà-
íî â [29, 45].

Êëåòêè Ê562, èìåþùèå (Ph+, p53-) ãåíîòèï, ïîëó-
÷åíû èç êîëëåêöèè Èíñòèòóòà Öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñ.-Ïå-
òåðáóðã. Êëåòêè è êëåòî÷íûå ëèíèè õàðàêòåðèçîâàëè è
ïðèìåíÿëè ñîãëàñíî [29, 45]. (Ph-, p53+) ìîíîíóêëåàðû
âûäåëåíû èç ÊÌ è ÏÊ îò çäîðîâûõ äîíîðîâ  öåíòðèôó-
ãèðîâàíèåì â ãðàäèåíòå ôèêîëà ñ ïëîòíîñòüþ 1.077 ã/
ñì3. (Ph+, p53+) êëåòêè ÊÌ è ÏÊ èçîëèðîâàíû àíàëî-
ãè÷íî îò ïàöèåíòîâ â ÕÔ ÕÌË äî ëå÷åíèÿ. Â ðåçóëüòà-
òå ïîëó÷àëè ôðàêöèþ, îáîãàùåííóþ ïðåäøåñòâåííè-
êàìè è ìîíîíóêëåàðàìè, ñîäåðæàùóþ áëàñòû, ëèìôî-
öèòû è ìîíîöèòû. Ãðàíóëîöèòû ÊÌ è ÏÊ ïðè ÕÌË, â
îñíîâíîì íåçðåëûå, èìåþò áëèçêóþ ïëîòíîñòü è íå îò-
äåëÿþòñÿ îò ìîíîíóêëåàðîâ. Ìîðôîëîãè÷åñêèé ñîñòàâ
êëåòîê àíàëèçèðîâàëè íà ìàçêàõ îêðàøèâàíèåì ñ êðà-
ñèòåëåì Ãèìçîé [19, 59].

Ñóñïåíçèîííûå êóëüòóðû ïîëó÷àëè íà îñíîâå ìî-
íîíóêëåàðîâ ÊÌ è ÏÊ, îáðàáàòûâàëè ÀÎ â ïðèñóò-
ñòâèè ôàêòîðîâ ñûâîðîòêè èëè ñ êðàòêîâðåìåííûì
óäàëåíèåì ïîñëåäíåé ñîãëàñíî [29, 45].

Ïåðåä îáðàáîòêîé ÀÎ 2õ107 êëåòîê âûðàùèâàëè
â α -ÌÅÌ ñðåäå ñ 20% FCS, 2 mM L-ãëþòàìèíà, 10-4

Ì 2-ìåðêàïòîýòàíîëà, 100 åä./ìë ïåíèöèëëèíà è
ñòðåïòîìèöèíà, 25 mM HEPES-NaOH, pH 7,2-7,4 â
25 ñì2 ïëàñòèêîâîì ìàòðàñå (Flow) â òå÷åíèå 3 ñóòîê.
Çàòåì íåïðåêðåïèâøèåñÿ êëåòêè èíêóáèðîâàëè ñ 0,5-
12 ìêÌ ÀÎ èëè áåç ÀÎ â 96-ÿ÷åå÷íûõ ïëàòàõ (2×105

êëåòîê/ÿ÷åéêó) ïðè 37 Ñ° ñ 5% ÑÎ
2 
â âîçäóõå â òå÷åíèå

2 ÷àñîâ áåç FCS. Çàòåì FCS äîáàâëÿëè äî 20% è ñìåñü
èíêóáèðîâàëè 4-7 ñóòîê. Êàæäàÿ òî÷êà âûïîëíÿëàñü
òðèæäû. Â îòáèðàåìûõ ïðîáàõ àíàëèçèðîâàëè ÷èñëî
æèâûõ è ïîãèáøèõ êëåòîê ïî îêðàøèâàíèþ ñ òðèïà-
íîâûì ñèíèì, ñîäåðæàíèå CD95+ è ð53+ êëåòîê, òèï
ôðàãìåíòàöèè ÄÍÊ è òðàíñêðèïöèþ ãåíîâ BCR/ABL,
ð53, β -àêòèíà è GAPDH.

Ôðàêöèè êëåòîê, ñîäåðæàùèõ CD95+ è ð53+ áåëêè,
îïðåäåëÿëè â êëåòî÷íûõ ìàçêàõ äî è ïîñëå îáðàáîòêè
ÀÎ. Ìàçêè èíêóáèðîâàëè ñ ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòå-
ëàìè ïðîòèâ CD95 è ð53 (Dako, Denmark) è ïðîìûâà-
ëè òðèñ-áóôåðîì, ðÍ 7,6, çàòåì ïîñëåäîâàòåëüíî èíêó-
áèðîâàëè â òåõ æå óñëîâèÿõ ñ àíòèìûøèíûì èììóíî-
ãëîáóëèíîì êðîëèêà è ìûøèíûì ÀÐÀÀÐ êîìïëåêñîì
(Dako, Denmark). Àêòèâíîñòü ôåðìåíòà îïðåäåëÿëè
îáðàáîòêîé ìàçêîâ ðàñòâîðîì ñóáñòðàòà, ñîäåðæàùå-

Ñèìâîë Ìèøåíü Ïîñëåäîâàòåëü

SN26 b2a2 CGCTGAAGGGCTT
1.4.1 b3a2 TGAAGGGCTTTT
1.4.2 b3a2 TGAAGGGCTTTT
2.4.1 b2b3 GACTCATCATCT
2.4.2 b2b3 GACTCATCATCT

Trans1 bcr, e1 CGGGTCCACCA
D3 bcr3 CAGTGGCTGAGT
ES1 e1 ATGGAAGGGGA
ES2 e1 GCCCTTGCCCT
C24 — CCAAAATGTCA

Òàáëèöà 1
Àíòèñåíñ îëèãîíóêëåîòèäû, êîìïëåìåíòàðíûå ìÐÍÊ BCR/ABL

as - àíòèñåíñ; s � ñåíñ; thio � îëèãîíóêëåîòèä òèîôîñôàòû; random � ñëó÷àéíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü.
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Ðèñ. 1. Ñõåìà îðãàíèçàöèè ãåíîâ ABL, BCR è BCR/ABL.
Òî÷êè ðàçðûâà óêàçàíû ñòðåëêàìè. J. V. Melo. Blood (1996)
88:2375-2384

ãî íàôòîë-AS-MX-ôîñôàò, FAST Red TR ñîëü è ëåâà-
ìèçîë [59].

