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УДК 616.41:577.112.3-092.4 А.С. Горячева1, А.А. Лузянина1, 
О.С. Изместьева1, Л.П. Жаворонков1, 
В.И. Дейгин2

Введение

Была установлена важная роль тими-
ческих пептидов в регуляции процессов 
иммуно- и гемопоэза [1, 2]. Исследования 
в этом направлении позволили синтези-
ровать ряд соединений, регулирующих 
состояние важнейших физиологических 
систем у нормальных, а также облучён-
ных животных. В результате исследований 
были созданы и внедряются в практику 
здравоохранения препараты «Тимоген», 
«Тимодепрессин», «Стемокин» [3, 4].

Тимодепрессин dGlu-(dTrp) – уникаль-
ный лекарственный препарат, избиратель-
но взаимодействующий со стволовыми 
клетками костного мозга, открыл новый 
класс синтетических пептидных препара-
тов, селективно блокирующих процессы 
пролиферации клеток-предшественников 
иммуно- и гемопоэза. Препарат способен 
сохранять стволовые клетки в период ра-

диационного и химиотерапевтического 
воздействия, что позволяет ускорить выход 
из миелотоксической гранулоцитопении.

При переходе к классу трипептидов 
на базе изученного Тимодепрессина был 
синтезирован ряд новых химических со-
единений, нами проанализирована их ак-
тивность в отношении гемопоэза [5]. Уста-
новлено, что наибольшей биологической 
активностью обладает трипептид dAla-
dGlu-(dTrp)-OH. 

В интактном организме существенное 
изменение активности в продуцировании 
новых клеточных элементов возможно 
только на относительно короткий период, 
после чего механизмы регуляции, действу-
ющие по принципу обратной связи, воз-
вращают эту систему в состояние к близко 
исходному, «устрашающему» организм в 
отношении потребности клеточных эле-
ментов. В свете этих соображений можно 

ИЗучЕНИЕ МЕХАНИЗМОВ РЕГуЛЯЦИИ НАчАЛьНыХ ЭТАПОВ 
ГЕМОПОЭЗА ТРИПЕПТИДОМ – DALA­DGLu­(DTRP)­OH

1 ФГБУ «Медицинский радиологический научный центр» Министерства 
здравоохранения Российской Федерации, г. Обнинск, Россия

2 ФГБУ Институт биоорганической химии им. М.М. Шемякина 
и Ю.А. Овчинникова, РАН, г. Москва, Россия

В работе продемонстрировано наличие биологической активности в отношении 
клеток-предшественников кроветворения у нового линейного трипептида dAla-dGlu-
(dTrp)-OH. Влияние препарата на гемопоэз оценивали в различных тестах. На модели 
клонирования стволовых кроветворных клеток костного мозга в селезёнках летально об-
лучённых мышей оценивали влияние трипептида на интактный костный мозг, с помощью 
проточной цитофлуориметрии определяли содержание СD34+ гемопоэтических клеток в 
костном мозге и периферической крови; с помощью метода «тимидиновое самоубий-
ство» оценивали процентное содержание КОЕ-С-8 в S-фазе клеточного цикла. Получе-
ны экспериментальные данные, свидетельствующие о том, что воздействие трипептида 
на интактное кроветворение связано с ускорением пролиферации КОЕ-С под влиянием 
препарата. У мышей, получавших dAla-dGlu-(dTrp)-OH, отмечается выраженное увели-
чение относительной численности CD34+ предшественников в периферической крови и 
костном мозге, что также свидетельствует о пролиферации данной клеточной популяции.

Ключевые слова: колониеобразующие единицы селезёночные (КОЕ-С), тимидиновое 
самоубийство, CD34+ клетки, мыши
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предположить, что препараты или спосо-
бы, позволяющие существенно активиро-
вать нормальное кроветворение, будут до-
статочно высоко эффективны в условиях 
частично супрессированного гемопоэза. С 
учётом этих обстоятельств целью работы 
являлось более основательное эксперимен-
тальное изучение возможных механизмов 
реализации эффектов стимуляции гемо-
поэза трипептидом – dAla-dGlu-(dTrp)-OH.

Материал и методы исследования

В работе использовано соединение 
пептидной природы – dAla-dGlu-(dTrp)-
OH. Препарат синтезирован в ООО «Пеп-
тос Фарма», г. Москва. Конечный продукт 
очищали с помощью высокоэффективной 
жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) в гра-
диенте 0,1% АсОН/изопропанольного бу-
фера (5-30%). Чистоту и структуру пептида 
подтверждали данными тонкослойной хро-
матографии, ВЭЖХ и ЯМР-спектроскопии 
высокого разрешения. 

