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Пролиферация и дифференцировка ex vivo миелоидных клеток человека, содержащих Ph�хромосому,
при чередовании этапов пролиферации и созревания регулируется последовательным блокированием и
индукцией апоптоза с участием нейтрофилов и экспрессии генов bcr/abl, bax и bcl2. Регуляция апоптоза
основных типов Ph+ клеток, встречающихся при хроническом миелолейкозе (ХМЛ), зависит от после�
довательности чередования этапов пролиферации Ph+ клеток (1) и созревания нейтрофилов (2) и реали�
зуется двумя путями. Первый путь – поочередное блокирование и индукция апоптоза при начальном со�
зревании и последующей пролиферации (чередование 2/1/2), ранее не описан. Накопление нейтрофи�
лов блокирует апоптоз. По мере истощения нейтрофилов индуцируется апоптоз. Его блокирование
ведет к ускорению пролиферации с новым накоплением нейтрофилов и регулярной гибелью нейтрофилов и
индукцией апоптоза. Этот путь оптимизирует эффективность пролиферации (индексы P/D) равномерным
чередованием созревания и пролиферации, обеспечивая завершение цикла пролиферации и дифференци�
ровки. Второй путь регуляции апоптоза заключается в чередовании, начинающемся с этапа пролиферации
(чередование по схеме 1/2/1 при пониженном содержании нейтрофилов), приводит к устойчивому умень�
шению максимальных уровней апоптоза в 3–8 раз по сравнению с чередованием 2/1/2. Устойчивое блоки�
рование апоптоза наблюдается в клетках с длительным этапом пролиферации и с длительным этапом со�
зревания, в которых накапливаются бласты и миелоциты с повышенной экспрессией генов bcr/abl и экс�
прессией bcl2 > bax. Устойчивое блокирование апоптоза наблюдается при прогрессии ХМЛ и в линиях Рh+

клеток. Первый путь регуляции апоптоза реализуется в клетках хронической фазы ХМЛ. Культивирование
Ph+ клеток от индивидуальных больных ХМЛ ex vivo может способствовать более точной диагностике ста�
дий ХМЛ и оптимизации схемы лечения этого заболевания. 

Ключевые слова: апоптоз, дифференцировка, миелоидные клетки, пролиферация, хронический миело�
лейкоз, экспрессия ex vivo, Ph+ гранулоциты, Ph�хромосома.

APOPTOSIS AND NEUTROPHILS ON THE REGULATION OF PROLIFERATION AND DIFFERTIA�
TION EX VIVO OF MYELOID CELLS WITH PH�CHROMOSOME, by N. I. Grineva*, T. V. Akhlynina, A. M.
Timofeev, L. P. Gerasimova, D. A. Schmarov, N. M. Nydenova, T. E. Manakova, N. G. Sarycheva, L. G. Kovaleva
(Research Center for Hematology, Ministry of Health, Moscow 125167 Russia; *e�mail: nigrin27@mail.ru). Hu�
man myeloid cells with Ph chromosome (Ph+ cells) from chronic myeloid leukemia (CML) in the course of prolifera�
tion and differentiation ex vivo are regulated under alternation of cell proliferation and neutrophil maturation stages
by consecutive blocking and inducing apoptosis with of neutrophils participation as well bcr/abl, bax and bcl2
genes expression. Apoptosis regulation of three main Ph+ cells types from CML patients depends on alternation
sequences of proliferation (1) and maturation (2) cell stages and realized by two ways. The first one is performed
by consecutive blocking and inducing apoptosis under 2/1/2 stage alternation. The way is not described early.
Neutrophils accumulation correlates with apoprosis blocking. Apoptosis level enhances under neutrophils ex�
hausted. Apoptosis blockage allows cells to proliferate and, thus, to form new portion of neutrophils with con�
secutive regular their death as well a consequent alternation of apoptosis blocking and inducing. This way reg�
ulates proliferation efficiency indexes P/D that reflect Ph+ cells proliferating potential and performs cycle com�
pletion for proliferation and differentiation. The second way of apoptosis regulation starts from proliferation
stage and performs for 1/2/1 alternations under diminished content of neutrophils and a little increase under
next maturation. It leads to resistant depressed apoptosis levels that, at maximal points, are 3–8 times lower
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Принятые сокращения: ПДК – пролиферация и дифференцировка клеток; ХМЛ – хронический миелолейкоз; Ph+ клетки –
миелоидные гемопоэтические (кроветворные) клетки, содержащие филадельфийскую хромосому; Р'клетки – незрелые про'
лиферирующие клетки; D'клетки – нейтрофилы, условно зрелые клетки; P/D – индекс эффективности пролиферации.
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ВВЕДЕНИЕ

При хроническом миелолейкозе (ХМЛ) в ге'
мопоэтических клетках содержится филадель'
фийская (Ph) хромосома, образующаяся в резуль'
тате хромосомной транслокации t(9;22)(q34;q11)
в стволовой полипотентной клетке. В составе Ph'
хромосомы возникает химерный онкоген bcr/abl,
кодирующий онкобелок тирозинкиназу, которая
определяет туморогенные свойства клеток и па'
тогенез Ph+ ХМЛ и других Ph+ лейкозов [1–12].

Экспрессия онкогена активирует пролифера'
цию и блокирует апоптоз в линиях Ph+ клеток [13–
20]. В то же время Ph+ клетки, выделенные от боль'
ных ХМЛ, способны завершать пролиферацию и
дифференцировку [1–3, 10–12].

В пролиферации и дифференцировке клеток
(ПДК) участвуют многочисленные гены, регули'
рующие клеточный цикл, апоптоз и деление кле'
ток [6–9, 20–27]. Недавно показано, что ПДК при
ХМЛ ex vivo регулируется неоднократным чере'
дованием этапов пролиферации и созревания
[28–31]. 

Пролиферация и дифференцировка миелоид'
ных клеток гранулоцитарного отдела кроветворе'
ния протекает с образованием 8 субпопуляций, из
них 5 пролиферируют одновременно с диффе'
ренцировкой. Это клетки'предшественники:
бласты (КОЕ'МГ, КОЕ'Г, миелобласты), промие'
лоциты и миелоциты (P'клетки – пролифериру'
ющие, делящиеся, “незрелые”) и их потомки –
созревающие без деления нейтрофилы (D'клет'
ки, или условно зрелые – метамиелоциты, палоч'
коядерные и сегментоядерные нейтрофилы) [10–
12, 32–35]. 

