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Аннотация
Введение. Острая лучевая болезнь в настоящее время остается одной из актуальных проблем современ-

ной медицины. Новая стратегия с  использованием мезенхимальных стволовых клеток (МСК) показывает 
свою эффективность. Однако степень и результаты научной разработанности терапии МСК противоречивы 
и требуют дальнейшего исследования с оценкой пролиферативной и секреторной активности, в частности 
выработки гемопоэз-индуцирующих факторов роста, уровня активации гемопоэза.

Цель работы — моделирование процесса аутофагии с оценкой степени восстановления гемопоэза с ис-
пользованием модулированных МСК.

Материалы и методы. Эксперимент проведен на 60 аутбредных мышах. Все группы животных, за ис-
ключением контрольной, подверглись воздействию ионизирующего излучения (ИИ) с последующими транс-
плантацией модулированных и немодулированных МСК, оценкой ретикулоцитов и лейкоцитарной формулы 
в анализе крови, а также костного мозга с подсчетом миелограммы и проведением иммуноферментного ана-
лиза. Статистический анализ проводился с использованием программы IBM SPSS Statistics 27.

Результаты. После воздействия ИИ отмечается снижение лимфоидного (–45,0 %), нейтрофильного 
(–19,5 %) и мегакариоцитарного (–52,2 %) ростков. Экспрессия SCF и Flt3-ligand была выше в группе МСК +
+ трегалоза по сравнению с рапамицином на 16,3 % и 19,7 % соответственно. Отмечен терапевтический эф-
фект применения МСК в виде повышения клеточности костного мозга на +11,1 % за счет клеток нейтрофиль-
ного и лимфоидного дифферонов. Применение МСК с активированной в них mTOR-независимой аутофагией 
сопровождалось большим увеличением клеточности костного мозга среди исследуемых групп: лимфоциты 
+12,9 %, мегакариоциты +15,2 %. При ингибировании аутофагии в МСК отмечается снижение миелокариоци-
тов (–8,7 %), нейтрофильного (–14,5 %) и лимфоидного (–9,8 %) дифферонов.

Заключение. Применения МСК с активированной mTOR-независимой аутофагией имеет больший тера-
певтический потенциал в восстановлении гемопоэза. Ингибирование аутофагии в МСК ухудшает их биоло-
гические свойства в отношении выработки факторов роста и регенерации миелоидной ткани после воздей-
ствия ИИ.
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Соответствие принципам этики. Исследование одобрено локальным этическим комитетом Уральского 
государственного медицинского университета (протокол № 7 от 27 октября 2023 г.) и проведено в соответ-
ствии с этическими стандартами, изложенными в Хельсинкской декларации.
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Abstract
Introduction. Acute radiation disease  is one of the urgent problems of modern medicine. The new approach 

using mesenchymal stem cells (MSCs) show its effectiveness. Results of MSC therapy is contradictory and requires 
further researches to assess the production of hematopoiesis-inducing growth factors and the level of hematopoiesis  
activation.

The purpose of the study was modeling of autophagy process with estimation of the degree of hematopoiesis res-
toration using modulated MSCs.

Materials and methods. The experiment was carried out on 60 outbred mice. Animals were exposed to ionizing 
radiation (IR) with transplantation of modulated and unmodulated MSCs to analyze reticulocyte, leukocyte formula, 
bone marrow with myelogram counting and enzyme immunoassay. Statistical analysis was performed using IBM SPSS 
Statistics 27 program.

Results and discussion. After IR exposure, a decreased in lymphoid (–45.0 %), neutrophilic (–19.5 %) and mega-
karyocyte lineages (–52.2 %) was noted. Expression of SCF and Flt3-ligand was higher in the MSC + trehalose group 
compared to rapamycin by 16.3 % and 19.7 %. Using MSCs increased bone marrow cellularity by +11.1 % due to neu-
trophilic and lymphoid cells. MSC with activated mTOR-independent autophagy increased in bone marrow cellularity 
among the studied groups: lymphocytes +12.9 %, megakaryocytes +15.2 %. Inhibition of autophagy in MSC decreased 
numbers of myelokaryocytes (–8.7 %), neutrophilic (–14.5 %) and lymphoid (–9.8 %) cells.