ÄÍÊ ôðàãìåíòàöèÿ èññëåäîâàëàñü ñîãëàñíî [45].
Ìåòîäèêà RT-PCR àíàëèçà è ïðàéìåðû äëÿ íåãî ïðè-
âåäåíû â [45].

Ýëåêòðîïîðàöèþ êëåòîê Ê562 (6õ106) ïðîâîäèëè
ïî [65] â ýêñïîíåíöèàëüíîé ôàçå ðîñòà â 0,7 ìë ñðåäû
DMEM áåç ñûâîðîòêè ïðè 4Ñ° ñ 26,7 íÌ 3Í-îëèãîíóê-
ëåîòèäîì â êþâåòå ñ 0,4 ñì ðàññòîÿíèåì ìåæäó ýëåêò-
ðîäàìè â àïïàðàòå Gene Pulser Transfection Apparatus
c áëîêîì Capacitance Extender (BIO RAD, ÑØÀ) îä-
íèì ïóëüñîì â 960µF, 250 V, 2×10-4 ñ. Îëèãîíóêëåîòèä
(17-÷ëåííèê) ìåòèëè [2,8]3Í α ÀÒÐ (29 êþðè/ììîëü,
Íóêëîí, Ðîññèÿ) ñ ïîìîùüþ òåðìèíàëüíîé íóêëåîòè-
äèëòðàíôåðàçû (Promega, ÑØÀ) â óñëîâèÿõ ïîñòàâ-
ùèêà.

Óâåëè÷åíèå ïðîíèêíîâåíèÿ îëèãîíóêëåîòèäà â

Ðèñ. 2. Àíàëèç ýêñïðåññèè ãåíîâ â ñóììàðíîé ÐÍÊ ñ ïîìîùüþ RT-PCR
À - êëåòêè Ê562 ñ b3a2 ìÐÍÊ Á - ìîíîíóêëåàðû äîíîðà; Â, Ã - Ph+ ìîíîíóêëåàðû ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè Á-íîé (b3a2) è
êîñòíîãî ìîçãà Ñ-âîé (b2a2) â õðîíè÷åñêîé ôàçå ÕÌË. Ì - ìàðêåð λÄÍÊ/PST1

êëåòêè ÷åðåç 2 ÷àñà ïîñëå ýëåêòðîïîðàöèè ñîñòàâèëî
9-32%. Ïðè ýòîì ýëåêòðîïîðàöèÿ ïîëíîñòüþ áëîêèðó-
åò òðàíñêðèïöèþ â êëåòêàõ äàæå «housekeeping» ãåíîâ
è ñóùåñòâåííî óâåëè÷èâàåò íåñïåöèôè÷åñêóþ ãèáåëü
êëåòîê (áîëåå 50%). Æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê è òðàíñ-
êðèïöèÿ âîññòàíàâëèâàþòñÿ ÷åðåç 3-5 ñóòîê äî óðîâíÿ
òàêîâûõ áåç ýëåêòðîïîðàöèè, ò.å. èìåííî â òîò èíòåð-
âàë âðåìåíè, â êîòîðîì ïðîòåêàþò èññëåäóåìûå ïðî-
öåññû èíãèáèðîâàíèÿ ýêñïðåññèè è èíäóêöèè àïîïòîçà
ïîä äåéñòâèåì ÀÎ (1-5 ñóòîê).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå. Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü,
÷òî åñëè áëîêèðîâàíèå ãèáåëè Ph+ êëåòîê îïîñðåäî-
âàííî ñóïðåññèåé ôóíêöèé ð53 îíêîáåëêîì ð210 [6,
10, 12-15], òî èíãèáèðîâàíèå ýêñïðåññèè îíêîãåíà
BCR/ABL äîëæíî èíäóöèðîâàòü ãèáåëü êëåòîê ïî ìå-
õàíèçìó ð53-èíäóöèðóåìîãî àïîïòîçà òîëüêî â òåõ
êëåòêàõ, ãäå îäíîâðåìåííî ýêñïðåññèðóþòñÿ ð53 è
BCR/ABL ãåíû. Äëÿ ïðîâåðêè ýòîé ãèïîòåçû ÀÎ äëÿ
èíãèáèðîâàíèÿ ýêñïðåññèè îíêîãåíà BCR/ABL áûëè
âûáðàíû ñîãëàñíî ðèñ.1, ãäå ïðèâåäåíà ñõåìà îðãà-
íèçàöèè ãåíîâ BCR/ABL è ìÐÍÊ BCR/ABL, îáðàçó-
þùèõñÿ ïðè òðàíñëîêàöèè è, çàòåì, ïðè ñïëàéñèíãå
ïðå-ìÐÍÊ, à òàêæå âûáîð ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé
ìÐÍÊ-ìèøåíåé, óçíàâàåìûõ  èñïîëüçóåìûìè ÀÎ. Ýòî
ñàéò èíèöèàöèè òðàíñëÿöèè è ðàéîíû ñëèÿíèÿ ýêçîíîâ
b2a2, b3a2, b3b2, îáðàçóþùèõñÿ â ðåçóëüòàòå ñïëàé-
ñèíãà. Ïðè ÕÌË îáðàçóþòñÿ íåñêîëüêî ìÐÍÊ
BCRABL: b3a2, b2a2, e1a2 è äðóãèå â çàâèñèìîñòè îò
õàðàêòåðà òðàíñëîêàöèè, íî äëÿ ÕÌË íàèáîëåå õà-
ðàêòåðíû ïåðâûå äâà [1-6, 10].