Кинетические кривые, как известно, отража'
ют скорости происходящих процессов при ПДК.
Согласно [28–31], соотношение скоростей на'
копления (образования и последующих превра'
щений) незрелых Р'клеток и D'нейтрофилов отра'
жает индекс эффективности пролиферации, P/D,
который есть мера пролиферативного потенциала
Ph+ клеток. Значение P/D – величина переменная.
P/D ≤ 1 – при созревании и изменяется от 1 до 20
при пролиферации. При этом нейтрофилы, пред'

положительно, участвуют в регуляции пролифе'
рации и апоптоза по механизму обратной связи.

Цель данного исследования состояла в изуче'
нии кинетики апоптоза и накопления нейтрофи'
лов, а также в выяснении их роли в регуляции
ПДК ex vivo и пролиферативного потенциала Ph+

клеток миелоидного отдела кроветворения, ги'
пертрофированного при Ph+ ХМЛ. Исследования
такого плана до сих пор не проводились.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Материалы. В ходе исследования использова'
ны следующие препараты: гепарин (“Flow”, Ан'
глия); лимфопреп (Limphoprep), среда α'МЕМ
(“MP Biomedical”, США); DEPC, Hepes, Трис,
фосфатно'солевой буфер (PBS), эмбриональная
телячья сыворотка (ЭТС), цитрат натрия, лау'
рилсаркозил (“ICN”, США); краситель трипа'
новый синий, L'глутамин и 2'меркаптоэтанол
(“Serva”, Германия), Триреагент, гуанидинтио'
ционат (“Sigma”, США); RQ1 RNase'free DNase,
РНКазин, dNTP, BSA, Taq polymerase, буфер для
ОТ'ПЦР, обратная транскриптаза MuMLV
(“Promega”, США); пенициллин и стрептоми'
цин (ОАО “Биохимик”, Россия). 

Ph+ мононуклеары выделяли из перифериче'
ской крови и костного мозга больных ХМЛ в хро'
нической фазе, фазе акселерации и бластного кри'
за, как описано ранее [27–31]. При ХМЛ основная
часть мононуклеаров представлена миелоидными
клетками, которые содержат 90–95% Ph+грануло'
цитов. Методика получения и характеристика
Ph+клеток от больных ХМЛ, из периферической
крови и костного мозга которых выделены моно'
нуклеары, приведены в работах, опубликованных
ранее [27–31]. Ph+клетки содержали мРНК bcr/abl
двух типов: b3a2 или b2a2. Эти типы мРНК bcr/abl
идентифицировали методом ОT'ПЦР [32]. 

Ph+ мононуклеары получали следующим обра'
зом. Во флакон с гепарином (50 ед./мл) вносили
10–15 мл крови из вены или 1–2 мл костного моз'
га из заднего гребешка подвздошной кости боль'
ного (на разных стадиях ХМЛ) и полученную
смесь наслаивали на лимфопреп или фиколл с
плотностью 1.077. Легкую фракцию Ph+ клеток

than those under alternation 2/1/2. Resistant apoptosis blocking is observed in the Ph+ cells with prolong prolifer�
ation or maturation stages, when blasts and myelosytes are accumulated under enhanced bcr/abl and bcl2 > bax
gene expression and remain under next maturation. Stable apoptosis blocking is accompanied by increasing
amounts of blasts and myelocytes and enhancing bcr/abl and bcl 2 > bax expression. This is observed under CML
progression. Ph+ cells cultivation may be useful for more distinct diagnostics of CML phases of individual CML pa�
tients and optimization of the treatment.

Keywords: Apoptosis, chronic myeloid leukemia, differention, expression ex vivo, myeloid cells, proliferation,
Ph�chromosome, Ph+ granulocytes.
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выделяли центрифугированием (30 мин при 600 × g),
дважды промывали PBS (pH 6.8), затем средой
α'МЕМ. В 25'см2 пластиковом матрасе в течение
3 ч культивировали (2–8) × 106 клеток/мл среды
α'МЕМ, содержащей 10% ЭТС, 2 мM L'глютамина,
10–4 М 2'меркаптоэтанола, 100 ед./мл пенициллина,
50 ед./мл стрептомицина, 25 мM HEPES·NaOH
(pH 7.3). Затем суспензию неадгезированных кле'
ток отбирали и центрифугировали 7 мин при 600 × g.
Клетки дважды промывали PBS и суспендировали
в α'МЕМ с 10% ЭТС. Суспензию клеток сразу ис'
пользовали для культивирования и анализа.
Фракция лейкоцитов содержала 90–95% грануло'
цитов и незначительное количество созревающих
нейтрофилов, что характерно для мононуклеаров
при ХМЛ. Содержание живых и мертвых клеток
анализировали трижды на мазках, окрашенных
0.2%'ным трипановым синим по Романовскому с
подсчетом клеток в камере Горяева, как приведено
в работах, опубликованных ранее [27–31]. 

Культивирование Ph+ мононуклеаров прово'
дили в строго одинаковых условиях. Полученную
суспензию монуклеаров центрифугировали, про'
мывали средой α'МЕМ, разбавляли α'МЕМ до
концентрации (0.8–1.4) × 106 клеток/мл, перено'
сили в 24' или 96'луночные планшеты (по 12 лу'
нок на каждую пробу) и инкубировали при 37°С в
условиях абсолютной влажности с 5% содержа'
ния СО2 в течение 2 ч. Затем добавляли ЭТС (до
10%) и культивировали клетки 6–14 сут, отбирая
пробы из лунок. Каждую точку анализировали
трижды. Ph+ клетки отмывали от ЭТС центрифу'
гированием в среде α'МЕМ, анализировали их
морфологию и состав субпопуляций, распределе'
ние в фазах клеточного цикла и уровень апоптоза.
В отдельном опыте определили, что двухчасовое
выдерживание клеток без ЭТС и последующее
культивирование с ЭТС замедляет рост клеток в
течение приблизительно 6 ч, затем скорость роста
клеток восстанавливается и через 12 ч культиви'
рования состав субпопуляций не отличается от
полученного без удаления ЭТС.