Conclusion. The use of MSCs with activated mTOR-independent autophagy has a greater therapeutic potential in 
the restoration of hematopoiesis. Inhibition of autophagy  in MSCs worsens their biological properties  in terms of 
growth factor production and myeloid tissue regeneration after IR exposure.
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Список сокращений
ИИ — ионизирующее излучение
МСК — мезенхимальные стволовые клетки
ОЛБ — острая лучевая болезнь
CSFs — колониестимулирующие факторы роста (англ. Colony-Stimulating Factors): G-CSF — гранулоци-

тарный CSF (англ. Granulocyte CSF); GM–CSF  — гранулоцитарно-макрофагальный CSF (англ. Granulocyte-
Macrophage CSF); M–CSF — макрофагальный CSF (англ. Macrophage CSF)

FLT3LG — лиганд fms-подобной тирозинкиназы 3 (англ. fms-Related Tyrosine Kinase 3 Ligand)
ILs — интерлейкины (англ. Interleukins)
MAP1LC3b — легкая цепь 3B белков 1A/1B, ассоциированных с микротрубочками (англ. Microtubule-

Associated Proteins 1A/1B Light Chain 3B; LC3B)
Me — медиана (англ. Median)
mTOR — мишень рапамицина млекопитающих (англ. Mammalian Target of Rapamycin)
Q1 & Q3 — первый и третий квартили (англ. First and Third Quartiles)
Sca-1 — антиген стволовых клеток 1 (англ. Stem Cells Antigen 1)
SCF — фактор стволовых клеток (англ. Stem Cell Factor)
TGF-β1 — трансформирующий фактор роста β1 (англ. Transforming Growth Factor β1)

Введение
В связи с широким применением ионизирующего излучения (ИИ) и радионуклидных 

препаратов в диагностике и лечении различных заболеваний, использованием радиоактив-
ных материалов в промышленных и исследовательских целях, увеличением числа конфлик-
тов между странами и угроз террористических атак актуальным является поиск эффектив-
ных методов лечения острой лучевой болезни (ОЛБ) [1–3].

Использование клеточных технологий, применение стволовых клеток представляется 
перспективным методом для терапии ОЛБ. В ранее проведенных исследованиях показана 
эффективность использования мезенхимальных стромальных клеток (МСК) для лечения 
ОЛБ [4]. МСК впервые описаны советским ученым А. Я. Фриденштейном в 1968 г. [5].

Эффективность использования МСК для лечения ОЛБ обусловлена их биологическими 
свойствами. МСК синтезируют факторы, играющие важную роль в регуляции кроветворе-
ния за счет синтеза широкого спектра интерлейкинов (англ. Interleukins, ILs), в т. ч. IL-6, IL-7, 
IL-8, IL-11, IL-12 и др.; колониестимулирующих факторов роста (англ. Colony-Stimulating 
Factors, CSFs) — макрофагального (англ. Macrophage CSF, M–CSF), гранулоцитарного (англ. 
Granulocyte CSF, G-CSF), гранулоцитарно-макрофагального (англ. Granulocyte-Macrophage 
CSF, GM–CSF); лиганда fms-подобной тирозинкиназы 3 (англ. fms-Related Tyrosine Kinase 
3 Ligand, FLT3LG) [6, 7]. Эти клетки могут дифференцироваться в адипоцитарном и остеоген-
ном направлениях, формируя микроокружение для гемопоэтических стволовых клеток [8].  
Наличие у МСК выраженных иммуносупрессивных свойств, способность к выработке про-
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тивовоспалительных цитокинов определяют возможность проведения аллогенной транс-
плантации [9, 10].

Источниками МСК могут быть многие ткани и органы, в т. ч. костный мозг, плацен-
та, жировая ткань [11], при выделении из которых МСК имеют разный пролиферативный 
и  дифференцировочный потенциал. Плацентарные МСК отличаются от  клеток других 
источников возможностью неоперативного получения, обладают большей пролифератив-
ной и иммуносупрессивной активностью [12]. Следует отметить, что плацентарные МСК 
в большей степени, чем МСК, выделенные из костного мозга, синтезируют биологически 
активные вещества, регулирующие гемопоэз: G-CSF, GM–CSF, IL-8 [13].

