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Обоснование. Эритробласты костного мозга продуцируют широкий 
спектр цитокинов с противоположными биологическими эффектами. 
Это может быть связано с изменением спектра продукции иммунорегуля
торных медиаторов в ходе дифференцировки и небольшими качественны
ми и количественными различиями в спектре продуцируемых цитокинов 
на каждой стадии дифференцировки, которые могут иметь важное значение 
для регуляции гемо- и иммунопоэза.
Цель исследования. Изучить спектр продукции медиаторов эритробла- 
стами на разных этапах дифференцировки.
Методы. Из CD34+ клеток костного мозга здоровых доноров получали эри
тробласты в присутствии рекомбинантных цитокинов. Оценку фенотипа 
проводили с помощью проточной цитометрии по эритроидным (CD45, 
CD71, CD235a, CD44) и лимфоидным маркерам (CD3, CD4, CD8, CD16, CD19). 
Блокировку дифференцировки эритробластов на разных этапах осущест
вляли с помощью с помощью специфических блокирующих моноклональных 
антител к меланокортиновым рецепторам (MCR, melanocortin receptors) 
1-го, 2-го, 5-го типов. Анализ цитокинов в кондиционных средах эритробла
стов проводили с использованием панели Bio-PlexPro Human Cytokine 48-Plex 
Screening Panel (Bio-RadLaboratories, США). Продукцию цитокинов анализиро
вали с помощью онлайн-инструмента CytokineExplore.
Результаты. Полученные эритробласты по маркеру CD45 делятся на пози
тивную и негативную популяции, несут маркеры эритроидных клеток 
CD71, CD235a и не экспрессируют линейные маркеры лимфоидных клеток. 
При блокировке MCR 1-го типа преобладают полихроматофильные эри- 
тробласты, при блокировке MCR 2-го типа -  базофильные эритробласты, 
а при блокировке MCR 5-го типа накапливаются ортохроматофильные 
эритробласты. По продукции цитокинов показано, что при использовании 
любого из блокирующих антител мы получаем клетки, отличающиеся 
качественно и количественно по ряду медиаторов от исходной популяции 
индуцированных эритробластов.
Заключение. Таким образом, мы показали качественные и количествен
ные различия в продукции медиаторов эритробластами в зависимости 
от стадии дифференцировки, что может приводить к отличающимся 
регуляторным эффектам.
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Introduction. Bone marrow erythroblasts produce a wide range of cytokines with op
posite biological effects. This may be due to a change in the spectrum of produc
tion of immunoregulatory mediators during differentiation and small qualitative 
and quantitative differences in the spectrum of cytokines produced at each stage 
of differentiation, which may be important for the regulation of hemo- and im- 
munopoiesis.
The aim. To study the spectrum of production of mediators by erythroblasts at dif
ferent stages of differentiation.
Methods. Erythroblasts were obtained from CD34+ bone marrow cells of healthy 
donors in the presence of recombinant cytokines. Phenotype assessment was per
formed using flow cytometry for erythroid (CD45, CD71, CD235a, CD44) and lym
phoid markers (CD3, CD4, CD8, CD16, CD19). Blockingoferythroblastdifferentiation 
at different stages was carried out using specific blocking monoclonal antibodies 
to melanocortin receptors (MCR) of types 1,2 and5. Cytokine analysis in conditioned 
erythroblast media was performed using the Bio-Plex Pro Human Cytokine 48-Plex 
Screening Panel (Bio-Rad Laboratories, USA). Cytokine production was analyzed 
using the CytokineExplore online tool.
Results. The resulting erythroblasts are divided into positive and negative popula
tions according to the CD45 marker, carry markers of erythroid cells CD71, CD235a 
and do not express linear markers of lymphoid cells. In type 1 MCR blockage, polychro- 
matophilic erythroblasts predominate, in type 2 MCR blockage, basophilic erythro
blasts predominate, and in type 5 MCR blockage, orthochromatophilic erythroblasts 
accumulate. According to the production of cytokines, it was shown that when using 
any of the blocking antibodies, we obtain cells that differ qualitatively and quantita
tively in a number of mediators from the initial population of induced erythroblasts. 
Conclusion. Thus, we have shown qualitative and quantitative differences in the pro
duction of mediators by erythroblasts depending on the stage of differentiation, 
which can lead to different regulatory effects.