В пробах оценивали содержание живых и по'
гибших клеток, морфологический состав клеток
на мазках в трех зонах по 100 клеток в каждой (по
методу Романовского) и идентифицировали мор'
фологию клеток по Абрамову [36], а также опре'
деляли содержание каждого вида клеток в каждой
пробе и уровень апоптоза. Концентрацию клеток
в пробах вычисляли по их содержанию в расчете
на 106 клеток/мл и получали кинетические кри'
вые накопления (образования и расходования)
субпопуляций Ph+ гранулоцитов, а также содер'
жания пролиферирующих P'клеток (бластов,
промиелоцитов и миелоцитов) и нейтрофилов,
созревающих без деления, – клеток D (метамие'
лоцитов, палочкоядерных и сегментоядерных
нейтрофилов). Кривые отражали скорость на'

копления и образования пролиферирующих
P'клеток и дифференцирующихся D'клеток (их
образования и последовательного/параллельно'
го расходования с превращением в следующую
субпопуляцию, известную для данной диффе'
ренцировки). Ранее нами показано [28], что
среднестатистическая ошибка не превышает
11%. В пробах также анализировали уровень
апоптоза и распределение клеток по фазам кле'
точного цикла с помощью цитофлуориметрии.
Ph+ хромосома в клетках больных идентифициро'
вана цитогенетически для 100 митозов или мето'
дом FISH в лаборатории кариологии ГНЦ РАМН.
В Ph+клетках, выделенных от каждого больного,
методом ОТ'ПЦР идентифицированы также ти'
пы мРНК bcr/abl: b3a2, b2a2 и e1a2 [32]. 

Цитофлуориметрический анализ уровня апо'
птоза проводили по следующей схеме. Пробы Ph+

клеток (по 5000 клеток), отобранные в процессе
культивирования, центрифугировали 7 мин при
2000 об./мин при 4°С, промывали PBS и по кап'
лям фиксировали охлажденным 70%'ным этано'
лом в течение 30 мин при 4°С. Перед измерением
полученную взвесь промывали PBS, центрифуги'
ровали и осадок инкубировали в 0.5 мл PBS, содер'
жащего 5 мкг/мл пропидий иодида и 50 мкг/мл ри'
бонуклеазы А, в течение 30 мин при комнатой тем'
пературе в темноте. Измерения проводили на
проточном флуориметре EPICS'XL. Клетки грану'
лоцитарного гейта анализировали с помощью пря'
мого (FSC) и бокового (SSC) светорассеяния и
одновременно регистрировали флуоресценцию
FL2'пика по амплитуде и площади импульса
(это позволяет отсекать слипшиеся клетки, кон'
гломераты и клеточный дебрис) в линейном и
логарифмическом масштабе и определяли долю
клеток, находящихся в апоптозе. К клеткам, вы'
шедшим в апоптоз, относили FL2'H частицы с ги'
подиплоидным набором ДНК в пике слева от пика
клеток с диплоидным набором ДНК (уменьшение
размера клеток не более чем на 2 порядка). Долю
гранулоцитов, находящихся в апоптозе, определя'
ли для клеток, анализируемых в гранулоцитарном
гейте, где отсутствует клеточный дебрис. Для ана'
лиза ДНК'гистограмм использована специальная
компьютерная программа обработки данных, в
основу которой заложен алгоритм, разработан'
ный для асинхронных пролиферирующих кле'
точных популяций (SFIT'метод) [37]. 

Кинетические кривые уровней апоптоза строи'
ли на основании данных цитофлуориметрическо'
го анализа проб, полученных из образцов культи'
вированных Ph+ клеток после фиксации спиртом
(как указано выше).

Пролиферацию и дифференцировку Ph+ гра'
нулоцитов и их субпопуляций исследовали следу'
ющим образом. Мононуклеары (106 клеток), вы'
деленные и отмытые от ЭТС, культивировали в
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0.8 мл среды α'МЕМ, через 2 ч добавляли ЭТС с ан'
тибиотиками до конечной концентрации 0.8 ×
× 106 клеток/мл и 10% ЭТС. Далее клетки куль'
тивировали при 37°С в атмосфере 5%'ного СО2 и
насыщающей влажности в течение 1–2 циклов про'
лиферации и дифференцировки (5–10 сут) в 6–
12 лунках для каждого образца. В ходе культиви'
рования отбирали пробы, центрифугировали и
для получения кинетических кривых анализирова'
ли уровень апоптоза, морфологию субпопуляций в
мазках Ph+ гранулоцитов, вычисляли содержание и
концентрацию делящихся Р'клеток и D'клеток, а
также рассчитывали значение P/D из кинетических
кривых накопления (образования и последующего
расходования) Р'клеток и D'нейтрофилов в про'
цессе культивирования [27–31]. 

Кинетические кривые получали при культиви'
ровании суспензии клеток для определения уров'
ней апоптоза, накопления (содержания) как Р',
так и D'клеток, а также их субпопуляций: бластов,
промиелоцитов, миелоцитов и метамиелоцитов,
палочкоядерных и сегментоядерных нейтрофилов.
Для этого отбирали пробы и анализировали в них
уровень апоптоза, морфологию субпопуляций Ph+

гранулоцитов на мазках, состав клеток и их содер'
жание на мазках в трех зонах по 100 клеток в каж'
дой, как указано выше. Концентрацию субпопу'
ляций в пробах вычисляли по их содержанию на
мазках в пересчете на 106 клеток/мл суспензии.
Отметим, что ранее Ph+ клетки идентифицирова'
ли по экспрессии CD'антигенов, используя для
этого набор моноклональных антител [38], при'
чем полученные нами результаты по морфологии
хорошо согласуются с опубликованными ранее
[28–31]. Содержание мертвых клеток (в 106 куль'
тивируемых клеток) определяли в мазках, ис'
пользуя окрашивание трипановым синим. 

О смене чередования этапов созревания (2) и
пролиферации (1) и их продолжительности суди'
ли по точкам пересечения кинетических кривых
накопления нейтрофилов и Р'клеток. Кинетиче'
ские кривые экспрессии генов bcr/abl, bcl2, bax,
gapdh и актина строили, основываясь на результа'
тах ОТ'ПЦР тотальной РНК, которую выделяли
из 106 клеток тех же проб, которые использованы
в вышеизложенных исследованиях. Подробные
методики приведены в работе [27]. Уровни экс'
прессии генов выражали в условных единицах
флуоресценции, Jt, фрагментов ПЦР после элек'
трофореза. Структуры праймеров и Jt/Jgapdh или
Jt/Jактина опубликованы ранее [27]. 