Ранее коллективом авторов проведен ряд экспериментов по изучению функциональ-
ных свойств МСК при сочетанной терапии без изменения функциональной активности 
самих стволовых клеток [14–17]. Таким образом, остается актуальным поиск методов, спо-
собных увеличить жизнеспособность мигрировавших в костный мозг после воздействия 
ИИ МСК, выработку ими биологически активных веществ. Одним из таких способов мо-
жет быть моделирование аутофагии в МСК.

Аутофагия — биологический процесс, в ходе которого в клетке происходит удаление 
поврежденных белков, органелл, а  также изменение энергетического гомеостаза [18, 19]. 
Аутофагию можно рассматривать как реакцию адаптации клетки к изменяющимся усло-
виям: дефициту питательных веществ, кислорода [19, 20]. Данные о  влиянии аутофагии 
на жизнеспособность МСК, их пролиферативную активность противоречивы. В ряде ис-
следований показано повышение пролиферации МСК после активации в  них аутофагии 
[21], в других — отсутствие изменения пролиферации МСК [22]. Результаты исследований 
относительно выработки биологически активных веществ МСК после изменения аутофа-
гии в них также отличаются. В исследованиях Л. Гао и др. (англ. L. Gao et al.) сообщается, что 
активация аутофагии в МСК усиливает их иммуносупрессивные свойства, а ее ингибиро-
вание приводит к уменьшению выработки TGF-β11 [23]. Отчасти эти результаты подтверж-
дены в работе К.-В. Ким и др. (англ. К.-W. Kim et al.; 2015), где также показано увеличение 
секреции МСК ряда иммуносупрессивных факторов (TGF-β1, IL-10 и индоламина-2,3-ди-
оксигеназы) после активации в них аутофагии по сравнению с МСК, в которых моделиро-
вание аутофагии не производилось. Однако в исследованиях Ш. Дан и др. (англ. S. Dang et 
al.; 2014) обнаружено, что именно ингибирование, а не активация аутофагии способствует 
МСК-опосредованному подавлению воспаления [24, 25].

Таким образом, имеющийся научный задел по изучению влияния аутофагии на проли-
феративную и  секреторную активность МСК указывает на  необходимость дальнейших ис-
следований для детального обоснования механизмов полученных результатов. Также хочется 
подчеркнуть, что в большинстве опубликованных работ по влиянию аутофагии на жизнеспо-
собность МСК, их пролиферативную и секреторную активность представлены результаты, по-
лученные в in vitro исследованиях, что необязательно может соответствовать условиям in vivo.

Цель работы  — определить механизмы моделирования аутофагии для изменения 
функциональных характеристик МСК для активации гемопоэза после воздействия ИИ.

Материалы и методы
Эксперименты проведены на  60  аутбредных  ICR/CD1  мышах-самцах возраста 

14–15  недель, вес 22–24  г. Проведено случайное распределение на  6  групп по  10  особей  

1 TGF-β1 — трансформирующий фактор роста β1 (англ. Transforming Growth Factor β1).
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в каждой. Группа 1 — интактные животные. Животные остальных групп подверглись воз-
действию ИИ в дозе 5,0 Гр. Группа 2 (контрольная) — животные без введения МСК. Живот-
ным групп 3–5 через 1 ч. после воздействия ИИ внутривенно введены МСК в количестве 
1×10 6 клеток на мышь: группа 3 — МСК без изменения в них аутофагии (группа сравнения); 
группа 4 — МСК с активированной в них mTOR-зависимой1 аутофагией (рапамицин 3 мк-
моль/л); группа 5 — МСК с активированной в них mTOR-независимой аутофагией (трега-
лоза 100 ммоль/л). Животным группы 6 введены МСК с ингибированной в них аутофагией 
(3-метиладенин 10 мкмоль/л) [23, 26].

Мыши адаптировались в течение 1 недели в стандартных условиях (циклы освещения 
по 12 ч. в день, температура 21–22 °C, свободный доступ к воде и еде).

Облучение лабораторных животных
Моделирование острой лучевой болезни проведено путем воздействия ИИ в сублеталь-

ной дозе 5,0 Гр мощностью 0,6 Гр/мин. [27]. Облучение животных проводилось с использо-
ванием γ-терапевтической установки «Агат-С Со-60» (Россия). Для проведения подсчета 
поглощенной дозы применялись дозиметр UNIDOS (PTW-Freiburg, Германия) и ионизаци-
онная камера Farmer (PTW-Freiburg, Германия), расположенная на высоте половины роста 
мыши. При достижении необходимой дозы сеанс облучения прекращался.

