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Талассемии являются самым ча-
стым генетическим гематологи-

ческим заболеванием в мире. Переда-
ваясь аутосомно-рецессивным путем, 
гетерозиготная форма талассемии 
проявляется носительством этого за-
болевания, а гомозиготная форма-хро-
нической гемолитической анемией. 
В результате повторяющихся гемо-
трансфузий у больных талассемией 
увеличивается количество железа в 
организме.1

В организме человека основным 
регулятором метаболизма железа яв-
ляется молекула гепсидина. Гепсидин 
- это пептидный гормон, большей ча-
стью синтезируемый печенью, цир-
кулирующий в крови и выделяемый 
почками. Гепсидин уменьшает вса-
сывание железа в тонком кишечнике, 
тормозит выход железа из макрофа-
гов, поглотивших старые эритроциты, 
в плазму и препятствует мобилизации 
железа из его депо в печени. Вопреки 
тому, что гепсидин, являясь основным 
регулятором метаболизма железа, пре-
пятствует поступлению железа в орга-
низм и его высвобождению из макро-
фагов, при талассемии и других видах 
анемий,протекающих с неэффектив-
ным эритропоэзом, высокий уровень 
железа и низкий уровень гепсидина 
наталкивает на мысль о наличии дру-
гих механизмов регуляции. Обнару-
жение в случае врожденных дисэри-
тропоэтических анемий, талассемий 

и других заболеваний, протекающих 
с неэффективным эритропоэзом, вы-
соких значений growth differentiation 
factor 15 (GDF 15), относящегося к 
семейству TGF-β (transforming growth 
factor) и играющего важную роль в де-
лении, дифференциации и регенера-
ции тканей, позволяет предположить 
его возможную роль в эритропоэзе 
иметаболизме железа.2,3 Подавление 
GDF 15 синтеза гепсидина дает воз-
можность предположить о наличии 
связи между этой молекулой и эритро-
поэзом и возможном взаимодействии 
с клетками микроокружения костного 
мозга.4

Известно, что микроокружение 
костного мозга влияет на образование 
полноценных клеток крови из гематопо-
этических стволовых клеток. Известно, 
что мезенхимальные стволовые клетки, 
являющиеся основным компонентом 
микроокружения, могут дифференци-
роваться в поддерживающие клетки во 
главе с остеобластами и адипоцитами, 
обеспечивая стромальную поддержку 
гематопоэтическим клеткам, а также 
способны регулировать дифференци-
ацию и деление гематопоэтических 
клеток. Мезенхимальные стволовые 
клетки оказывают влияние на гемато-
поэтические клетки путем взаимодей-
ствия клетка-клетка, клетка-матрикс, а 
также посредством секреторных факто-
ров, продуцируемых мезенхимальными 
стволовыми клетками.5

В этом исследовании было пред-
положено наличие значительных из-
менений в микроокружении костного 
мозга у пациентов с большой талас-
семией и другими заболеваниями, 
протекающими с неэффективным эри-
тропоэзом, и была поставлена цель 
изучить физические, антигенные, 
секреторные особенности и особен-
ности дифференциации мезенхималь-
ных стволовых клеток костного мозга.
Также была поставлена цель наряду с 
исследованием мезенхимальных ство-
ловых клеток изучитьих секреторные 
факторы, особенно GDF-15, у пациен-
тов с большой талассемией, перенес-
ших трансплантацию гематопоэти-
ческих стволовых клеток, до и после 
трансплантации.

Для осуществления этого иссле-
дования было получено разрешение 
соответствующих комиссий по этике.
(Комиссия по этике № FON 09/33-
198). Исследование было поддержано 
отделом научных исследований ме-
дицинского факультета Университета 
Хаджеттепе (Проект № 5014). 

Материалы и методы 
В этом исследовании был изучен 

костный мозг 10 пациентов с боль-
шой талассемией до транспланта-
ции гематопоэтических стволовых 
клеток. Был сравнен костный мозг 6 
пациентов после трансплантации с 
контрольной группой, состоящей из 
костного мозга 8 здоровых доноров. 
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После разморозки замороженно-
го костного мозга были проведены 
иммунофенотипирование, проточ-
ная цитометрия и культивирование 
мезенхимальных стволовых клеток. 
Кроме того, была исследована диф-
ференциация мезенхимальных ство-
ловых клеток (остеогенная и адипо-
генная) и с помощью надосадочной 
взвеси культуры мезенхимальных 
стволовых клеток в плазме костного 
мозга был определен уровень факто-
ра GDF15, предполагаемого регуля-
тора эритропоэза.