Äëÿ èññëåäîâàíèÿ  ãèáåëè Ph+ êëåòîê ÊÌ è ÏÊ ÕÔ
ÕÌË ìû ïðèìåíÿëè ÀÎ, ïðèâåäåííûå â òàáë.1. Èññëå-
äîâàëè ýêñïðåññèþ ãåíîâ ð53 è BCR/ABL è äèíàìèêó
äåéñòâèÿ ÀÎ íà âûæèâàåìîñòü è èíäóêöèþ ãèáåëè êëå-
òîê, ðàçëè÷àþùèõñÿ ýêñïðåññèåé ð53 è BCR/ABL ãå-
íîâ: ìîíîíóêëåàðîâ ÊÌ è ÏÊ äîíîðîâ, ò.å.  (Ph-, ð53+)-
êëåòêè, ãäå åñòü ýêñïðåññèÿ ãåíà ð53, íî íåò ãåíîâ BCR/
ABL è êëåòêè ëèíèè Ê562 (Ph+, ð53-), ãäå åñòü BCR/
ABL ìÐÍÊ, íî íåò ýêñïðåññèè ãåíà ð53; äàííûå ñðàâ-
íèâàëè ñ ðåçóëüòàòàìè ïîëó÷àåìûìè íà (Ph+, ð53+)-
êëåòêàõ èç ÊÌ è ÏÊ ÕÔ ÕÌË, ãäå ýêñïðåññèðóþòñÿ
îáà ãåíà. Íà ðèñ.2 ïðèâåäåí RT PCR àíàëèç, ïîäòâåð-
æäàþùèé ýêñïðåññèþ èññëåäóåìûõ  ãåíîâ èëè åå îò-
ñóòñòâèå â ìîíîíóêëåàðàõ ÊÌ äîíîðîâ, êëåòêàõ Ê562,
à òàêæå ÊÌ è ÏÊ äâóõ áîëüíûõ â ÕÔ ÕÌË.

M M M M
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Ðèñ. 3. Äèíàìèêà ãèáåëè ãåìîïîýòè÷åñêèõ êëåòîê ïîä äåéñòâèåì àíòèñìûñëîâûõ îëèãîíóêëåîòèäîâ. A - êëåòêè K562
(Ph+, p53-); Á - ñóñïåíçèîííàÿ êóëüòóðà ìîíîíóêëåàðîâ (Ph-, p53+) êîñòíîãî ìîçãà çäîðîâûõ äîíîðîâ. Ñèìâîëû ÀÎ
ðàñøèôðîâàíû â òàáë.1.
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Ðèñ. 4. Äèíàìèêà ãèáåëè (À,Á) è òîðìîæåíèÿ ïðîëèôåðàöèè (Â,Ã) Ph+/p53+ ìîíîíóêëåàðîâ êîñòíîãî ìîçãà (ÊÌ) è
ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè (ÏÊ) îò áîëüíûõ ÕÌË â õðîíè÷åñêîé ôàçå ïîä äåéñòâèåì àíòèñìûñëîâûõ îëèãîíóêëåîòèäîâ.
Ê - êîíòðîëü áåç ÀÎ. Ñèìâîëû ÀÎ ðàñøèôðîâàíû â òàáë.1.
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Íà ðèñ.3 ïðåäñòàâëåíà äèíàìèêà ãèáåëè ýòèõ êëå-
òîê ïîä äåéñòâèåì ðÿäà ÀÎ. Âèäíî, ÷òî â ñèñòåìå (Ph-

, ð53+) ìîíîíóêëåàðîâ ÊÌ è ÏÊ äîíîðîâ è êëåòîê
ëèíèè Ê562 ãèáåëü íå îòëè÷àåòñÿ îò êîíòðîëüíîé èí-
êóáàöèè áåç ÀÎ è â ïðèñóòñòâèè îëèãîíóêëåîòèäîâ,
íåêîìïëåìåíòàðíûõ ê ìèøåíè ìÐÍÊ BCR/ABL (îëè-
ãîíóêëåîòèäîâ ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ ñåíñ èëè ñëó-
÷àéíîé - ðýíäîì). Îáðàáîòêà àíòèñåíñ îëèãîíóêëåî-
òèäàìè (Ph+, ð53+) êëåòîê ÊÌ è ÏÊ â ÕÔ ÕÌË óâåëè-
÷èâàëà èõ ãèáåëü â 2-3 ðàçà ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðî-
ëåì áåç ÀÎ (ðèñ.4 À, Á è 6À).

Ñîãëàñíî äàííûì ýëåêòðîôîðåçà ÄÍÊ Ph+ êëåòîê
(ðèñ.5), èíêóáèðîâàííûõ ñ ÀÎ â òå÷åíèå 72 ÷àñîâ, ñî-
äåðæèò ôðàãìåíòû, õàðàêòåðíûå äëÿ ëåñòíèöû îëèãî-
íóêëåîñîìíîãî ðàñùåïëåíèÿ, ÷òî îäíîçíà÷íî óêàçû-
âàåò íà àïîïòîç. Ïðè ýòîì â êîíòðîëå áåç ÀÎ ãèáåëü
23% Ph+ êëåòîê òàêæå ïðîèñõîäèò â ðåçóëüòàòå àïîïòî-
çà. Ïîñëå òðåõ ñóòîê èíêóáàöèè êëåòîê ÊÌ äàííîãî
áîëüíîãî ñ òðåìÿ ðàçíûìè ÀÎ  ãèáåëü  âîçðàñòàåò äî
34-40%, ñâèäåòåëüñòâóÿ î âîçðàñòàíèè ñïåöèôè÷åñêî-
ãî äåéñòâèÿ ÀÎ íà Ph+ êëåòêè (ðèñ.5, 6Á)

Èíãèáèðîâàíèå òðàíñêðèïöèè BCR/ABL îíêîãåíà
ïîä äåéñòâèåì ÀÎ, êàê âèäíî èç ðèñ.7 À,Á ïðîòåêàåò
ýôôåêòèâíî è àêòèâèðóåò ýêñïðåññèþ ð53. Â ýòèõ êëåò-
êàõ ýêñïðåññèÿ ð53 è BCR/ABL ãåíîâ ëèáî ïðèñóòñòâó-
åò çàðàíåå (ðèñ.2Â), ëèáî ïîÿâëÿåòñÿ ïðè èíêóáàöèè ñ
ÀÎ ñî âðåìåíåì (ðèñ.7Â). Èìåííî â ýòèõ êëåòêàõ ýô-
ôåêòèâíî èíäóöèðóåòñÿ àïîïòîç (ðèñ.4 è 6À).