Методы исследования кроветворной ткани
На 21 сутки после воздействия ИИ осуществлялось выведение животных из экспери-

мента, которое производилось по  рекомендациям Коллегии Евразийской экономической 
комиссии (2023)2. Для забора крови проведена анестезия [28]. После забора крови, пока жи-
вотное все еще находилось под наркозом, для его эвтаназии осуществлялась цервикальная 
дислокация.

Подсчет форменных элементов крови, анализ миелограммы
Объем крови в количестве 1,4–1,7 мл получен путем пункции сердца. Кровь немедленно 

помещалась в пробирку, обработанную этилендиаминтетрауксусной кислотой. Для опреде-
ления числа ретикулоцитов изготовлены цитологические препараты, окрашенные с исполь-
зованием раствора бриллиантового крезилового синего. Подсчет количества ретикулоцитов 
в мазках крови производился на 2 000 эритроцитов. Подсчет форменных элементов крови 
осуществлялся на гематологическом анализаторе MEK6400 (Nihon Kohden, Япония).

Получение внеклеточной фракции костного мозга
После проведенной эвтаназии животного с помощью набора хирургических инстру-

ментов проведено отделение кожи, мышц, сухожилий мышц, прикрепленных к бедренной 
кости. После извлечения бедренной кости ее эпифизы были отсечены. Для вымывания 
костного мозга использовано 0,5  мл фосфатно-солевого буферного раствора Дульбекко. 
Полученная суспензия пипетирована для получения однородной смеси и центрифугиро-
вана при 3 000  g в  течение 15  мин. Надосадочная жидкость собиралась и  хранилась при 
температуре –80 °C для последующего анализа [29].

Определение цитокинов во внеклеточной фракции костного мозга
Уровень концентрации цитокинов фактора стволовых клеток (англ. Stem Cell Factor, 

SCF), G-CSF, а также FLT3LG во внеклеточной фракции костного мозга определены методом 
1 mTOR — мишень рапамицина млекопитающих (англ. Mammalian Target of Rapamycin).
2 О Руководстве по работе с лабораторными (экспериментальными) животными при проведении до-

клинических (неклинических) исследований : рекомендация Коллегии Евразийской экономической комиссии 
от 14 ноября 2023 г. № 33. URL: https://clck.ru/3LcAdZ (дата обращения: 20.12.2023).



Original article
Ural Medical Journal

umjusmu.ru

612025  |  Vol. 24  |  No. 2

иммуноферментного анализа (ИФА) в  соответствии с  инструкциями производителя. Для 
этого использованы следующие наборы: для ИФА FLT3LG мыши (Abcam, США), определе-
ния G-CSF (Abcam, США), определения SCF (Abcam, США). Исследования проведены на им-
муноферментном анализаторе Chem Well 2910 Combi (Awareness Technology Inc., США).

Исследование морфологии костного мозга
Изготовлены цитологические препараты. Фиксация осуществлена красителем (эозин 

метиленовый синий) с  последующей окраской по  Романовскому на  протяжении 2  мин. 
Анализ миелограммы проводился на 1 000 клеток.

Подсчета миелокариоцитов производился путем вымывания костного мозга из  дру-
гой бедренной кости с помощью 0,5 мл фосфатно-солевого буферного раствора Дульбекко. 
Подсчет миелокариоцитов осуществлялся в камере Горяева.

Выделение и культивирование мезенхимальных стромальных клеток
Получение культуры МСК производилось из хориона плаценты лабораторных мышей. 

Мононуклеарная фракция клеток получена путем последовательной механической и фер-
ментативной обработки хориона плаценты. Производилось дальнейшее культивирование 
клеток в  условиях СО2-инкубатора, где были заданы следующие параметры: содержание 
СО2 5 %, влажность 90 %, температура инкубатора 37  °C. Использовался набор MesenCult 
Expansion Kit (Mouse; StemCell Technologies Canada Inc., Канада) с дополнительным введе-
нием 2 ммоль L-глутамина и 50 мкг/мл стрептомицина и 50 ЕД/мл пенициллина.