Для обработки кинетических кривых апоптоза
и ПДК применяли полиномиальную аппрокси'
мацию шестой степени (на том основании, что
кривые имеют волновой характер с несколькими
максимумами и минимумами и не подчиняются
логарифмической и экспоненциальной зависи'
мости), используя обычные компьютерные про'

граммы для введения трендов полиномиальной
аппроксимации. При этом пользовались следую'
щими возможностями и ограничениями полино'
миальной аппроксимации. Количество обобщае'
мых данных оптимально равно степени аппрокси'
мации: степени минус единица. Аппроксимацию
принимали достоверной на основании точности
экспериментальных данных ±10%, как указано ра'
нее [28–31]. При аппроксимации значение R2 на'
ходится в интервале 0.84–1.0. Особое значение в
характеристике кинетических кривых имеют точки
первого периода роста (в наших экспериментах
это 5–8 точек в течение первых 6–10 сут).

Отбор проб через сутки при культивировании
ex vivo сопоставим с ожидаемым временем разви'
тия клеточного цикла для животных клеток in vivo
(приблизительно 1 сут). 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Кинетические кривые уровней апоптоза и на'
копления пролиферирующих Ph+ гранулоцитов –
клеток Р и D – получены при культивировании
мононуклеаров, выделенных из костного мозга и
периферической крови отдельных больных ХМЛ.
Все исследуемые параметры оценивали в пробе,
содержащей 106 клеток/мл. В этой синхронности
анализа всех параметров из каждой пробы – осо'
бая ценность полученных кинетических кривых,
одновременно отражающих закономерности апо'
птоза, пролиферации и дифференцировки Р' и
D'клеток, индексов P/D (рис. 1), накопления
субпопуляций Ph+ клеток (рис. 2), их скоростей
накопления относительно контролей (рис. 3), а
также экспрессии генов bcr/abl, bcl2, bax в сравне'
нии с экспрессией генов gapdh и актина (рис. 4).

Апоптоз в регуляции пролиферации и 
дифференцировки Ph+ клеток ex vivo

Как видно из рис. 1, в ходе культивирования ex
vivo уровни апоптоза, значения P/D, кривые на'
копления различны для пролиферирующих Ph+

клеток и созревающих нейтрофилов. Уровень
апоптоза при пролиферации и дифференцировке
Ph+ гранулоцитов при культивировании основ'
ных типов клеток изменяется с последовательно'
стью чередования этапов пролиферации (1) и со'
зревания (2) по схемам 2/1/2 (рис. 1а–в) и 1/2/1
(рис. 1г–и).

При чередовании этапов созревания и проли'
ферации по схеме 2/1/2 уровень апоптоза изменя'
ется значительно, причем на кривой видны два
максимума (в области 10–20% и 50–80%, т.е. на
1–2 и 3–5 сут) с соответствующими минимумами
на 2–3 и 6–7 сут. При активном апоптозе с изме'
нением его блокирования на индукцию, в соот'
ветствии c чередованием созревания и пролифе'
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Рис. 3. Относительные эффективные скорости накопления субпопуляций Ph+ клеток. 1 – Индекс P/D; 2 – величина
КЭС (коэффициент соотношения эффективных скоростей) М/D (отношение содержания миелоцитов к нейтрофи'
лам) показывает относительную скорость превращения миелоцитов в созревающие неделящиеся нейтрофилы; 3 – ве'
личина КЭС М/P (отношения содержания миелоцитов к Р'клеткам) отражает долю миелоцитов, превращающихся в
делящиеся клетки; 4 – величина КЭС S/D (отношение содержания сегментоядерных нейтрофилов, наиболее активно
выходящих в апоптоз в культуре, к нейтрофилам) показывает относительную скорость апоптоза нейтрофилов; 5 – ве'
личина КЭС S/М (отношение содержания сегментоядерных нейтрофилов к миелоцитам) характеризует вклад сегмен'
тоядерных нейтрофилов в апоптоз нейтрофилов и показывает, как гибель миелоцитов зависит от S. 
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рации 2/1/2, происходит полное завершение
цикла ПДК (рис. 2). Это видно по уменьшению
концентрации всех субпопуляций на порядок
перед новым циклом ПДК, при котором начина'
ет увеличиваться значение P/D и концентрация
клеток. При чередованиях 2/1/2 блокирование
апоптоза синхронно росту содержания нейтро'
филов и падению индекса P/D. Максимальное
блокирование апоптоза для чередования 2/1/2
наблюдается при максимальном уровне накопле'
ния нейтрофилов и минимальном значении P/D.
Достигая минимума, уровень апоптоза увеличи'
вается с уменьшением концентрации нейтрофи'
лов и ростом концентрации пролиферирующих
Ph+ гранулоцитов. Блокирование апоптоза приво'
дит к накоплению пролиферирующих клеток, а
индукция апоптоза – к уменьшению содержания
нейтрофилов и к активации пролиферации Ph+

гранулоцитов.
Усиление индукции апоптоза изменяется прак'

тически синхронно росту значений P/D. Наблюда'
емое чередование блокирования и индукции апо'
птоза в общем соответствует чередованию этапов
созревания нейтрофилов и пролиферации Ph+ гра'
нулоцитов. Уровень апоптоза на этапах пролифера'
ции существенно выше, чем на этапах созревания.
Блокирование апоптоза усиливается с увеличени'
ем накопления нейтрофилов, тогда как на этапе
пролиферации увеличивается индукция апоптоза
(рис. 1а–в). При чередовании по схеме 2/1/2 (тип 3
Ph+ клеток получен от больных с хронической фа'
зой ХМЛ) уровень апоптоза может значительно ва'
рьировать: от 20% до 90% – при изменении кон'
центрации нейтрофилов от 0.1 × 106 до 1.5 ×
× 106/мл и P/D от 0.2 до 2.0 (рис. 1 и 2).