Эксперименты проводились на 2-3 ме-
сячных мышах-самках (CBAxC57Bl/6)F1, 
c массой тела 22-25 г, полученных из пи-
томника РАН «Столбовая» и содержавших-
ся в стандартных условиях и на стандарт-
ном рационе. Перед опытами мыши нахо-
дились на карантине в течение 2 недель. 
Работы с животными были проведены в 
соответствии с законодательством Россий-
ской Федерации и положениями, изложен-
ными в руководстве [6].

Механизмы реализации эффектов 
dAla-dGlu-(dTrp)-OH – {a-e(w)} исследо-
вали с использованием различных экспе-
риментальных моделей. При этом выбра-
на оптимальная доза препарата – 100 мкг/
кг, исходя из данных, полученных нами 
ранее [5]. В первой серии экспериментов 
у интактных мышей-доноров через 2 су-
ток после внутрибрюшинной (в/б) инъ-
екции препарата производили забор кост-
ного мозга и периферической крови и с 
помощью проточной цитофлуориметрии 
определяли в образцах процентное содер-
жание CD34+ гемопоэтических клеток. 
Клетки костного мозга и периферической 

крови инкубировали с моноклональными 
антителами к СD34 и СD45, меченными 
фикоэритрином и флуоресцеинизотиоцио-
натом, соответственно («Pharmigen Becton 
Dickinson», США). Окрашенные образцы 
анализировали на проточном цитофлуо-
риметре FACS Vantage («Becton Dickinson 
Immunocytometry Systems» – BDIS, США). 
Компьютерную обработку проводили с 
использованием программы Cell Quest 
(«BDIS», США). На графике распределе-
ния клеток по интенсивности светорас-
сеяния выделяли регион неповрежденных 
клеток с низким боковым светорассеяни-
ем. Среди выделенных клеток идентифи-
цировали СD34+СD45low гемопоэтические 
предшественники и определяли их отно-
сительное количество. Также у животных 
определяли колониеобразующую способ-
ность костного мозга и периферической 
крови по методу Till и McCulloh [7]. Для 
этого реципиентам, облученным в дозе 
8 Гр на установке «Луч-1» (Россия, 60Со, 
мощность дозы 0,5 Гр/мин), вводили вну-
тривенно костномозговые клетки (при-
мерно 0,9×105 -1,1×105) или стабилизиро-
ванную гепарином периферическую кровь 
(0,2 мл/мышь) с целью получения в селе-
зенке реципиентов (через 8 суток после 
миелотрансфузии) оптимального для под-
счета количества колоний.

При исследовании влияния трипептида 
на пролиферацию КОЕ-С в S-фазе клеточ-
ного цикла был использован метод «тими-
динового самоубийства» [8]. В качестве до-
норов были взяты интактные и облученные 
(4 Гр) мыши. Мышей облучали на установ-
ке «Луч-1» (60Со) (Россия) (мощность дозы 
0,5 Гр/мин). За 2 суток до извлечения кост-
ного мозга контрольной и облучённой груп-
пам мышей инъецировали пептид внутри-
брюшинно в дозе 100 мкг/кг. На 8-е сутки 
по разнице между числом селезеночных ко-
лоний из необработанного и обработанного 
изотопом костного мозга оценивали интен-
сивность пролиферации. Более подробная 
методика приводится ниже по тексту.

Приготовление растворов пептида 
для инъекций осуществлялось в день 
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введения из субстанции, поставляемой в 
виде порошка.

Мышей умерщвляли дислокацией 
шейных позвонков. 

Для всех полученных вариационных 
рядов были подсчитаны средние арифмети-
ческие значения и их стандартные ошибки. 
Для определения значимости межгруппо-
вых различий были использованы параме-
трические критерии (t-критерий Стьюдента, 
F-критерий Фишера) и непараметрические 
(U-Вилкоксона-Манна-Уитни, Вардена, ме-
дианный критерий c2) [9]. Различия между 
группами признавали статистически значи-
мыми при значении интеграла вероятности 
p, не превышающем 0,05. 

Статистический анализ проводился с 
помощью программы Origin 6.0 («MicroCal 
Software», США). 