Идентификация мезенхимальных стромальных клеток
Использован метод проточной цитометрии. На цитометре FACSCalibur (BD Biosciences, 

США) в суспензии трансплантируемых клеток оценивалось содержание клеток, позитивных 
по CD105 (эндоглину), CD29 (интегрину β1), антигену стволовых клеток 1 (англ. Stem Cells 
Antigen 1, Sca-1) и негативных по CD45, с помощью набора Mouse MesenchymalStem Cell Multi-
Color FlowCytometry Kit (R&D Systems, США) в соответствии с протоколом производителя.

Активация и ингибирование аутофагии в мезенхимальных стромальных клеток
МСК высеяны во флаконы 25 см 2 в концентрации 2,5 млн клеток на флакон в MesenCult 

Expansion Medium (StemCell Technologies Canada  Inc., Канада) с  последующим добавле-
нием в  первый флакон для активации mTOR-зависимой аутофагии рапамицина 3  мк-
моль/л; второй для активации mTOR-независимой аутофагии — дигидрат D- (+)-трегало-
зы (100 ммоль/л); третий для ингибирования аутофагии — 3-метиладенин (10 мкмоль/л). 
Культивирование МСК проводилось в течение 24 ч. [30].

Иммуноферментный анализ
Для верификации аутофагии и определения количества белка mTOR проведено опре-

деление экспрессии белков mTOR, MAP1LC3b (LC3B) 1, беклина-1 в лизате МСК.
Клетки ресуспендированы в свежем лизис-буфере, содержащем 2 ммоль фенилметил-

сульфонилфторида (Cloud-Clone, КНР) в концентрации 10 7 клеток/мл. Инкубирование — 
20 мин. Для удаления детрита клеток проведено центрифугирование в течение 10 мин, при 
1 500 g. Надосадочная жидкость была собрана и хранилась при температуре –40 °C.

Для определения экспрессии белков аутофагии и белка mTOR использованы наборы для 
определения серин/треонин-протеинкиназы mTOR, MAP1LC3b, беклина-1. Исследования про-
ведены на иммуноферментном анализаторе Chem Well 2910 (Awareness Technology Inc., США).

1 MAP1LC3b — легкая цепь 3B белков 1A/1B, ассоциированных с микротрубочками (англ. Microtubule-
Associated Proteins 1A/1B Light Chain 3B).
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Статистический анализ проводился с использованием программы IBM SPSS Statistics 27. 
Выполнена предварительная оценка нормальности распределения (W-критерий Шапиро  — 
Уилка). Для анализа использованы критерий Краскела — Уоллиса, U-критерий Манна — Уитни 
с поправкой Бонферрони при множественном сравнении. Результаты представлены в виде ме-
дианы (англ. Median, Me), первого и третьего квартилей (англ. First and Third Quartiles, Q1 & Q3).  
Отличия считались статистически значимыми при p < 0,050. Графическое представление ре-
зультатов работы проведено с использованием программы GraphPad Prism 9.4.1.681.

Результаты
Регуляция аутофагии в мезенхимальных стромальных клеток
Через 24 ч. после добавления в культуру МСК рапамицина, трегалозы и 3-метиладени-

на установлено изменение экспрессии белков, отражающих уровень аутофагии. Содержание 
LC3B и беклина-1 на фоне рапамицина было увеличено соответственно в 3,2 (p = 0,001) и 3,6 
(p = 0,001) раза по сравнению с МСК без моделирования аутофагии. После добавления трега-
лозы также отмечено увеличение уровня изучаемых белков аутофагии соответственно в 1,9 
(p = 0,001) и 2,2 (p = 0,001) раза. Индуцирование аутофагии в плацентарных МСК рапами-
цином было выражено в большей степени, чем после добавления трегалозы. В этом случае 
количество LC3B и беклина-1 было соответственно на 39,6 % (p = 0,001) и 38,3 % (p = 0,001) 
больше, чем после добавления трегалозы. При добавлении 3-метиладенина происходило 
снижение концентрации белков аутофагии: концентрация LC3B и беклина-1 была снижена 
по сравнению с группой сравнения на 58,8 % (p = 0,001) и 63,3 % (p = 0,001) соответственно.