Key words: bone marrow, erythroblasts, melanocortin receptors, cytokines, differ
entiation, immunomodulatory functions
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ВВЕД ЕН И Е

Основная функция эритроцитов заключается в транс
порте кислорода; для незрелых ядросодержащих эритро- 
идных клеток в последние годы описаны выраженные им
муномодулирующие функции [1]. Способность ядросо
держащих эритроидных клеток ингибировать пролифе
рацию В-клето к и гумо ральный иммунный ответ у мышей 
и у человека была показана в работах A.J. Macario и соавт. 
(1981) и И.Г. Цырловой (1991) [2, 3]. Одним из возможных 
механизмов регуляторного воздействия, опосредован
ного эритроидными клетками в норме и при патологии, 
является секреция растворимых факторов. Эритроидные 
клетки костного мозга человека способны продуцировать 
интерлейкин (IL, interleukin) 1в, IL-2, IL-4, IL-6, интерферон 
(IFN, interferon) y , фактор некроза опухоли а (TNF-а, tumor 
necrosis factor а), трансформирующий фактор роста в 
(TGF-в, transforming growth factor в) и IL-10. Поскольку 
эритроидные клетки продуцируют цитокины с противо
положными биологическими эффектами, то была выдви
нута гипотеза, что спектр продукции цитокинов может за
висеть от стадии развития эритроидной клетки [4-9]. Про- 
опиомеланокортин и его производные (мелакортиновая 
система) являются регуляторами жизненно важных про
цессов гомеостаза и репродукции в организме человека 
[10]. В исследовании 2015 г. было показано наличие мела- 
нокортиновых рецепторов 1-го, 2-го и 5-го типов на эри- 
тробластах, которые запускают разные сигнальные пути 
в зависимости от стадии развития, что может влиять на 
их иммунорегуляторный потенциал. С помощью рецепто
ров 1-го и 2-го типов регулируется проведение сигнала от 
эритропоэтина, а активность рецептора 5-го типа нужна 
для конечных стадий дифференцировки эритробластов. 
Присутствие адренокортикотропного гормона в культу
ральной среде во время культивирования эритробла
стов приводит к истощению ядросодержащих эритроид
ных клеток [11]. Таким образом, селективное подавление 
активности рецепторов к меланокортину может приво
дить к блоку эритроидной дифференцировки на разных 
этапах созревания эроитроидных клеток, что позволяет 
изучить особенности их иммунорегуляторного потенци
ала на разных этапах дифференцировки. Мы предполо
жили, что данную модель подавления активности рецеп
торов к меланокортинам можно применить для селекции 
функционально полноценных эритробластов на опреде
лённых стадиях развития и изучить особенности их им
мунорегуляторного потенциала в будущем.

М АТЕРИАЛЫ  И М ЕТОДЫ

Доноры
Забор костного мозга здоровых взрослых доноров 

был одобрен локальным этическим комитетом ФГБНУ «На
учно-исследовательский институт фундаментальной и кли
нической иммунологии» на заседании № 129 от 17.02.2021 
и проводился после подписания донором информирован
ного согласия и сдачи общеклинических анализов (общий 
анализ крови, электрокардиограмма, отрицательный тест

на COVID-19). Средний возраст здоровых доноров костно
го мозга составлял 27,33 ± 6,34 года; в выборке представ
лены 3 мужчины и 3 женщины. Костный мозг был получен 
с помощью трепан-биопсии из подвздошной кости. Моно- 
нуклеарные клетки (МНК) выделяли стандартным методом 
на градиенте фиколла-урографина. Для этого костный мозг 
разбавляли раствором Дюльбекко (Биолот, Россия) в со
отношении 1:1, наслаивали на фиколл:урографин (Панэко, 
Россия) в соотношении фиколл:костный мозг, равном 1:3, 
и центрифугировали в течение 25 мин при 1300 об./мин. 
Клетки интерфазного кольца собирали и два раза отмы
вали раствором Дюльбекко.