Схемы чередования 2/1/2/1 наблюдаются у
клеток типа 3 ХМЛ, а клеткам типа 1 и 2, в том
числе Ph+клеткам фазы акселерации и бластного
криза ХМЛ, присуще чередование этапов проли'
ферации и созревания по схеме 1/2/1 [5–7] – при'
чем уровень их апоптоза на максимумах понижен
соответственно до 7, 12, 10 и 20% (рис. 1 д–ж) по
сравнению с 50–90% для клеток с чередованием
2/1/2 (рис. 1а–в). Следует заметить, что пониже'
ние содержания нейтрофилов на этапе пролифе'
рации, т.е. на этапе созревания, мало влияет на
уровень апоптоза (рис. 1г–и). Это находит объяс'
нение в изменении концентраций нейтрофилов и
экспрессии генов bax и bcl2 (см. ниже). На рис. 1ж
и 2ж представлены кривые пролиферации и созре'
вания Ph+гранулоцитов с длительной пролифера'
цией от больных с бластным кризом ХМЛ и содер'
жанием бластов ~30%. Индексы Р/D этих Ph+ гра'
нулоцитов >12.

При ХМЛ встречаются и Ph+ клетки типа 2 с
длительными этапами созревания с чередовани'
ем 2/2/2/1 или 1/2/2/2, у которых также значи'
тельно блокирован апоптоз. Их пролиферация

реализуется кратковременно с низким индексом
P/D (0.6–0.8). Уровень апоптоза таких клеток на
этапе созревания падает до 4–10%, а на этапе про'
лиферации не превышает в максимумах 12–20%
(рис. 1з, и). 

На рис. 1а–в и 4а–в видно, что при ПДК типа 3
Ph+ клеток подавление уровней апоптоза с накоп'
лением нейтрофилов соответствует низкой экс'
прессии генов bax и bcl2 , а повышение их экспрес'
сии согласуется с усилением апоптоза и уменьше'
нием накопления нейтрофилов при небольших
изменениях экспрессии онкогена bcr/abl. В Ph+

клетках типа 1 и 2 устойчивое блокирование апо'
птоза сопровождается повышенной экспрессией
генов bcl2 > bax и онкогена bcr/abl (рис. 1д–и и
рис. 4д–и). Отсутствие экспрессии bax при за'
метной экспрессии bcl2 в случаях, представлен'
ных на рисунках 1ж–з и 4ж–з, указывает на уча'
стие экспрессии bcl2 > bax в блокировании апо'
птоза при чередовании этапов по схемам 1/2/1,
1/1/1/2 и 2/2/2/1 и предполагает зависимость
экспрессии онкогена bcr/abl от уровня апоптоза
и экспрессии bcl2 > bax. 

На рисунках 1г и 4г приведены кривые уровней
экспрессии генов, соответствующие ПДК Ph+

клеток с длительным этапом пролиферации (схе'
ма 1/1/1/2) и индексами P/D 0.6–0.8. Видно, что
на 1–4 сут при экспрессии bax > bcl2 уровень апо'
птоза увеливается до 33%. Затем на 4–6 сут, при
экспрессии bcl2 > bax, уровень апоптоза несколько
снижается, а на 7–10 сут при экспрессии bax > bcl2
и исчезновении нейтрофилов снова увеличивается
до 27%. Это позволяет предположить, что уровень
апоптоза регулируется как экспрессией генов bax и
bcl2, так и нейтрофилами. Нельзя исключить воз'
можности, что исследуемые клетки представляют
собой смесь клеток типов 1 и 3. 

Таким образом, в клетках типа 3 блокирование
и индукция апоптоза активно участвует в регуля'
ции ПДК с завершением полного цикла ПДК и
оптимизацией индекса P/D и пролиферативного
потенциала. В Ph+ клетках типа 1 и 2 с чередова'
нием 1/2/1, 1/1/1/2 и 2/2/1/2 уровень апоптоза
снижен в 3–8 раз.

Нейтрофилы в регуляции пролиферации 
и дифференцировки Ph+ клеток ex vivo

На рисунках 2а–и представлены кинетические
кривые пролиферации и дифференцировки суб'
популяций основных типов Ph+ клеток. Видны
точки пересечения кривых при разной последо'
вательности этапов чередовании пролиферации и
созревания. Оптимальная регуляция созревания
и пролиферации происходит чередованием этапов
по схеме 2/1/2 с блокированием и индукцией апо'
птоза синхронно с созреванием нейтрофилов и
пролиферацией Ph+ клеток (рис. 1а–в и рис. 2 а–в),
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что способствуют снижению индекса P/D и проли'
феративного потенциала. Это происходит при уве'
личении уровней экспрессии bcr/abl в 2–3 раза от
созревания к пролиферации и сопровождается
накоплением миелоцитов (рис. 2а–в); при этом
на максимумах накопления нейтрофилов при со'
зревании наблюдается накопление сегментоядер'
ных клеток, которые быстро выходят в апоптоз. На
максимумах пролиферации при весьма низкой
концентрации бластов основное содержание со'
ставляют миелоциты, которые в ходе культивиро'
вания снова превращаются в нейтрофилы с син'
хронным блокированием апоптоза, а затем ведут к
его индукции. Оптимальной регуляции ПДК при
чередовании 2/1/2/1, вероятно, способствует быст'
рое превращение миелоцитов в нейтрофилы, кото'
рые не экспрессируют bcr/abl [32] и гибнут, повы'
шая уровень апоптоза (рис. 1а–в и рис. 2а–в). 

Нейтрофилы в этой регуляции служат посред'
никами. Их роль, очевидно, связана с блокирова'
нием апоптоза. При накоплении нейтрофилы
блокируют апоптоз, активируют пролиферацию с
аккумуляцией незрелых и миелоцитов. По мере
созревания миелоциты превращаются в нейтро'
филы, содержание которых растет, что снова по'
давляет апоптоз. Регулярное повторение чередо'
вания этапов созревания и пролиферации 2/1/2
определяет регуляцию ПДК, последовательно
повышая и понижая индекс P/D и, следователь'
но, пролиферативный потенциал клеток. 

На рисунках 1а–в и 2а–в видно, что этапы со'
зревания и пролиферации протекают параллель'
но, но с повышенной скоростью то созревания,
то пролиферации. Здесь максимум скорости на'
копления нейтрофилов соответствует минимуму
скорости накопления делящихся клеток при со'
зревании, и обратная картина наблюдается при
пролиферации; при этом скорости созревания и
пролиферации поочередно увеличиваются или
уменьшаются относительно друг друга. В точках
пересечения кривых скорости накопления незре'
лых клеток и нейтрофилов одинаковы, а соотно'
шение их скоростей и, следовательно, индексы
P/D равны единице; при этом их максимумы и
минимумы соответственно чередуются, что опре'
деляет волновой процесс регуляции пролифера'
ции и дифференцировки трех основных типов
клеток от больных ХМЛ [28–31]. Особенность
ПДК по схеме 2/1/2 состоит в повышенном на'
коплении нейтрофилов на этапах созревания и
сегментоядерных клеток в популяции нейтрофи'
лов, которое значительно выше на этапах созре'
вания клеток типа 3 (рис. 2а–в).