Â Ph+ êëåòêàõ, â êîòîðûõ äî îáðàáîòêè ÀÎ íà-
áëþäàåòñÿ ýêñïðåññèÿ ð53, äåéñòâèå ÀÎ, âåðîÿòíî,
äîïîëíèòåëüíî óâåëè÷èâàåò óðîâåíü ð53 ìÐÍÊ è
áåëêà, ÷òî âåäåò ê ïîâûøåíèþ ýôôåêòèâíîñòè àïîï-
òîçà (ðèñ.6À, Á)

Â êëåòêàõ ÊÌ áîëüíîãî Á-âà âèäíà ñëàáàÿ ýêñï-
ðåññèÿ ð53 ìÐÍÊ (ðèñ.7Â) ïðè ñîäåðæàíèè ð53 áåëêà â
3-7% êëåòîê, íî îòñóòñòâóåò BCR/ABL ýêñïðåññèÿ (6-
òè÷àñîâàÿ èíêóáàöèÿ) êàê â êîíòðîëå, òàê è ïðè äåé-
ñòâèè ÀÎ. ×åðåç 72 ÷àñà âîçðàñòàåò óðîâåíü ð53 è BCR/
ABL ìÐÍÊ (ðèñ.7Â) è äîëÿ ïîãèáøèõ êëåòîê (ðèñ.6Á).
Òàêæå âîçðàñòàåò ôðàêöèÿ êëåòîê, ñîäåðæàùèõ áåëîê
ð53.  Çà ýòî âðåìÿ ÀÎ, âåðîÿòíî, èñòîùàþòñÿ, è óðî-

Ðèñ. 5. Îëèãîíóêëåîñîìíàÿ ôðàãìåíòàöèÿ ÄÍÊ Ph+ êëå-
òîê ïîñëå 3 ñóòîê èíêóáàöèè ñ ÀÎ (2, 3, 4) è áåç ÀÎ (1).
Ïàöèåíò Á-â (b2a2 ìÐÍÊ). Ñèìâîëû ÀÎ ðàñøèôðîâàíû â
òàáë.1.
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Ðèñ. 6. Äèíàìèêà ãèáåëè ãåìîïîýòè÷åñêèõ Ph+ ìîíî-
íóêëåàðîâ ÕÔ ÕÌË, ðàçëè÷àþùèõñÿ ýêñïðåññèåé BCR/
ABL è ð53 ãåíîâ, ïðè èíêóáàöèè ñ àíòèñåíñ îëèãîíóê-
ëåîòèäàìè (AO). Ñèìâîëû ÀÎ ðàñøèôðîâàíû â òàáë.1.
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âåíü ìÐÍÊ BCR/ABL ðàñòåò, õîòÿ ÷àñòü åå åùå èíãè-
áèðóåòñÿ ÀÎ. Ïðè ýòîì óðîâåíü ìÐÍÊ ð53 âñå æå âîç-
ðàñòàåò (ðèñ.7Â), êàê è ãèáåëü êëåòîê (ðèñ.6Á)

Â êëåòêàõ (Ph+, ð53+) ïîä äåéñòâèåì ÀÎ ìû òàêæå
íàáëþäàëè òîðìîæåíèå ïðîëèôåðàöèè (ðèñ.4), ÷òî ñî-
ãëàñóåòñÿ ñ äàííûìè äðóãèõ èññëåäîâàíèé [21-28]. Òîð-
ìîæåíèå ïðîëèôåðàöèè îïðåäåëÿåòñÿ íå òîëüêî àïîïòî-
çîì, íî è îñòàíîâêîé êëåòî÷íîãî öèêëà íà ñòàäèè G

1
/S.

Èõ ñîîòíîøåíèå çàâèñèò îò âèäà ÀÎ è ñðåäû (ðèñ.4).
Ó íåêîòîðûõ áîëüíûõ â ÕÔ ÕÌË ýêñïðåññèÿ BCR/

ABL è ð53 ãåíîâ íå íàáëþäàåòñÿ èëè íàáëþäàåòñÿ íà
î÷åíü íèçêîì óðîâíå (ðèñ.7 Â,Ã). Äåéñòâèå ÀÎ íà òà-
êèå Ph+ êëåòêè íå èíäóöèðóåò èõ ãèáåëü (ðèñ.6Â), êàê è
â ñëó÷àå (Ph-, ð53+) èëè (Ph+, ð53-) êëåòîê (ðèñ.3). Àïîï-
òîç â Ph+ êëåòêàõ ÊÌ áîëüíîãî Ï-âà ïðàêòè÷åñêè íå
èíäóöèðóåòñÿ ïðè èíêóáàöèè ñ ðàçíûìè ÀÎ â òå÷åíèå 7
ñóòîê, äàæå ïðè ïîâòîðíîì äîáàâëåíèè ÀÎ, ò.å. àïîï-
òîç íå èíäóöèðóåòñÿ òàêæå, êàê â êëåòêàõ (Ph-, ð53+)
èëè (Ph+, ð53-) ôåíîòèïà. Íåò ìÐÍÊ BCR/ABL, ò.å.  íåò
ìèøåíè äëÿ ÀÎ, íåò ýôôåêòà èíãèáèðîâàíèÿ è íåò èí-
äóêöèè ãèáåëè êëåòîê. Â êëåòêàõ ÊÌ è ÏÊ ýêñïðåññèÿ
BCR/ABL îêàçàëàñü íåçíà÷èòåëüíîé èëè âîâñå ïîäàâ-
ëåííîé ó ïîëîâèíû èç 26 èññëåäîâàííûõ áîëüíûõ.