Культивирование клеток
Из полученных МНК с помощью позитивной магнитной 

селекции выделяли с помощью набора CD34 MicroBeadkit 
Ultra Pure (Miltenyi Biotec, Германия) CD34+ клетки, кото
рые далее были использованы получения эритроидных 
клеток различных стадий дифференцировки. CD34+ клет
ки (1 х  105 кл./мл) культивировали в бессывороточной сре
де X-VIVO 15 (Lonza, Швейцария) с добавлением 25 нг/мл 
rh SCF (BioLegend, США), 50 нг/мл rh TPO (BioLegend, США), 
50 нг/мл Flt3 ligand (Gibco, США), 100-кратной ростовой до
бавки селенит натрия-инсулин-трансферрин (Биолот, Рос
сия) в течение 7 дней (фаза экспансии).

На следующем пассаже происходила дифференци- 
ровка клеток. Для этого клетки (2 х  105 кл./мл) культи
вировали с добавлением 3 МЕ/мл эритропоэтина (ФГУП 
«Государственный научноисследовательский институт 
особо чистых биопрепаратов» ФМБА, Россия), 25 нг/мл 
SCF (BioLegend, США), 10 нг/мл rhIL-3 (BioLegend, США) 
и 10 нг/мл rh IL-6 (BioLegend, США) в течение 3 дней. Тре
тий пассаж для созревания клеток проводили при куль
тивировании 1 х  105 кл./мл в среде с добавлением эри
тропоэтина. Для получения эритробластов на различ
ных стадиях дифференцировки в культуру были добав
лены нейтрализующие антитела для меланокортиновых 
рецепторов анти-MC2R nAb (2,5 мкг/мл) (Invitrogen, США) 
для накопления эритробластов на базофильной стадии, 
анти-M d R  nAb (1,25 мкг/мл) (Abcam, Великобритания) -  
для накопления на полихроматофильной стадии, анти- 
MC5R nAb (1 мкг/мл) (Invitrogen, США) -  для накопления 
на ортохроматофильной стадии [11].

Проточная цитофлуориметрия
Полученные клетки были проанализированы с по

мощью проточной цитофлюориметрии с использовани
ем маркеров CD45, CD71 и CD235a (BioLegend, США). Для 
определения маркеров лимфоидных клеток были исполь
зованы антитела к маркерам CD3, CD4, CD8, CD16, CD19 
(BioLegend, США). Для распределения по фазам разви
тия эритроидных клеток был использован маркер CD44.

Анализ экспрессии цитокинов
Анализ цитокинов в кондиционных средах эритро- 

бластов после инкубации с антителами к меланокорти- 
новым рецепторам проводили с использованием панели 
Bio-Plex Pro Human Cytokine 48-Plex Screening Panel (Bio-Rad 
Laboratories, США). Содержимое каждой лунки анализиро
вали с помощью Bio-Plex 100 System (Bio-Rad Laboratories, 
США) для количественного определения каждой конкрет
ной реакции на основе цвета гранул и интенсивности флу-
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оресцентного сигнала. Полученные данные были оконча
тельно обработаны с помощью программного обеспече
ния Bio-Plex Manager, версия 6.1 (Bio-Rad Laboratories, США) 
в соответствии с пятипараметрической аппроксимацией 
кривой и преобразованы в пикограммы на миллилитр.

Продукцию цитокинов анализировали с помощью он
лайн-инструмента CytokineExplore (http://al-saleh.cc/exabx. 
com/apps/cytokineexplore). Статистическая обработка ре
зультатов для выявления различий между группами про
изводилась при помощи программы GraphPad Prism 6.0 
(GraphPad Software Inc., США). Для статистической про
верки значимости различий между экспериментальными 
группами использовали критерий Фридмана с поправкой 
на множественные сравнения Dunn's. Статистически зна
чимыми считаются результаты при р < 0,05. Данные пред
ставлены в виде медианы и размаха квартилей.

РЕЗУЛ ЬТА ТЫ

Фенотипическая характеристика индуцирован
ных эритроидных клеток

Фенотип полученных эритроидных клеток определя
ли с помощью маркеров CD45, CD71, CD235a. Показано, 
что полученные эритробласты по маркеру CD45 делятся 
на позитивную и негативную популяции (табл. 1). При этом 
как CD45-позитивные, так и CD45-негативные экспресси
руют маркеры эритроидных клеток CD71, CD235a.