Содержание белка mTOR в лизате МСК после добавления рапамицина было на 75,7 % 
ниже (p = 0,001), чем в МСК без добавления препарата (группа сравнения). Отмечено, что до-
бавление трегалозы не приводило к изменению экспрессии mTOR. Таким образом, мы уста-
новили, что добавление рапамицина в концентрации 3 мкмоль/л и трегалозы 100 ммоль/л 
к культуре плацентарных МСК вызывает активацию в них аутофагии. Однако если рапа-
мицин активирует аутофагию путем ингибирования белка mTOR, то активация аутофагии 
трегалозой происходит в  меньшей степени, mTOR  — независимым способом. Препарат 
3-метиладенин ингибирует аутофагию, не влияя при этом на уровень белка mTOR (рис. 1).

Рис. 1. Уровень белков аутофагии в лизате МСК через 24 ч. после культивирования:
* — p < 0,050; ns — p > 0,050
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Влияние мезенхимальных стромальных клеток с измененной в них аутофагией  
на  содержание гемопоэтических факторов в  костном мозге после воздействия  
ионизирующего излучения

В ходе анализа полученных результатов на 21 сутки эксперимента отмечено, что содер-
жание G-CSF, SCF и FLT3LG в костном мозге не восстановилось и оставалось выше значе-
ний у интактных животных. После трансплантации МСК без изменения в них аутофагии 
отмечено увеличение количества SCF в костном мозге на 22,5 % (p < 0,001) В то же время 
отсутствовало статистически значимое изменение содержания G-CSF (+10,8 %; p = 0,112) 
и FLT3LG (+4,8 %; p = 0,545) в ответ на введение МСК. Уровень этих гемопоэтических фак-
торов не отличался по сравнению с животными, которых облучали, но не вводили МСК.

Трансплантация МСК с  активированной в  них аутофагией достоверно приводит 
к  повышению содержания гемопоэтических факторов в  сравнении с  группами контроля 
и  трансплантированных МСК без изменения в  них аутофагии. Анализируя уровень ге-
мопоэтических цитокинов в  костном мозге при mTOR-зависимой аутофагии (рапами-
цин) и mTOR-независимой аутофагии (трегалоза), следует отметить, что экспрессия SCF 
и FLT3LG была выше после добавления в культуру МСК препарата трегалозы, по сравне-
нию с рапамицином, на 16,3 % (p = 0,001) и 19,7 % (p = 0,021) соответственно.

Введение плацентарных МСК с ингибированной в них аутофагией мышам после воз-
действия ИИ, наоборот, привело к  снижению SCF в  костном мозге на  20,5 % (p = 0,003) 
по сравнению с введением МСК с неизмененной в них аутофагией. При этом содержание 
G-CSF и FLT3LG не отличалось от данных в группе сравнения (рис. 2).

Рис. 2. Уровни содержания гемопоэтических факторов роста:
* — p < 0,050; ** — p < 0,005; *** — p < 0,001; **** — p < 0,0001; ns — p > 0,050

Влияние мезенхимальных стромальных клеток с измененной в них аутофагией 
на  клеточный состав костного мозга мыши и  содержание форменных элементов 
крови после облучения в сублетальной дозе

На 21  сутки после воздействия ИИ в  костном мозге оставалось сниженным об-
щее количество миелокариоцитов, поскольку содержание клеток лимфоидного (–45,0 %;  
p = 0,001), нейтрофильного (–19,5 %; p = 0,0001), эритроидного и мегакариоцитарного рост-
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ков (–52,2 %; p = 0,0001) не восстановилось и было ниже значений интактных животных. 
При анализе содержания клеток моноцитарного ряда не было статистически значимых от-
личий от контроля.

Отмечен эффект от проведенной трансплантации МСК (группа сравнения) в отноше-
нии восстановления гемопоэза после воздействия ИИ. На фоне трансплантации МСК отме-
чается эффект увеличения клеточности костного мозга в сравнении с контролем (+11,1 %; 
p = 0,0002). Однако при этом не произошло восстановления количества миелокариоцитов 
до  значений интактных животных. Увеличение клеточности костного мозга обусловлено 
повышением содержания клеток нейтрофильного и лимфоидного дифферонов. После вве-
дения МСК количество нейтрофильных клеток восстановилось до  значений нормы. Ак-
тивация миелоидного ростка проявлялась увеличением количества созревающих и зрелых 
клеток дифферона: метамиелоцитов, палочкоядерных и  сегментоядерных нейтрофилов. 
Следует отметить, что эффект в отношении клеток эритроидного и тромбоцитарного рост-
ков после трансплантации МСК без измененной в них аутофагии не выявлен.