Òàêèì îáðàçîì, ïðè îáðàáîòêå Ph+ êëåòîê ÀÎ èí-
äóöèðóåòñÿ ð53-îïîñðåäîâàííûé àïîïòîç ïðè óñëîâèè
ýêñïðåññèè â Ph+ êëåòêàõ ð53 è BCR/ABL ãåíîâ è èí-
äóêöèÿ àïîïòîçà íàáëþäàåòñÿ â êëåòêàõ (Ph+, ð53+), íî
îòñóòñòâóåò â êëåòêàõ (Ph-, ð53+) è (Ph+, ð53-) ôåíîòèïà
(ðèñ.4, 6, 7).

Ïðè àïîïòîçå Ph+-êëåòîê ÊÌ è ÏÊ ïðè ÕÔ ÕÌË,
èíäóöèðóåìîì ÀÎ, ïðîñëåæèâàåòñÿ  èçìåíåíèå ìîðôî-
ëîãè÷åñêîãî ñîñòàâà êëåòîê (òàáë.2). Èçâåñòíî, ÷òî ïðè

ÕÌË óâåëè÷èâàåòñÿ ñîäåðæàíèå ìèåëîèäíûõ êëåòîê
â ÊÌ è ÏÊ [1-3, 6]. Êàê è ñëåäîâàëî îæèäàòü, ïðè îá-
ðàáîòêå ÀÎ ïàäàåò ñîäåðæàíèå ãðàíóëîöèòîâ, ìîíî-
öèòîâ (â 2-10 ðàç) è, â ìåíüøåé ñòåïåíè, áëàñòîâ (òàáë.2)
Ñîäåðæàíèå ëèìôîöèòîâ âîçðàñòàåò (Ò-ëèìôîöèòû êàê
áóäòî íå ñîäåðæàò Ph-õðîìîñîìû) [2, 3, 6-13]. Íàèáîëü-
øåå óìåíüøåíèå äîëè ñîçðåâàþùèõ êëåòîê ñâÿçàíî,
âåðîÿòíî, ñ ýôôåêòèâíîé ýêñïðåññèåé â íèõ BCR/ABL
ìÐÍÊ-ìèøåíè äëÿ ÀÎ è ïîýòîìó íàèáîëåå ýôôåêòèâ-
íûì èíãèáèðîâàíèåì ìèøåíè è èíäóêöèåé àïîïòîçà.
×òî êàñàåòñÿ áëàñòîâ, òî â ýòèõ íàèìåíåå çðåëûõ êëåò-
êàõ BCR/ABL è/èëè ð53 ãåíû ñêîðåå âñåãî íå ýêñïðåñ-
ñèðóþòñÿ. Îòìåòèì, ÷òî íàáëþäàåìàÿ òåíäåíöèÿ óâå-
ëè÷åíèÿ ñîäåðæàíèÿ ëèìôîöèòîâ ñîãëàñóåòñÿ ñ òàêèì
æå ÿâëåíèåì ïðè õèìèîòåðàïèè ÕÌË è âûõîäå â ðå-
ìèññèþ [2, 3, 6].

Äåéñòâèå ÀÎ îáû÷íî çàêëþ÷àåòñÿ â ðàçðóøåíèè
ìÐÍÊ BCR/ABL (ÐÍÊ-ìèøåíè), àðåñòå åå òðàíñëÿöèè
èëè êîíêóðåíòíîì èíãèáèðîâàíèè âçàèìîäåéñòâóþùèõ
ñ òîé æå ìèøåíüþ êëåòî÷íûõ áåëêîâ [44, 58]. Âñå ýòè
ïðîöåññû ïðåêðàùàþòñÿ ïî èñòîùåíèè ÀÎ è êëåòêè
âîññòàíàâëèâàþò ïîäàâëåííûå ôóíêöèè, åñëè îíè íå
êðèòè÷íû äëÿ æèçíè êëåòêè [58]. Èíäóêöèÿ àïîïòîçà
ïðè èíãèáèðîâàíèè ýêñïðåññèè BCR/ABL ïðåâðàùàåò
äåéñòâèå ÀÎ â íåîáðàòèìûé ïðîöåññ è îòêðûâàåò âîç-
ìîæíûé ïóòü ýëèìèíèðîâàíèÿ Ph+ êëåòîê ïðè ÕÔ
ÕÌË, âîçìîæíî áîëåå ùàäÿùèé, ÷åì äåéñòâèå STI571
[60-63].

Ñîãëàñíî [6-14, 19] áåëîê p210BCR/ABL áëîêèðó-
åò ãèáåëü êëåòîê, âçàèìîäåéñòâóÿ ñ p53 èëè åãî êîìï-
ëåêñàìè ñ äðóãèìè áåëêàìè. Íàøè ðåçóëüòàòû ïîäòâåð-
æäàþò èçâåñòíûé ôàêò ãèáåëè Ph+ êëåòîê ïðè îáðàáîò-