Т А Б Л И Ц А  1
СОДЕРЖАНИЕ СР45-ПОЗИТИВНЫХ 
И СР45-НЕГАТИВНЫХ ЭРИТРОИДНЫХ КЛЕТОК, 
ПОЛУЧЕННЫХ ИЗ CD34+ КЛЕТОК КОСТНОГО МОЗГА

Для определения возможности развития лимфоид
ного ростка из CD34+ клеток мы определили экспрессию 
маркеров CD3, CD4, CD8, CD16, CD19. Показано, что полу
ченные эритроидные клетки не экспрессируют линейные 
маркеры лимфоидных клеток. Для распределения по фа
зам развития эритроидных клеток был использован мар
кер CD44, который демонстрирует прогрессивное и рез
кое снижение от проэритробластов к ретикулоцитам [12].

Показано, что при использовании блокирующих ан
тител к меланокортиновым рецепторам 1-го типа пре
обладают полихроматофильные эритробласты, при ис
пользовании блокирующих антител к меланокортино- 
вым рецепторам 2-го типа накапливаются базофильные 
эритробласты, а при использовании блокирующих анти
тел к меланокортиновым рецепторам 5-го типа -  ортох- 
роматофильные эритробласты (табл. 2).

Анализ продукции цитокинов
Продукция цитокинов в культуральных средах эритро- 

бластов была исследована с помощью панели Bio-Plex Pro™ 
Human Cytokine Screening, 48-Plex (Bio-Rad Laboratories, 
США). Для выявления различий между продукцией цито
кинов двумя группами эритробластов были использова
ны PLSD-анализ (частичный дискриминантный анализ ме
тодом наименьших квадратов) и график важности пере
менных при анализе двух групп, PCA (принцип главных 
компонент) -  при анализе трёх и более групп [13]. Было 
показано, что точки данных, соответствующие исследуе
мым типам эритробластов, перекрываются, что говорит

T A B L E  1
CONTENT OF CD45-POSITIVE AND CD45-NEGATIVE 
ERYTHROID CELLS DERIVED FROM BONE MARROW CD34+ 
CELLS

Эритроидные клетки Контроль Anti-MCR-1 Anti-MCR-2 Anti-MCR-5

Сй45-позитивные эритроидные клетки 24,27 ± 13,07 31,31 ± 12,08 31,31 ± 10,28 29,06 ± 15,66

С045-негативные эритроидные клетки 52,59 ± 10,02 46,62 ± 9,99 48,31 ± 10,1 47,72 ± 7,61

П рим ечание. Данные представлены в виде среднего и ошибки среднего ( п  =  6). При этом как СР45-позитивные, так и СР45-негативные экспрессируют маркеры эритроидных клеток CD71, CD235a.

Т А Б Л И Ц А  2
РАСПРЕДЕЛЕНИЕ ЭРИТРОБЛАСТОВ ПО СТАДИЯМ 
РАЗВИТИЯ В ЗАВИСИМОСТИ ОТ ЭКСПРЕССИИ 
МАРКЕРА CD44 СРЕДИ ЕСТЕСТВЕННЫХ 
ЭРИТРОБЛАСТОВ И ЭРИТРОБЛАСТОВ,
ПОЛУЧЕННЫХ ИЗ CD34+ КЛЕТОК КОСТНОГО МОЗГА, 
ПОСЛЕ ОБРАБОТКИ НЕЙТРАЛИЗУЮЩИМИ 
АНТИТЕЛАМИ К МЕЛАНОКОРТИНОВЫМ РЕЦЕПТОРАМ

T A B L E  2
DISTRIBUTION OF ERYTHROBLASTS BY STAGES 
OF DEVELOPMENT DEPENDING ON THE EXPRESSION  
OF THE CD44 MARKER AMONG NATURAL ERYTHROBLASTS 
AND ERYTHROBLASTS OBTAINED FROM BONE MARROW 
CD34+ CELLS AFTER TREATMENT WITH NEUTRALIZING  
ANTIBODIES TO MELANOCORTIN RECEPTORS

Эритробласты
D A D B

Контроль Anti-MCR-1 Anti-MCR-2 Anti-MCR-5 Контроль Anti-MCR-1 Anti-MCR-2 Anti-MCR-5