При чередовании 1/2/1 и 1/1/1/2 содержание
нейтрофилов и сегментоядерных нейтрофилов
понижено, особенно на этапах пролиферации
(рис. 2г–ж). Видно, что в делящихся Ph+ грануло'
цитах при чередовании 1/2/1, 1/1/1/2 увеличено

содержание бластов и миелоцитов. Так, на 7–9 сут
миелоцитов оказывается в 5–10 раз больше, чем
нейтрофилов. Особенно мало сегментоядерных
нейтрофилов в периферической крови при дли'
тельной пролиферации с P/D ≥ 5; при этом содер'
жание сегментоядерных нейтрофилов в 2–3 раза
меньше общего числа всех нейтрофилов. 

К шестым суткам состав незрелых клеток на
80–90% представлен миелоцитами, которые не
превращаются в нейтрофилы (в метамиелоциты
и далее), а просто гибнут (но не более 5–20%,
рис. 2д–е). Это означает, что блокирование апо'
птоза приводит к накоплению бластов и миелоци'
тов, которые сохраняются длительно, до 10 сут, не
превращаясь в нейтрофилы, тогда как превраще'
ние миелоцитов в нейтрофилы для клеток с чере'
дованием этапов по схеме 2/1/2/1 равномерно
повторяется (рис. 2а–в).

При чередовании 1/2/1, 1/1/1/2 (рис. 2г–ж)
миелоциты накапливаются и гибнут, минуя пре'
вращение в нейтрофилы при переходе к следую'
щему циклу ПДК. В этих миелоцитах блокирует'
ся не только их пролиферация, но, предположи'
тельно, останавливается и/или затягивается их
созревание до нейтрофилов. Это свойство, по'ви'
димому, может быть результатом высокой экс'
прессии онкогена bcr/abl в бластах и миелоцитах
[7, 27].

Если чередование этапов ПДК (2/1/2/1) про'
ходит через противопоставление максимумов и
минимумов скоростей на кривых созревания ней'
трофилов и пролиферации Ph+клеток, то при че'
редовании 1/2/1 скорости накопления незрелых
клеток и нейтрофилов изменяются практически
параллельно: при каждом чередовании этапов их
минимумы, как и их максимумы, совпадают, т.е.
асинхронность минимальных и максимальных
накоплений незрелых и зрелых клеток при чере'
довании этапов (рис. 1а–в) замещается синхрон'
ными совпадением минимумов с минимумами
или максимумов с максимумами накопления
этих клеток (рис. 1г–ж). При длительных этапах
пролиферации всегда с большей скоростью про'
исходит накопление незрелых клеток. Наблюдае'
мое блокирование и индукция апоптоза практи'
чески соответствуют чередованию этапов созре'
вания нейтрофилов и пролиферации Ph+ клеток.

В регуляции 1/2/1 или 1/1/2 содержание ней'
трофилов понижено, особенно на этапе пролифе'
рации; апоптоз устойчиво блокирован, что при'
водит к накоплению бластов и миелоцитов. Уров'
ни экспрессии bcr/abl увеличиваются в 4–6 раз
(рис. 4д–ж). Подавление апоптоза при чередова'
нии этапов 1/2/1, очевидно, соответствует стади'
ям фазы акселерации и бластного криза ХМЛ
[10–12, 28–32]. В Ph+ клетках бластного криза
ХМЛ и раньше обнаруживали блокирование апо'
птоза [1–5, 8, 9, 11, 13–20].
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При чередовании по схеме 1/2/1 в образующих'
ся бластах и миелоцитах экспрессия гена bcr/abl
повышается в 4–6 раз (рис. 4г–ж), что согласуется
с известными данными [7, 27, 32]. 

Соотношения скоростей накопления ряда суб'
популяций Ph+ клеток при разных чередованиях
пролиферации и созревания (рис. 3) анализиро'
вали по изменению коэффициентов соотноше'
ний их эффективных скоростей (КЭС). Выбор суб'
популяций, для которых определяли отношения
скоростей, проведен по следующим параметрам:
1) величина КЭС Р/D (незрелых делящихся Р'кле'
ток относительно нейтрофилов, созревающих без
деления, т.е. зрелых D'клеток) показывает меру
пролиферативного потенциала Ph+ клеток и рав'
но индексу эффективности P/D; 2) величина КЭС

М/D (миелоцитов к нейтрофилам) показывает
относительную скорость превращения миелоци'
тов в созревающие неделящиеся нейтрофилы;
3) величина КЭС М/P (миелоцитов относительно
незрелых клеток) отражает долю миелоцитов,
превращающихся в делящиеся клетки; 4) величи'
на КЭС S/D – накопление сегментоядерных (S, т.е.
нейтрофилов, наиболее активно выходящих в
апоптоз в культуре) по отношению к общему на'
коплению нейтрофилов – показывает относитель'
ную скорость апоптоза нейтрофилов; 5) величина
КЭС S/М – накопление S по отношению к миело'
цитам – характеризует вклад сегментоядерных кле'
ток в апоптоз нейтрофилов и показывает, как ги'
бель миелоцитов зависит от сегментоядерных ней'
трофилов. Благодаря асимметричному делению,
миелоциты, однажды поделившись, далее частич'
но без деления превращаются в нейтрофилы (по'
следовательно в метамиелоциты, палочкоядерные
и сегментоядерные нейтрофилы) [33–35].