Ðèñ. 7. Ìîäóëÿöèÿ ýêñïðåññèè ìÐÍÊ BCR/ABL è ð53 ãåíîâ â Ph+ êëåòêàõ êîñòíîãî ìîçãà è ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ÕÔ
ÕÌË ïðè äåéñòâèè ÀÎ.
À, Á - êëåòêè ñ àêòèâíîé ýêñïðåññèåé BCR/ABL è ð53
Â, Ã, - êëåòêè ñ ïîíèæåííîé èëè îòñóòñòâóþùåé ýêñïðåññèåé BCR/ABL èëè ð53
À ( êîñòíûé ìîçã, ïàöèåíò Ö-âà, b3a2, èíêóáàöèÿ 24 ÷
Á - ïåðèôåðè÷åñêàÿ êðîâü, ïàöèåíò Á-íà, b3a2, èíêóáàöèÿ 24 ÷
Â ( êîñòíûé ìîçã, ïàöèåíò Á-â, b2a2, èíêóáàöèÿ 6 ÷ è 72 ÷
Ã ( êîñòíûé ìîçã (ÊÌ) è ïåðèôåðè÷åñêàÿ êðîâü (ÏÊ), ïàöèåíò Ï-â, b2a2, èíêóáàöèÿ 1, 6 è 7 ñóòîê. Ñèìâîëû ÀÎ ðàñøèô-
ðîâàíû â òàáë.1.
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êå ÀÎBCR /ABL. Êðîìå òîãî, íàøè äàííûå ïîêàçûâàþò,
÷òî ïîä äåéñòâèåì ÀÎ BCR/ABL Ph+ êëåòêè ïîãèáàþò ïî
ìåõàíèçìó ð53 èíäóöèðóåìîãî àïîïòîçà òîëüêî â (Ph+,
p53+)-êëåòêàõ ïðè îáÿçàòåëüíîé àêòèâàöèè òðàíñêðèï-
öèè ãåíà p53. Ïðè ýòîì íàáëþäàåòñÿ êîððåëÿöèÿ ìåæ-
äó àêòèâàöèåé òðàíñêðèïöèè ãåíà ð53, èíãèáèðîâàíè-
åì ìÐÍÊBCR/ABL ïîä äåéñòâèåì ÀÎ ìÐÍÊBCR/ABL è èí-
äóêöèåé àïîïòîçà. Î÷åâèäíî, âîññòàíîâëåíèå ôóíê-
öèîíèðîâàíèÿ p53 ãåíà â Ph+ êëåòêàõ ïîä äåéñòâèåì
ÀÎ äîëæíî ïðåäøåñòâîâàòü èëè ñîâïàäàòü ñ èíäóêöè-
åé àïîïòîçà.

Îñîáåííîñòüþ íàáëþäàåìûõ çäåñü ïîä äåéñòâèåì ÀÎ
ïðîöåññîâ ÿâëÿåòñÿ âîññòàíîâëåíèå ôóíêöèîíèðîâàíèÿ
ýíäîãåííîãî ð53 êàê èíäóêòîðà àïîïòîçà. Èíäóêöèÿ
àïîïòîçà ïîä äåéñòâèåì ÀÎ ñâÿçàíà, âåðîÿòíî, ñ ïîâû-
øåíèåì óðîâíÿ ð53 â ðåçóëüòàòå ýêñïðåññèè ð53 de novo
è óñèëåíèåì åãî ðîëè â êà÷åñòâå ðåãóëÿòîðà àïîïòîçà è
ðåãóëÿòîðà òðàíñêðèïöèè. Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî â ðåçóëü-
òàòå ñèíòåçà ð53 de novo äîëÿ ó÷àñòèÿ ð53 â ðåàêöèÿõ ñ
åãî åñòåñòâåííûìè ãåíàìè-ìèøåíÿìè óâåëè÷èâàåòñÿ è
ðåàëèçóåòñÿ â àêòèâàöèè îñíîâíûõ ôóíêöèé ð53: ðåãó-
ëÿöèè òðàíñêðèïöèè ãåíîâ-ìèøåíåé, ðåãóëÿöèè êëåòî÷-
íîãî öèêëà ñ çàäåðæêîé â G/S ôàçå öèêëà è àïîïòîçà.
Áëîêèðîâàíèå ýêñïðåññèè BCR/ABL, âåðîÿòíî, òàêæå
íîðìàëèçóåò ôóíêöèè Ñ/ÅÐÂ α áåëêà è ðåãóëÿöèþ ýêñï-
ðåññèè ðåöåïòîðà G-CSF [18], ÷òî ïðèâîäèò ê âîññòà-
íîâëåíèþ çàâèñèìîñòè àïîïòîçà è ïðîëèôåðàöèè îáðà-
áîòàííûõ ÀÎ Ph+ êëåòîê îò èçìåíåíèÿ ôàêòîðîâ ðîñòà â
ñðåäå. Ïîêà íåò îñíîâàíèé ïðåäïîëàãàòü, ÷òî ïîäàâëå-
íèå ýêñïðåññèè BCR/ABL àêòèâèðóåò òðàíñêðèïöèþ
ð53. Ñêîðåå âñåãî, àêòèâàöèÿ òðàíñêðèïöèè ð53 îïðåäå-
ëÿåòñÿ ñòàäèåé äèôôåðåíöèðîâêè Ph+ êëåòîê. Ìåõàíèçì
àêòèâàöèè ð53, âåðîÿòíî, çàêëþ÷àåòñÿ â òîì, ÷òî ÷àñòü
âíîâü ñèíòåçèðîâàííîãî ð53 â óñëîâèÿõ ïîäàâëåíèÿ ýê-
ñïðåññèè BCR/ABL ðàñõîäóåòñÿ íà âçàèìîäåéñòâèå ñ
îáû÷íûìè äëÿ ð53 ìèøåíÿìè ïðè âûïîëíåíèè åãî ìíî-
ãî÷èñëåííûõ ôóíêöèé â êëåòêå.