Ортохроматофильные 27,391 5,510 9,096 37,4 21,841 17,346 20,045 44,876

Полихроматофильные 45,435 62,431 37,329 33,505 42,578 48,540 31,933 35,804

Базофильные 24,130 31,935 53,435 26,976 33,757 32,576 46,621 17,731
П рим ечание. Приведены примеры распределения эритробластов для двух доноров: D A -  мужчина, 26 лет; D B -  женщина, 40 лет.
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об их сходном цитокиновом профиле и единой природе 
полученных в экспериментальных условиях эритробла- 
стов (рис. 1). Затем мы провели попарное сравнение групп 
эритробластов для выявления индивидуальных различий 
и построили PLSDA-графики для всех типов эритробла
стов. Показано, что все типы эритробластов, полученных 
под действием антител к меланокортиновым рецепторам, 
отличаются от индуцированных эритробластов контроль
ной группы и между собой, т. е. при использовании любо
го из блокирующих антител мы получаем клетки, отлича
ющиеся от исходной популяции индуцированных эритро
бластов (рис. 2). Эритробласты, полученные из CD34+ кле
ток костного мозга, секретируют все исследуемые цитоки
ны (CTACK (cutaneous T-cell attracting chemokine), eotaxin, 
основной фактор роста фибробластов (basic FGF, basic 
fibroblast growth factor), гранулоцитарный колониестиму
лирующий фактор (G-CSF, granulocyte colony stimulating 
factor), гранулоцитарно-макрофагальный колониести
мулирующий фактор (GM-CSF, granulocyte-macrophage 
colony stimulating factor), GRO-a, фактор роста гепатоцитов 
(HGF, hepatocyte growth factor), IFN-a2, IFN-y , IL-1a, IL-1P, IL- 
1RA, IL-2, IL-2Ra, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12 
(p70), IL-12 (p40), IL-13, IL-15, IL-16, IL-17, IL-18, IP-10, LIF, MCP 
(monocyte chemoattractant protein) 1, MCP-3, макрофагаль
ный колониестимулирующий фактор (M-CSF, macrophage 
colony stimulating factor), MIF (macrophage migration 
inhibitory factor), MIG (monokine induced by interferon-у), 
MIP (macrophage inflammatory protein) 1a, фактор роста 
нервов в (P-NGF nerve growth factor P), PDGF-BB (platelet 
derived growth factor BB), RANTES (regulated upon activation,

normal T cell expressed and presumably secreted), SCF (stem 
cell factor), SCGF-P (stem cell growth factor P), SDF-1a (stromal 
cell-derived factor 1a), TNF-a, TNF-P, TRAIL (TNF-related 
apoptosis-inducing ligand), фактор роста эндотелия сосу
дов (VEGF, vascular endothelial growth factor)).

PCA Plot

Component 1
РИС. 1.
График PCA данны х по продукции цит окинов для индуциро
ванных эрит робласт ов кост ного мозга, полученны х под дей
ствием ант ит ел к меланокорт иновы м  рецепт орам  
FIG. 1.
PCA p lot o f  cytokine production data for induced bone m arrow  
erythroblasts treated with anti-m elanocortin receptor antibodies
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РИС. 2.
График PLSD  сравнения от дельны х групп по продукции цит о
кинов для индуцированны х эрит робласт ов кост ного мозга, 
полученны х под дейст вием ант ит ел к меланокорт иновым  
рецепт орам
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FIG. 2.
PLSD  p lo t o f  com parison o f  individual groups by cytokine prod uc
tion for induced bone m arrow  erythroblasts produced by anti-m el- 
anocortin receptor antibodies
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ЭБ

РИС. 3.
Д инам ика изменения продукции цит окинов разны м и т ипа
м и индуцированны хэрит робласт ов кост ного мозга, полу
ченных под дейст вием ант ит ел км еланокорт иновы м  ре 
цепторам  
FIG. 3.
D ynam ics o f  changes in the production o f  cytokines by different 
types o f  induced bone m arrow  erythroblasts obtained under the a c
tion o f  antibodies to m elanocortin receptors