При анализе данных клеточности костного мозга лабораторных животных на 21 сутки 
после воздействия ИИ отмечено, что трансплантация МСК с активированной в них ауто-
фагией сопровождалась увеличением количества миелокариоцитов по сравнению с введе-
нием МСК без моделирования в них аутофагии (группа сравнения). Это достигалось как 
за счет активации лимфопоэза, так и за счет эритро- и мегакариопоэза.

При сравнении эффективности восстановления гемопоэза после введения МСК, в ко-
торых аутофагия была активирована разными способами (mTOR-зависимым и mTOR-неза-
висимым), следует отметить более выраженное действие после введения МСК, которые 
культивировали в присутствии препарата трегалоза. Применение МСК с активированной 
аутофагией без ингибирования белка mTOR привело к увеличению клеточности костного 
мозга, повышению клеток лимфоидного (+12,9 %; p = 0,003) и мегакариоцитарного (+15,2 %; 
p = 0,005) дифферонов.

Ингибирование аутофагии в МСК не имеет статистически значимых изменений кле-
точности костного мозга в сравнении с группой контроля. Однако наблюдается достовер-
ное снижение количества клеток по сравнению с терапией МСК: миелокариоцитов (–8,7 %; 
р = 0,0003), нейтрофильного (–14,5 %; р = 0,0003), лимфоидного (–9,8 %; р = 0,003) дифферо-
нов (рис. 3).

Выявленные изменения в общем анализе крови на 21 сутки после воздействия ИИ от-
ражают картину в костном мозге. Установлено, что не произошло восстановления до значе-
ний интактных животных общего количества лейкоцитов, а также тромбоцитов и эритро-
цитов (рис. 4).

Трансплантация МСК привела к  увеличению общего количества лейкоцитов за  счет 
повышения содержания лимфоцитов +28,7 % (p = 0,002) и гранулоцитов +40,2 % (p = 0,005). 
При этом отсутствовал эффект от трансплантации этих клеток в отношении содержания 
эритроцитов и тромбоцитов по сравнению с группой контроля.

Введение лабораторным животным МСК с  активированной в  них аутофагией так-
же способствовало восстановлению общего количества лейкоцитов за  счет повышения 
содержания лимфоцитов. При этом такой эффект был выражен в  большей степени, чем 
введение МСК с неизмененной в них аутофагией. Содержание гранулоцитов и моноцитов 
при этом достоверно не отличалось от данных в группе сравнения. Следует подчеркнуть, 
что трансплантация клеток с активированной в них аутофагией вызывала также восста-
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новление содержания в  крови ретикулоцитов, эритроцитов и  тромбоцитов. Подобные 
изменения не  были обнаружены в  группе сравнения. При сравнении терапевтического 
потенциала влияния аутофагии на  тромбопоэз отмечается, что количество тромбоцитов 
в крови после введения МСК, в которых не проводилось ингибирование mTOR-комплекса 
1 (культивирование МСК в присутствии трегалозы), восстанавливается в большей степени 
(+11,0 %). Содержание ретикулоцитов и  эритроцитов в  изучаемых группах существенно  
не отличалось.

Иная картина наблюдалась на фоне ингибирования аутофагии. Трансплантация жи-
вотным МСК, предварительно культивированных в присутствии 3-метиладенина не при-
водило к изменению содержания форменных элементов крови по сравнению с контролем. 
Восстановление содержания форменных элементов крови в группе МСК с ингибированной 
в них аутофагией в сравнении с группой МСК, в которых аутофагия не была изменена, от-
личалось уменьшением общего количества лейкоцитов в крови (–17,5 %; p = 0,002), лимфо-
цитов (–14,9 %; p = 0,001), гранулоцитов (–27,9 %; p = 0,005).