На рис. 3а–в представлены соотношения ско'
ростей накопления разных субпопуляций при ре'
гуляции ПДК с чередованием созревания и про'
лиферации по схеме 2/1/2/1, из которых видно
увеличение вплоть до 7 раз индекса P/D и КЭС

М/Р на этапе пролиферации и их уменьшение на
1 порядок при созревании; причем зависимость
КЭС М/Р сохраняет линейность на всем интерва'
ле. В то же время зависимость КЭС S/М от чередо'
вания пролиферации и созревания зеркально
противоположна той, которая наблюдается для
Р/D и М/Р. При этом максимумы КЭС S/М соот'
ветствуют минимумам Р/D и М/D, и наоборот.
Это подтверждает участие сегментоядерных и
всех других нейтрофилов (D'клеток) в апоптозе
при линейной зависимости сегментоядерных от
накопления нейтрофилов. Полученные результа'
ты свидетельствуют о практически равномерном
уменьшении и последующем росте индекса P/D,
о низком содержании бластов в пуле делящихся
клеток и лишь небольших колебаниях КЭС S/D

(эффективной скорости выхода в апоптоз сег'
ментоядерных относительно всех нейтрофилов).
Таким образом, рассчитанные значения всех КЭС

свидетельствуют о наличии устойчивой системы
оптимального регулирования пролиферативно'
го потенциала клеток с чередованием этапов по
схеме 2/1/2 и соответствующих условий апопто'
за и ПДК ex vivo при завершении полного цикла
ПДК Ph+клеток (рис. 3а–в).

При чередовании 1/2/1 и при длительных эта'
пах пролиферации чередование этапов ПДК со'
храняется (рис. 3г–ж), однако в этом случае мак'
симальные значения P/D в 2–3 раза ниже, чем
при чередовании 2/1/2; при этом значения КЭС

М/D ниже P/D, что отражает повышенное содер'
жание бластов в пуле делящихся клеток и замет'
ное отклонение от горизонтали КЭС М/P соответ'
ственно. При чередовании 1/2/1 изменение КЭС

S/М и S/D схоже, их минимумы на этапе проли'
ферации противопоставлены максимумам КЭС

Р/D и М/D, как при чередовании 2/1/2, но имеют
меньшие значения и меньшие различия. На этапе
созревания максимумы их КЭС, наоборот, сближа'
ются с минимумами КЭС Р/D и М/D, что предпола'
гает снижение вклада нейтрофилов и сегменто'
ядерных клеток в апоптоз. Кроме того, увеличива'
ется продолжительность цикла ПДК с 6–7 до 10–
11 сут, уменьшается значение КЭС М/D (скорость
превращения миелоцитов в нейтрофилы, особенно
в сегментоядерные) и накапливаются миелоциты.
На этапе созревания величина КЭС S/D хотя и уве'
личивается (рис. 3д), но на апоптоз (рис. 1д) и на'
копление миелоцитов это не влияет (рис. 2д). 

Тот факт, что значения КЭС М/D в 2–3 раза
превышают величины P/D (рис. 3ж), по'видимо'
му, свидетельствует о том, что выход миелоцитов
через нейтрофилы в апоптоз существенно блоки'
рован и сопровождается значительным уменьше'
нием КЭС S/D и P/D (рис. 2ж). Это может быть
обусловлено высокой экспрессией онкогена
bcr/abl (рис. 4ж) и продуцированием миелоцита'
ми факторов, блокирующих их превращение в
нейтрофилы, а также непосредственным апопто'
зом миелоцитов. Миелоциты накапливаются, а
нейтрофилы и сегментоядерные клетки гибнут с
прежней скоростью – это приводит к уменьше'
нию отношения КЭС S/М и практически не изме'
няет КЭС S/D (рис. 3г–ж), что согласуется с низ'
кой экспрессией bax и bcl2 или ее отсутствием
(рис. 4г–ж). Однако это не объясняет падения
индексов Р/D и КЭС М/D при созревании, кото'
рые в этом случае должны бы расти. 

Усиленная экспрессия онкогена bcr/abl в мие'
лоцитах, возможно, препятствует превращению
миелоцитов в нейтрофилы (рис. 4г–и). Кроме то'
го, в нейтрофилах экспрессия bcr/abl в несколько
раз ниже, чем в миелоцитах [27], а в нейтрофилах,
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выделенных на сортере, экспрессия bcr/abl вооб'
ще не регистрируется [7]. 

Отметим, что величина КЭС S/D мало изменя'
ется при чередовании 2/1/2 (рис. 3а–в, д, е), а зна'
чения КЭС S/М почти одинаковы на всем протя'
жении цикла, т.е. соотношение S/М не изменяет'
ся в этом случае (рис. 3е, ж).

По изменению значений КЭС можно судить о
подавлении пролиферации при длительных эта'
пах созревания, что сопровождается повышен'
ным накоплением нейтрофилов и чередованием
1/2/2/2 и 2/2/1/2 (рис. 3з, и), при которых также
существенно блокирован апоптоз (рис. 1з, и). В
этом случае значения P/D и КЭС М/D становятся
ниже КЭС М/P, S/М и S/D, не превышая величины
0.8 даже на максимумах, что в 5–10 раз ниже, чем
при чередованиях 1/2/1,1/1/1/2 и 2/1/2. (рис. 3г–и).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

На основании полученных результатов можно
сделать вывод, что ex vivo блокирование и индук'
ция апоптоза миелоидных клеток, содержащих
Ph'хромосому при ХМЛ, происходит при после'
довательном чередовании этапов созревания и
пролиферации ПДК, в регуляции которых участ'
вуют пролиферирующие Ph+ гранулоциты и ней'
трофилы, созревающие без деления. Эти процес'
сы определяет экспрессия генов, регулирующих
апоптоз, клеточный цикл и ПДК и, в частности,
экспрессия генов bcr/abl, bax и bcl2 (рис. 4) [7, 27].
Экспрессию этих генов оценивали в пробах, взя'
тых в данной работе. Впервые показано значение
экспрессии bcr/abl, bax и bcl2 в регуляции ПДК и
апоптоза при чередовании пролиферации и со'
зревания Ph+ клеток ХМЛ. 