Т А Б Л И Ц А  3
СОДЕРЖАНИЕ ЦИТОКИНОВ В СУПЕРНАТАНТАХ 
КУЛЬТУР ЭРИТРОБЛАСТОВ, ПОЛУЧЕННЫХ ИЗ CD34+ 
КЛЕТОК кОСТНОГО мОЗГА И ОБРАБОТАННых 
а н т и т е л а м и  к м е л а н о к о р т и н о в ы м  р е ц е п т о р а м
(п = 6)

Цитокины Контроль Anti-MCR-1 Anti-MCR-2 Anti-MCR-5

Basic FGF 0 [0; 7,128] 0 [0; 11,76] 0,915 [0; 19,24] 13,36 [8,528; 26,79]*

IL-1P 0 [0; 0,05] 0[0; 0,4875] 0 [0; 1,145] 0,495 [0,2925; 1,188]*

IL-2Ra 5,55 [4,105; 6,92] 7,08 [4,75; 8,93] 9,705 [7,425; 13,36] 13,58 [10,46; 19,78]*

IL-5 39,48 [18,47; 53,12] 40,86 [26,63; 47,65] 36,7 [26,3; 41,52] 0 [0; 0]*; #

IP-10 5,7 [2,64; 8,05] 3,87 [0; 6,045] 7,18 [5,493; 10,68] 8,79 [7,638; 10,95]#

MIG 5,205 [0,6075; 8,928] 8,37 [5,658; 12,57] 10,49 [4,193; 14,07] 15,17 [13,24; 18,73]*

MIP-1a 8,51 [5,658; 22,61] 8,675 [4,35; 31,37] 14,35 [9,188; 47,21] 34,28 [28,15; 125,4]*; #

SCGF-P 553,5 [0; 1579] 318,3 [0; 1523] 3,91 [0; 830,9] 2346 [1660; 4672]$
П рим ечание. Различия статистически значимы: *  -  по сравнению с контрольной группой; * -  по сравнению с группой Anti-MCR- І ;  $ -  по сравнению с группой Anti-MCR-2.

T A B L E  3
t h e  c o n t e n t  o f  c y t o k i n e s  in  t h e  s u p e r n a t a n t s  
o f  c u l t u r e s  o f  e r y t h r o b l a s t s  o b t a in e d  f r o m  b o n e  
m a r r o w  CD34+ c e l l s  AND TREATED wiTH ANTIBoDIES 
t o  m e l a n o c o r t in  r e c e p t o r s  (n = 6)

Мы сравнили продукцию цитокинов всеми типами 
эритробластов после обработки антителами к меланокор
тиновым рецепторам. Статистически значимые различия 
по продукции цитокинов были получены для basic FGF, IL- 
1Р, IL-2Ra, IL-5, IP-10, MIG, MIP-1a, SCGF-p (табл. 3, рис. 3).

Таким образом, по продукции цитокинов большин
ство статистически значимых различий обнаружено 
между контрольной группой эритробластов и эритро- 
бластами после блокировки меланокортиновых рецеп
торов 5-го типа.