Ëèíèÿ Ê562 - ýðèòðîáëàñòíûå êëåòêè èç êëåòîê áëà-
ñòíîãî êðèçà õðîíè÷åñêîîãî ýðèòðîìèåëîçà. Â êëåòêàõ
óòåðÿí îäèí àëëåëü ð53, à âî âòîðîì - ð53 ìóòèðîâàí;
èç ðèñ.2À âèäíî ÷òî êÄÍÊ Ê562 íå äàåò àìïëèôèêàòà
â 404 b.p., õàðàêòåðíîãî äëÿ ïîëíîöåííîé ìÐÍÊ ð53.
Èçâåñòíî, ÷òî ìíîãèå öèòîñòàòèêè òàêæå íå àêòèâèðó-
þò ãèáåëü Ê562 [20]. Ïîïûòêè ââåäåíèÿ â Ê562 ýêçî-
ãåííîãî ð53 äèêîãî òèïà (wtp53) â ñîñòàâå ãåííî-èíæå-
íåðíûõ êîíñòðóêòîâ ïðèâîäèëè ê áûñòðîé ãèáåëè êëå-
òîê è îñòàíîâêå êëåòî÷íîãî öèêëà, òîðìîæåíèþ ïðî-
ëèôåðàöèè. Ââåäåíèå ýêçîãåííîãî ts ìóòàíòíîãî ð53
ïîäòâåðæäàëî ñïîñîáíîñòü ïîëó÷åííûõ òðàíñôåêòàí-
òîâ ãèáíóòü ïðè ïåðìèññèâíîé òåìïåðàòóðå (32Ñ°) [36-
39, 41-43]. Ýòî âïîëíå ñîãëàñóåòñÿ ñ íàáëþäàåìûì

íàìè îòñóòñòâèåì ãèáåëè êëåòîê Ê562 ïîä äåéñòâèåì
ÀÎ [29-32]. Â ìîíîíóêëåàðàõ äîíîðîâ â îòñóòñòâèè
ìÐÍÊ BCR/ABL-ìèøåíè ÀÎ íå èíäóöèðóþò ãèáåëè
êëåòîê, íå âëèÿþò íà ýêñïðåññèþ ð53 è ïðàêòè÷åñêè íå
òîêñè÷íû äëÿ ãåìîïîýòè÷åñêèõ êëåòîê.

Êàê èçâåñòíî, ãèáåëü ãåìîïîýòè÷åñêèõ êëåòîê â
íîðìå ïðîòåêàåò òàêæå ïî ìåõàíèçìó ð53-çàâèñèìîãî
àïîïòîçà [34, 35]. Â Ph+ êëåòêàõ ôàêòîð-çàâèñèìàÿ ðå-
ãóëÿöèÿ áëîêèðóåòñÿ ïðè ýêñïðåññèè BCR/ABL îí-
êîãåíà è ïðè ýòîì îïîñðåäóåòñÿ BCL2 áåëêîì (åñòå-
ñòâåííûì èíãèáèòîðîì àïîïòîçà). Êëåòêè ñ ýêñïðåññè-
åé BCL2 â îòñóòñòâèå ýêñïðåññèè BCR/ABL ñîõðàíÿ-
þò ñïîñîáíîñòü ê àïîïòîçó è ôàêòîð-çàâèñèìîé ðåãó-
ëÿöèè ïðîëèôåðàöèè [5, 13, 17]. ßâëåíèå àïîïòîçà â
ñðåäå ñ èñòîùåíèåì ôàêòîðîâ, âåðîÿòíî, õàðàêòåðíî
äëÿ Ph+ êëåòîê, íå ýêñïðåññèðóþùèõ BCR/ABL, íî ýê-
ñïðåññèðóþùèõ ð53 [5, 11, 13, 21, 39].

Ðåãóëÿöèÿ ôóíêöèé p53, êàê èçâåñòíî, âåñüìà ñëîæ-
íà [13, 19, 46, 47, 51, 52, 55-57]. Îáû÷íî îíà èññëåäóåò-
ñÿ íà ïîñò-òðàíñêðèïöèîííîì óðîâíå p53 â ñî÷åòàíèè ñ
àíàëèçîì åãî êîíôîðìàöèé è âçàèìîäåéñòâèé ñî ìíî-
ãèìè ðåãóëÿòîðíûìè áåëêàìè. Îäíàêî âîññòàíîâëåíèå
áëîêèðîâàííûõ ôóíêöèé ð53 ñêîðåå âñåãî íóæäàåòñÿ â
òðàíñêðèïöèè ãåíà de novo. Íîâàÿ àêòèâàöèÿ òðàíñ-
êðèïöèè ð53 íåîáõîäèìà äëÿ ðåãóëÿöèè àïîïòîçà è
òðàíñêðèïöèè äðóãèõ ãåíîâ, ò.ê. íåñòàáèëüíûé ð53 (t1/
2 ~5-40 ìèí. ñàìîãî ð53 è ~6 ÷àñ â êîìïëåêñàõ ñ äðóãè-
ìè áåëêàìè [19, 52-54, 56]) íå ìîæåò ñîõðàíèòüñÿ è îñ-
âîáîäèòüñÿ èíòàêòíûì èç êîìïëåêñà ñ ð210BCR/ABL, îñî-
áåííî â êîíôîðìàöèè wt p53, êîòîðàÿ íåîáõîäèìà äëÿ
åãî ôóíêöèîíèðîâàíèÿ [13, 39]. Ïîêàçàíî, ÷òî ñóïå-
ðýêñïðåññèÿ ð53 áåëêà âîçíèêàåò ïðè ñóïåðýêñïðåññèè
ìÐÍÊ [46]. Ïîÿâëåíèå ýíäîãåííîãî p53 de novo, âåðî-
ÿòíî, íåîáõîäèìî äëÿ âîññòàíîâëåíèÿ ôóíêöèîíèðîâà-
íèÿ ð53. Ðàíåå ïîêàçàíî, ÷òî ãåí p53 íå ýêñïðåññèðóåò-
ñÿ â íåêîòîðûõ ðàííèõ êëåòêàõ-ïðåäøåñòâåííèêàõ.
Ýêñïðåññèÿ íà÷èíàåòñÿ íà áîëåå ïîçäíèõ ñòàäèÿõ äèô-
ôåðåíöèðîâêè [12-13, 39].