Изоляция мезенхимальных 
стволовых клеток и их размножени-
ев культуре:

Изъятые образцы костного мозга 
были распределены по стерильным 
пробиркам и центрифугированы в 
течении 10 минут при 2300 об/мин.
После определенных манипуляций в 
пробирки объемом 75 см 3 были поса-

жены клетки для роста идля получе-
ния 4x103 клеток /cm.2

На рисунке 1 отражено размноже-
ние клеток до 3 пассажей.6

Иммунное фенотипирование 
мезенхимальных стволовых клеток 
(исследование проведено с помо-
щью проточной цитометрии):

Клетки, изолированные из костно-
го мозга человека, были идентифици-
рованы с помощью антител в аппарате 
проточной цитометрии6 и проанали-
зированы с помощью аппарата про-
точной цитометрии FACS Aria (BD 
Biosciences, USA)

Оценка способности мезенхи-
мальных стволовых клеток к диф-
ференциации:

Для оценки адипогенной и осте-
огенной способности к дифферен-
циации мезенхимальных стволовых 
клеток в культуру клеток были добав-
лены соответствующие стимуляторы.

Стимулированные к дифференциации 
клетки были гистохимически окраше-
ны и морфологически изучены.

Исследование плазмы костного 
мозга и надосадочной взвеси куль-
тур с помощью метода ELİSA:

Образцы надосадочной взвеси 
культур мезенхимальных стволовых 
клеток,изъятые у доноров и реци-
пиентов до и после трансплантации 
костного мозга и плазма костного 
мозга этих образцов былиисследова-
ны с помощью Duo-Set Enzym-linked 
immunosorbent assay (ELİSA), специ-
ально разработанного для изучения 
фактора роста и дифференциации 
GDF 15.

Обсуждение
Мезенхимальные стволовые клет-

ки играют важную роль в захвате 
стромой гематопоэтических стволо-
вых клеток (экстрацеллюлярным ма-
триксом и стромальными клетками), 

A B

Рис. 1. Вид мезенхимальных стволовых клеток,размножающихся в среде, прирассмотрении в 
инвертированный микроскоп. (случай 2) (А:увеличение в 4 раза, В:увеличение в 10 раз)

A B

Рис. 2. Образование в последующие дни в мезенхимальных стволовых клетках, стимулированных в адипогенной 
среде, круглых жировых капель и их положительная окраскакрасителем Oil Red O(A: адипогенные клетки,не 

покрашенные Oil Red O.10x, B: адипогенные клетки, покрашенные Oil Red O).
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дифференциации предшественников 
гематопоэтических клеток в зрелые 
клетки под влиянием различных се-
креторных факторов, образование 
резерва стволовых клеток вследствии 
ингибирования путем задержки разви-
тия стволовых клеток в фазе G0 кле-
точного цикла,самообновление или 
мобилизация, миграцияв другие ткани 
при необходимости.7,8 Предполагает-
ся, что исследование мезенхимальных 
стволовых клеток костного мозга при-
различных заболеваниях кроветвор-
ной системы поможет обнаружить 
механизмы регуляции и обеспечения 
нормального гематопоэза. Наряду с 
возросшим интересом к мезенхималь-
ным стволовым клеткам, подавляю-
щее большинство исследований про-
водится с образцами мезенхимальных 
стволовых клеток здоровых испыту-
емых и изъятых из различных обла-
стей. С другой стороны наличие такой 
патологии гематопоэтических клеток, 
как большая талассемия, навело на 
мысль оналичии возможных компен-
саторных/адаптивных изменений в 
мезенхимальных стволовых клетках, 
являющихся компонентами микро-
окружения костного мозга, исследо-
вание которых приведет к лучшему 
пониманию мезанизмов развития па-
тологии крови.