При чередовании созревания (2) и пролифера'
ции (1) по схеме 2/1/2 блокирование и индукция
апоптоза регулируются с участием нейтрофилов.
В этих условиях поддерживается оптимальное со'
отношение скоростей пролиферации и созрева'
ния, что определяется индексом эффективности
P/D, отражающим пролиферативный потенциал
Ph+ гранулоцитов. С чередованием 2/1/2 этапов
созревания и пролиферации совершается полный
цикл ПДК. Клетки с чередованием этапов 2/1/2
относятся к наиболее распространенному третье'
му типу Ph+ клеток ХМЛ и характерны для хрони'
ческой фазы заболевания. По нашим данным тип
3 клеток встречается приблизительно в 50% слу'
чаев ХМЛ. В клетках с чередованием этапов со'
зревания нейтрофилов и пролиферации 2/1/2
поддерживается, вероятно, оптимальная регуля'
ция пролиферации и созревания. При накопле'
нии нейтрофилов индекс P/D снижается, после'
дующая индукция апоптоза (с подавлением этапа
созревания и накопления нейтрофилов), наобо'
рот, способствует активации этапа пролифера'

ции, накоплению пролиферирующих клеток и,
следовательно, росту значений P/D. Наблюдае'
мый нами вид апоптоза при чередовании ПДК по
схеме 2/1/2 ex vivo не был описан ранее, как и за'
висимость регуляции ПДК от последовательно'
сти чередования этапов. Полученные результаты
предполагают, что Ph+ клетки способны полно'
стью завершать пролиферацию и дифференци'
ровку, очевидно, аналогично миелопоэзу крове'
творных клеток в норме. Способность клеток за'
вершать цикл ПДК in vivo у больных ХМЛ в
хронической фазе также известна [1–5, 10, 11].
Подобный механизм регуляции апоптоза, проли'
ферации и дифференцировки с участием нейтро'
филов, возможно, имеет место и при нормальном
кроветворении. 

В Ph+ клетках с чередованием этапов 1/2/1
апоптоз существенно и длительно блокирован.
Это свойство Ph+ клеток типа 1 и 2 с повышенной
экспрессией bcr/abl, которые выделены от боль'
ных ХМЛ в фазах акселерации и бластного криза
(при прогрессии ХМЛ) [21–24]. В клетках таких
больных ХМЛ и ранее наблюдали блокирование
апоптоза in vivo [1–5, 8, 9, 11, 16, 18]. Клетки'
предшественники бластов из образцов больных
ХМЛ в фазе бластного криза считаются лейкозны'
ми стволовыми клетками [5, 9]. Блокирование
апоптоза характерно также для клеточных линий
Ph+ клеток [13–18]. Ph+ клетки с чередованием
пролиферации и созревания 1/2/1 отличаются от
таковых с чередованием 2/1/2 устойчивым блоки'
рованием апоптоза, высоким содержания бластов,
высокой экспрессией генов bcr/abl и bcl2 > bax, а
также низким содержанием или отсутствием ней'
трофилов. 

Полученные нами результаты согласуются с
данными о повышенной экспрессии гена bcr/abl
для выделенных на сортере миелобластов и мие'
лоцитов и об отсутствии такой экспрессии в ней'
трофилах, содержащих этот ген [7]. Известно так'
же, что bcr/abl'опосредованное ингибирование
апоптоза задерживает G2/М переход из'за повре'
ждения ДНК [14]. Кроме того, для нейтрофилов
обнаружен особый путь апоптоза – через обра'
зование экстраклеточных структур хроматина с
участием нейтрофилов [39]. Механизм рези'
стентности Ph+ клеток к множеству противоопу'
холевых агентов также связан с блокированием
апоптоза [14].

Апоптоз и нейтрофилы способствует включе'
нию и выключению активной пролиферации и
снижению пролиферативного потенциала. Ана'
лиз кинетических кривых ПДК по четырем пара'
метрам (уровням апоптоза, пролиферации и со'
зревания нейтрофилов ex vivo, а также их индек'
сов P/D) позволяет определить роль индукции и
блокирования апоптоза в сочетании с чередова'
нием пролиферации клеток и созревания нейтро'
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филов в регуляции ПДК. Культивирование Ph+

клеток ex vivo выявляет различия в апоптозе и
экспрессии bcr/abl, что можно использовать в ди'
агностике фаз ХМЛ и в выборе терапии ХМЛ.
Определение схемы чередования пролиферации и
созревания в культуре может послужить основой
диагностики типов клеток индивидуальных боль'
ных ХМЛ, особенно для выявления фазы сниже'
ния способности клеток к апоптозу, что приводит к
бластному кризу ХМЛ. 

ВЫВОДЫ

1. Пролиферация и дифференцировка Ph+

клеток ex vivo при чередовании этапов пролифе'
рации и созревания регулируется последователь'
ным блокированием и индукцией апоптоза с уча'
стием нейтрофилов и экспрессии генов bcr/abl,
bax и bcl2. 

2. При пролиферации и дифференцировке ex
vivo миелоидных клеток, содержащих Ph'хромо'
сому при ХМЛ, обнаружено два пути регуляции
уровней апоптоза. Первый – поочередное блоки'
рование и индукция апоптоза – реализуется при
последовательном чередовании созревания и за'
тем пролиферации (2/1/2). Этот путь оптимизиру'
ет эффективность пролиферации (индексы P/D),
определяет завершение цикла пролиферации и
дифференцировки и реализуется в клетках боль'
ных с хронической фазой ХМЛ. Второй путь –
устойчивое блокирование апоптоза – начинается с
этапа пролиферации при пониженном содержа'
нии нейтрофилов и сохраняется при созревании
(1/2/1). Он характерен для больных ХМЛ в фазе
прогрессии.

3. При последовательном чередовании созре'
вания нейтрофилов и пролиферации Ph+ клеток
(2/1/2) блокирование и индукция апоптоза син'
хронны этапам созревания и пролиферации. Бло'
кирование апоптоза на этапе созревания нейтро'
филов активирует последующую пролиферацию
с накоплением делящихся Ph+ клеток, что отра'
жают высокие значения индексов P/D. Последу'
ющее превращение миелоцитов в нейтрофилы с
блокированием апоптоза, гибелью нейтрофилов
и новой волной индукции апоптоза регулярно
тормозит пролиферацию, индексы P/D понижа'
ются и обеспечивают полный цикл пролифера'
ции и дифференцировки. 

4. Устойчивое блокирование апоптоза Ph+ кле'
ток возникает при чередовании, начинающемся с
этапа пролиферации при низком содержании
нейтрофилов, и сохраняется при последующем
созревании (1/2/1). Это наблюдается в клетках с
длительным этапом пролиферации и с длитель'
ным этапом созревания, в которых накапливают'
ся бласты и миелоциты с повышенной экспресси'
ей генов bcr/abl и bcl2 > bax. В таких клетках уро'

вень апоптоза в 3–8 раз ниже, чем при
чередовании этапов 2/1/2.

Работа была поддержана Российским фондом
фундаментальных исследований (06'04'08372'офи).
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