Èç ñîâîêóïíîñòè ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ ñëåäó-
åò, ÷òî ãåí-ñóïðåññîð îïóõîëåâîãî ðîñòà ð53 îïîñðåäó-
åò ñóïðåññèþ àïîïòîçà îíêîáåëêîì ð210BCR/ABL è èíäóê-
öèþ àïîïòîçà ïðè èíãèáèðîâàíèè ýêñïðåññèè BCR/ABL
îíêîãåíà àíòèñåíñ îëèãîíóêëåîòèäàìè. Èíãèáèðîâà-
íèå ýêñïðåññèè îíêîãåíà BCR/ABL âåäåò ê èíäóêöèè
ãèáåëè òîëüêî êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ BCR/ABL è
ýíäîãåííûé ð53. Ph+ êëåòêè ïðè ýòîì ãèáíóò ïî ìåõà-
íèçìó ð53-îïîñðåäîâàííîãî àïîïòîçà.

Ph+-êëåòêè ÕÔ ÕÌË ñîäåðæàò çíà÷èòåëüíîå êîëè-
÷åñòâî çðåëûõ êëåòîê. Ýòè êëåòêè íåîäíîðîäíû íå òîëü-
êî ìîðôîëîãè÷åñêè. Îíè ïðåäñòàâëåíû òàêæå êëåòêà-
ìè, ýêñïðåññèðóþùèìè BCR/ABL è íå ýêñïðåññèðóþ-

Ìîðôî
Òèï ÀÎ

Äîëÿ ïîãèáøèõ
êëåòîê, % áëàñòû ãðàíóëîöèòû

Áåç ÀÎ 26 7 21
1.4.2, b3a2 60 9 5
2.4.2, b2b3 61 5 2
2.4.1, b2b3 53 3 8

Òàáëèöà 2
Ñîñòàâ Ph+ êëåòîê ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè â ñóñïåíçèîííîé êóëüòóðå ïîñëå èíêóáàöèè ñ àíòèñìûñëîâûìè
îëèãîíóêëåîòèäàìè (ÀÎ) â òå÷åíèå 3 ñóòîê. Ïàöèåíò Á-íà (b3a2, ÕÔ ÕÌË)
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ùèìè åãî. Ïîñëåäíèå îñòàþòñÿ ôàêòîð-çàâèñèìûìè, è
ïîýòîìó ïîä÷èíÿþòñÿ çàêîíîìåðíîñòÿì ðåãóëÿöèè ïðî-
ëèôåðàöèè, äèôôåðåíöèðîâêè è àïîïòîçà êàê è íîð-
ìàëüíûå ãåìîïîýòè÷åñêèå êëåòêè. Ïðè êóëüòèâèðîâà-
íèè íà áåäíîé ñðåäå ïðîèñõîäèò èõ áûñòðàÿ ãèáåëü. Çà
4 ÷àñà â ñðåäå áåç ñûâîðîòêè ãèáíåò îñíîâíàÿ ÷àñòü Ph+

êëåòîê ÊÌ íåêîòîðûõ áîëüíûõ è ìàëî ìåíÿåòñÿ ó äðó-
ãèõ. Äîëÿ ãèáåëè Ph+ êëåòîê, âåðîÿòíî, ñîîòâåòñòâóåò
äîëå êëåòîê, íå ýêñïðåññèðóþùèõ BCR/ABL. Ïî ýòîé
âåëè÷èíå ìîæíî, âåðîÿòíî, ñóäèòü î õàðàêòåðå ÕÔ
ÕÌË áîëåå òîíêî, ÷åì ïî ñîäåðæàíèþ áëàñòîâ. Ïîâû-
øåíèå ñîäåðæàíèÿ Ph+ áëàñòîâ - ýòî óæå îñòàíîâêà äèô-
ôåðåíöèðîâêè, à ýêñïðåññèðóþùèå BCR/ABL êëåòêè -
ýòî ôðàêöèÿ êëåòîê, ãîòîâûõ ê ìóòàöèÿì, ò.ê. â íèõ
ïîäàâëåí ð53. Â ýòèõ êëåòêàõ ð53 ìîë÷èò, äàæå åñëè
ïîñòóïèë ñèãíàë î íåîáõîäèìîñòè ðåïàðàöèè ìóòàöèé
èëè èíäóêöèè àïîïòîçà.

Ìîæíî çàìåòèòü, ÷òî èíäóêöèÿ àïîïòîçà îêàçû-
âàåòñÿ âåñüìà ÷óâñòâèòåëüíûì ìåòîäîì âûÿâëåíèÿ
ýôôåêòà ÀÎ. Ïî èíäóêöèè ãèáåëè Ph+ êëåòîê âûÿâëÿ-
ëîñü íå òîëüêî ðàçðóøåíèå ìÐÍÊ BCR/ABL, íî èíãè-
áèðîâàíèå òðàíñëÿöèè è êîíêóðåíòíîå èíãèáèðîâàíèå
ÀÎ ñ áåëêàìè çà ñâÿçûâàíèå ÐÍÊ-ìèøåíè â Ph+ êëåò-
êàõ [31-33].

Ñîâîêóïíîñòü ðåçóëüòàòîâ ñâèäåòåëüñòâóåò î êîð-
ðåëÿöèè ìåæäó àêòèâàöèåé ýêñïðåññèè BCR/ABL îí-
êîãåíà, åãî èíãèáèðîâàíèåì, àêòèâàöèåé ýêñïðåññèè
ð53 è èíäóêöèè àïîïòîçà â Ph+ -êëåòêàõ â ÕÔ ÕÌË ïðè
èõ èíêóáàöèè ñ àíòèñåíñ îëèãîíóêëåîòèäàìè. Ïðè ýòîì
â ïðèñóòñòâèè ÀÎ â ñðåäå áåç ôàêòîðîâ ðîñòà àïîïòîçó
ïîäâåðãàåòñÿ â 2-3 ðàçà áîëüøå êëåòîê, ÷åì áåç ÀÎ.
Âîçìîæíî, ýòî âñå Ph+ -êëåòêè, ýêñïðåññèðóþùèå BCR/
ABL îíêîãåí.
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