О Б С У ж д Е Н И Е

Процесс дифференцировки эритроидных предше
ственников сопровождается уменьшением размеров 
клеток, усилением конденсации хроматина, прогресси
рующей гемоглобинизацией и заметными изменениями 
в мембранной организации [12]. Каждое клеточное деле
ние при эритропоэзе сопровождается дифференциров- 
кой, поэтому дочерние клетки структурно и функциональ
но отличаются от материнской клетки, производными ко
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торой они являются. Таким образом, для детального пони
мания эритропоэза крайне важно получить клетки на всех 
стадиях развития [14]. Культивирование из CD34+ пред
шественников in vitro является процессом, который позво
ляет получить различные стадии дифференцировки эри- 
тробластов под действием эритропоэтина (EPO), SCF и IL-3 
[15]. Для получения и характеристики эритробластов раз
личных стадий развития мы применили метод подавления 
активности рецепторов к меланокортину с целью изуче
ния особенностей продукции иммунорегуляторных ме
диаторов на разных этапах дифференцировки. Для диф
ференцировки эритроидных клеток по стадиям развития 
мы использовали маркер CD44, который является молеку
лой адгезии с максимально высоким содержанием в про- 
эритробластах и снижением во время эритроидной диф
ференцировки до очень низкого уровня в ортохромато- 
фильных эритробластах [12]. Для примера показано рас
пределение клеток по стадиям развития у двух доноров 
костного мозга. Добавление блокирующих антител к ме- 
ланокортиновым рецепторам изменяет картину распре
деления эритробластов по сравнению с необработанны
ми клетками. Антитела к MCR-1 приводят к накоплению 
полихроматофильных эритробластов, добавление анти
тел к MCR-2 приводит к преобладанию базофильных эри
тробластов, а добавление антител к MCR-5 -  к преоблада
нию ортохроматофильных эритробластов. Анализ фено
типа и продукции цитокинов после применения антител 
к меланокортиновым рецепторам показал, что данное воз
действие не влияет на линейную дифференцировку эри
тробластов, однако каждая блокировка приводит к появ
лению популяции, которая отличается по продукции им
мунорегуляторных факторов от других индуцированных 
популяций. При оценке профиля экспрессии цитокинов 
эритроидными клетками мы выявили ряд цитокинов, про
дукция которых статистически значимо отличается между 
группами эритробластов полученных после применения 
нейтрализующих антител к меланокортиновым рецепто
рам. Эти факторы оказывают различное влияние на дру
гие типы клеток. Basic FGF вовлечён в различные биоло
гические процессы, включая клеточную пролиферацию, 
выживание, метаболизм, морфогенез, дифференцировку, 
эмбриональное развитие, ангиогенез, репарацию тканей 
и регенерацию [16]. IL-1 функционирует как ключевой про
воспалительный «аварийный» сигнал, который непосред
ственно ускоряет клеточное деление и миелоидную диф
ференцировку гемопоэтических стволовых клеток [17], 
действует как усилитель иммунных реакций [18]. IP-10 (хе- 
мокин CXCL10) участвует в хемоаттракции макрофагов, мо
ноцитов и активированных Т-клеток и естественных кле- 
ток-киллеров (NK, natural killer cells), модуляции развития 
и функций Т-клеток, ингибировании образования колоний 
in vitro с помощью ранних клеток-предшественников кост
ного мозга человека [19]. Хемокин MIG (CXCL9) регулиру
ет миграцию, дифференцировку и активацию цитотокси
ческих лимфоцитов, NK-клеток, NKT-клеток и макрофагов 
[20]. MIP-1a был идентифицирован как ингибитор стволо
вых клеток (SCI, stem cells inhibitor), который может инги
бировать пролиферацию гемопоэтических клеток-пред
шественников как in vitro, так и in vivo [21]. SCGF-p поддер

живает рост примитивных гемопоэтических клеток-пред
шественников и присутствует в циркулирующих опухоле
вых клетках [22]. При этом эритробласты, обработанные 
антителами к MCR-5, не продуцируют IL-5, который стиму
лирует образование колоний мегакариоцитов, нейтрофи
лов и макрофагов из культур костного мозга и рост незре
лых гемопоэтических предшественников BFU-E [23]. Мак
симальные различия по продукции цитокинов показаны 
для эритробластов после обработки антителами к MCR-5. 
Фенотипически эта популяция клеток представлена более 
зрелыми формами -  ортохроматофильными эритробла- 
стами. Предположительно более зрелые формы эритро
бластов, возможно, оказывают меньшее влияние на раз
витие гемопоэтических колоний и даже могут ингибиро
вать их рост, но в то же время стимулируют привлечение 
лимфоидных негемопоэтических клеток. Возможно, бо
лее зрелые эритробласты больше ориентированы на фор
мирование и поддержание микроокружения, т. е. играют 
гомеостатическую роль, помимо иммунорегуляторной.

Таким образом, мы показали качественные и количе
ственные различия эритробластов в зависимости от ста
дии дифференцировки, что может приводить к отличаю
щимся регуляторным эффектам. Возможность получения 
эритробластов человека на разных стадиях развития in vivo 
позволяет развивать детальное понимание нормального 
процесса эритроидной дифференцировки, определять 
стадий-специфические изменения нарушений эритропо
эза при различных заболеваниях, проводить скрининг ле
карств, которые способны специфически воздействовать 
на определённую эритроидную стадию, что в свою оче
редь может привести к новым терапевтическим подходам 
для пациентов с изменённым эритропоэзом.
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