В нашем исследовании были из-
учены мезенхимальные стволовые 
клетки костного мозга пациентов, 
перенесших трансплантацию гема-
топоэтических стволовых клеток по 
поводу талассемии мажор, а также 
сопоставлены результаты с контроль-
ной группой, состоящей из здоровых 
пациентов. При сравнении результа-
тов морфологического, иммунофено-
типического исследований, осущест-
вленных для характеризации мезен-
химальных стволовых клеток, а также 
их способности к дифференциации в 
адипоциты и остеокластыс результа-
тами нормальных контрольных образ-
цов не было обнаружено значитель-
ных различий. В образцах, изъятых у 
3 пациентов, наше внимание привлек-
ло образование эритроидной коло-
нии на поверхности мезенхимальных 
стволовых клеток, и, по крайней мере 
до конца пассажа 0, отмечалась их 
жизнеспособность, из чего был сде-
лан вывод о том,что мезенхимальные 

стволовые клетки оказывают стро-
мальную поддерживающую функцию 
эритропоэтическим клеткам.

Зная особенности синтезирования 
растворимого фактора, являющегося 
одним из важнейших особенностей 
мезенхимальных стволовых клеток, 
как поддерживающей ткани, и пред-
полагая как наличие возможных раз-
личий между пациентами с талассе-
мией мажор и контрольной группой, 
так и лучшее отражение адаптаци-
онных изменений, в исследовании 
был изучен уровень GDF 15-одного 
из веществ, влияющих на эритропоэз 
и метаболиз железа. Желая отразить 
микроокружение костного мозга, этот 
фактор был изучен в плазме костного 
мозга, кроме того, с целью выяснения 
роли мезенхимальных стволовых кле-
ток, была использована надосадочная 
взвесь культур клеток.

Исследования, проведенные в по-
следние годы, подтвердили важную 
роль гепсидина и GDF 15 в метаболиз-
ме железа. Предполагая высокий уро-
вень этого вещества при неэффектив-
ном эритропоэзе-состоянии, сопро-
вождающимся высокими значениями 
депо железа, мы столкнулись с полной 
противоположностью. 

В результате наше внимание со-
средоточилось на других возможных 
механизмах, играющих роль в мета-
болизме железа. GDF 15 является од-
ним из представителей в-семейства 
TGF. Обладает сходством на 15-29% 
с другими представителями этого 
семейства,но дает повод предполо-
жить наличие возможной отличной, 
присущей только этому веществу, 
роли. GDF 15 ингибирует позднюю 
фазу активации макрофагов, ингиби-
рует пролиферацию незрелых пред-
шественников гематопоэза, препят-
ствует росту различных опухолей, 
оказывает антиангиогенное действие, 
участвует в эмбриогенезе, остеогене-
зе и гематопоэзе.10 Наряду с тем, что 
GDF 15 синтезируется многими тка-
нями в литературе нет данных о том, 
что является источником этого веще-
ства при состояниях, сопровождаю-
щихся неэффективным эритропоэзом.

В этом исследовании, учитывая 
его возможное влияние на эритропоэз 
и ингибирование синтеза гепсидина, 
был изучен уровень GDF 15 в плазме 

костного мозга и надосадочной взвеси 
культуры мезенхимальных стволовых 
клеток. Танно с коллегами в резуль-
тате своих исследованийв 2007 году 
обнаружили в сыворотке пациентов 
большой талассемией высокий уро-
вень GDF 15. В образцах сывороток 
этих же пациентов были обнаружены, 
наряду с высоким уровнем GDF15, 
высокие уровни ферритина, эритро-
поэтина, растворимых рецепторов 
трансферрина, одновременное пода-
вление экспрессии мРНК гепсидина 
в гепатоцитах пациентов с большой 
талассемией, обнаружено предотвра-
щение супрессии гепсидина путем 
снижения уровня GDF 15. В резуль-
тате, наше внимание привлекло влия-
ние GDF 15 на метаболизм железа и 
особенно на подавление синтеза геп-
сидина.11

Ивновь Рамирез с коллегами у 
пациентов с РАРС12, Финкенштед и 
товарищи у пациентов с недостаточ-
ностью пируваткиназы13, Тамари и 
соратники у пациентов с врожденной 
дисэритропоэтической анемией типа 
1 обнаружили высокий уровень GDF 
15. Был проанализирован уровень 
GDF 15 в сыворотки и костном моз-
ге при заболеваниях, протекающих с 
неэффективным эритропоэзом, но в 
литературе не было обнаружено све-
дений об исследовании синтеза GDF 
15 мезенхимальными стволовыми 
клетками микроокружения в состоя-
нии неэффективного эритропоэза.