Рис. 3. Клеточный состав костного мозга после воздействия ИИ:
** — p < 0,005; *** — p < 0,001; **** — p < 0,0001; ns — p > 0,050
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Рис. 4. Содержание форменных элементов в крови на 21 сутки:
** — p < 0,005; *** — p < 0,001; **** — p < 0,0001; ns — p > 0,050

Обсуждение
В настоящем исследовании мы сравнили регенераторный потенциал МСК с  активи-

рованной и ингибированной в них аутофагией в отношении восстановления миелоидной 
ткани после воздействия сублетальной дозы ИИ. Возможность использования МСК для ак-
тивации гемопоэза показана в ранее проведенных исследованиях [31]. Способность МСК 
усиливать регенерацию миелоидной ткани обусловлена их способностью вырабатывать 
широкий спектр гемопоэтических факторов [32]. Нами также отмечен эффект от  транс-
плантации плацентарных МСК. Этот действие было выражено в активации гранулоцито-
поэза и лимфопоэза. Известно, что рецепторы к FLT3LG (CD135) располагаются на стволо-
вых гемопоэтических клетках, а также мультипотентных предшественниках с лимфоидным 
праймированием и клетках-предшественниках лимфопоэза. Стимуляция CD135-рецепто-
ров на поверхности гемопоэтических клеток повышает их пролиферацию и дифференци-
ровку преимущественно в лимфоидном направлении [33–35].

Взаимодействие биологически активных веществ (FLT3LG, G-CSF), выделяемых рези-
дентными МСК и другими клетками микроокружения гемопоэтических стволовых клеток, 
определяло восстановление лейкопоэза и гранулоцитопоэза.
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Мы объясняем отсутствие статистически значимого влияния на 21 сутки после воз-
действия ИИ со стороны МСК без изменения в них аутофагии в отношении эритроидного 
и мегакариоцитарного ростков низкой секреторной активностью эритропоэтина и SCF [31]. 
Рядом авторов установлено, что рецептор к SCF (CD117; c-Kit) располагается как на мульти-
потентных стволовых гемопоэтических клетках, мультипотентных прогениторных клетках, 
так и олигопотентных прогениторных клетках — мегакариоцитарно-эритроидно-прогени-
торных клетках. Стимуляция пролиферации последних может обеспечить восстановление 
эритро-мегакариопоэза, что и было достигнуто после введения МСК с активированной ау-
тофагией. В этом случае уровень в костном мозге SCF был выше, чем после введения МСК 
без моделирования в них аутофагии.

Введение МСК с активированной в них аутофагией оказывает стимулирующее влия-
ние в большей степени на восстановление гемопоэза, в т. ч. за счет стимуляции эритропоэ-
за и мегакариопоэза. После введения МСК с активированной в них аутофагией в костном 
мозге уровень FLT3LG, G-CSF и SCF был повышен.

Повышение выработки гемопоэз-индуцирующих факторов на фоне активации ауто-
фагии может быть связано c элиминацией поврежденных органелл, измененных белков 
[37]. Эти изменения способствуют оптимизации энергетического обмена, повышению жиз-
неспособности трансплантированных клеток в костном мозге.

Заключение
Введение МСК с активированной аутофагией по mTOR-независимому пути способ-

ствовало более выраженному восстановлению гемопоэза, что обусловлено большей кон-
центрацией FLT3LG и SCF в костном мозге, по сравнению с действием МСК, в которых 
аутофагия была индуцирована блокированием белка mTOR. Функции белка mTOR в ком-
плексе 1 mTOR (ингибируемого рапамицином) в клетке многогранны: влияние на мета-
болизм, энергетический обмен в клетке путем стимуляции биогенеза митохондрий, инги-
бирования митофагии, стимуляции пролиферации клетки и выработки ею биологически 
активных веществ [38]. После активации аутофагии путем блокирования этого белка 
в МСК нами впервые установлено снижение содержания гемопоэтических факторов в ис-
следования in vivo.

Ингибирование аутофагии МСК, наоборот, ухудшило биологические свойства этих кле-
ток в отношении выработки SCF и регенерации миелоидной ткани после воздействия ИИ.

Проведенные исследования позволяют рассматривать возможность использования 
МСК с активированной в них аутофагии по mTOR-независимому пути как перспективный 
метод активации регенерации миелоидной ткани после воздействия ИИ.
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