В исследовании при сравнении с 
контрольной группой были обнару-
жены более высокие значения GDF 
15 в плазме костного мозга упаци-
ентов с большой талассемией. При 
исследовании надосадочной взвеси 
культур мезенхимальных стволовых 
клеток было обнаружено, что при 
полном отсутствии GDF 15 в кон-
трольной группе, у некоторых паци-
ентов в экспериментальной группе 
наблюдался высокий уровень GDF 
15. В образцах пассажа 0, в кото-
рых были обнаружены эритроидные 
колонии, в 4 из 6 случаев был обна-
ружен высокий уровень GDF 15, что 
натолкнуло на мысль о том,что име-
ет место его синтез предшественни-
ками эритроидного ряда. Выявление 
высокого уровня GDF 15 в надоса-
дочной взвеси культур мезенхималь-
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ных стволовых клеток у некоторых 
пациентов натолкнуло на мысль 
об контролировании этого уровня 
функциями микроокружения кост-
ного мозга. Поддерживание мезен-
химальными стволовыми клетками 
количества GDF 15 на определенном 
уровне может говорить об ингибиру-
ющей или стимулирующей функции.
GDF 15 приводит к значительному 
снижению уровня гепсидина, тем 
самым способствуя накоплению же-
леза в организме11. Накопленное из-
быточное количество железа, наряду 
с нарушением функций паренхи-
матозных органов, также приводит 
к нарушению функционирования 
микроокружения костного мозга. 
В этом случае предполагается, что 
мезенхимальные стволовые клетки, 
являющиеся важным компонентом 
микроокружения костного мозга, 
играют определенную роль в регу-
ляции уровня GDF 15 с целью про-
текции себя и окружения от этого 
патологического накопления.

Для осуществления нормально-
го эритропоэза необходим GDF 15. В 
одном из проведенных исследований 
было показано, что вслед за снижени-
ем уровня GDF 15 наблюдалось сни-
жение нормальной дифференциации 
эритроидныхпредшественников12. В 
случае неэффективного эритропоэза 
значительное увеличение уровня GDF 
15 говорит об снижении чувствитель-
ности предшественников эритропоэза 
к GDF 15 или об попытке задержать 
усиленный апоптоз, наблюдающийся 

в этом случае. В зависимости от вида 
неэффективного эритропоэза, в слу-
чае необходимости мезенхимальные 
стволовые клетки также могут прини-
мать участие в синтезе GDF 15. Высо-
кий уровень GDF 15 в надосадочной 
взвеси культур мезенхимальных ство-
ловых клеток у части исследуемых 
пациентов можно связать с этим пред-
положением. В нормальном костном 
мозге при наличии физиологических 
условий содержится незначительное 
количество GDF 1512. В нормальных 
условиях это незначительное количе-
ство GDF 15 поддерживается мезен-
химальными стволовыми клетками, а 
при наличии патологических процес-
сов - предшественниками эритроид-
ного ряда.

В итоге предполагается, что 
мезенхимальные стволовые клет-
ки, являясь важным компонентом 
микроокружения костного мозга и 
играя активную роль в случае не-
эффективного эритропоэза, при 
необходимости участвуют в регу-
ляции эритропоэза путем синтеза 
цитокинов. С этой точки зрения 
высокий уровень GDF 15 в надо-
садочной взвеси культуры мезен-
химальных стволовых клеток у 
некоторых пациентов с большой 
талассемией до и после трансплан-
тации гематопоэтических стволо-
вых клеток говорит об обеспечении 
и осуществлении нормального эри-
тропоэза. Наряду с этим очевидна 
необходимость в большем количе-
стве исследований.
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