Результаты исследования 

Раннее мы продемонстрировали, что 
трипептид – dAla-dGlu-(dTrp)-OH при вве-
дении мышам-донорам увеличивает как 
относительное, так и абсолютное содержа-
ние КОЕ-С-8 в костном мозге, причем эф-
фект зависит от дозы препарата. Линейный 
трипептид, примененный за 48 часов до из-
влечения костного мозга, оказывает стиму-
лирующее влияние на популяцию комми-
тированных колониеобразующих клеток 
нормального костного мозга – число коло-
ний после его воздействия при введении 
в/б увеличивается в широком диапазоне 
доз (10-1000 мкг/кг) [5].

Причинами наблюдаемого повышения 
содержания КОЕ-С-8 в костном мозге ин-
тактных мышей под действием исследуе-
мого пептида может быть или подавление 
миграции данной клеточной популяции в 
периферическую кровь, или стимуляция 
их пролиферации. Для проверки этих пред-
положений были проведены две серии экс-
периментов, в первой из которых изучали 
влияние {a-e(w)} на миграцию КОЕ-С-8 
(по содержанию этих клеток в костном моз-
ге и периферической крови). У нормальных 
мышей-доноров через 2 суток после инъек-
ции препарата (100 мкг/ кг) брали костный 

мозг и кровь, с помощью проточной цито-
метрии определяли в этих образцах про-
центное содержание CD34+ предшествен-
ников гемопоэза. Результаты, приведенные 
в таблице 1, свидетельствуют, что под влия-
нием пептида в костном мозге и перифери-
ческой крови увеличивается относительное 
содержание CD34+ гемопоэтических кле-
ток. Таким образом, воздействие трипеп-
тида не приводит к подавлению миграции 
кроветворных предшественников, более 
того, препарат обладает способностью сти-
мулировать выброс клеток данной популя-
ции из костного мозга в периферическую 
кровь. Следует отметить, что «базовый» 
препарат «Тимодепрессин®» способен ин-
гибировать миграцию СD34+ клеток из 
костного мозга в периферическую кровь 
при нормальном кроветворении [10].

Образование колоний на селезенке – 
процесс кооперативный, в котором, кроме 
колониеобразующей клетки, задействован 
ряд клеточных и гуморальных факторов 
микроокружения. Одним из его компо-
нентов, необходимых для полноценно-
го функционирования начальных этапов 
кроветворения, являются акцессорные 
Т-лимфоциты [11]. Роль данной клеточной 
популяции в регуляции начальных этапов 
кроветворения – контроль процессов про-
лиферации КОЕ-С. Удаление Т-клеток при 
обогащении костного мозга фракцией ство-
ловых клеток или при обработке суспензии 
сывороткой против костного мозга мышей 
приводит к замедлению темпов пролифе-
рации [12]. Полученные ранее данные [13] 
свидетельствуют о том, что ингибирование 
колониеобразования «Тимодепрессином®» 
связано не только с прямым воздействием 
препарата на колониеобразующие клетки, 
но и с опосредованным действием через 
акцессорные Т-лимфоциты, которые, как 
известно, необходимы для запуска проли-
ферации стволовых клеток кроветворения. 
Можно предположить, что и эффект стиму-
лирования колониеобразования интактным 
костным мозгом может быть связан с аль-
тернативно направленным воздействием 
dAla-dGlu-(dTrp)-OH на кроветворное ми-
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кроокружение, а именно, на акцессорные 
Т-лимфоциты. Это предположение и было 
проверено в следующей серии опытов в 
двух экспериментальных системах – на ин-
тактных и на облученных донорах. 

Суть метода «тимидиновое самоубий-
ство» состоит в том, что включение клет-
ками, находящимися в S-фазе клеточного 
цикла, меченного тритием тимидина с вы-
сокой удельной активностью приводит к их 
гибели. Определяя при помощи тестов се-
лезеночного колониеобразования разницу 
в содержании КОЕ-С во взвесях миелока-
риоцитов животных опытных и контроль-
ных групп (соответственно, с 3Н-TdR и без 
него), судят о количестве клеток, находив-
шихся на этот период в S-фазе клеточного 
цикла, т.е. делящихся клеток. 

В качестве источника КОЕ-С исполь-
зовали в разных опытах интактный или 
же стимулированный облучением костный 
мозг, содержащий более значительное ко-
личество пролиферирующих клеток. 

В первом случае интактным мышам 
вводили dAla-dGlu-(dTrp)-OH внутрибрю-
шинно в дозе 100 мкг/кг за двое суток до 
взятия костного мозга. Взвеси миелокарио-
цитов (2×106 клеток/мл, 2 мл), полученные  
путем вымывания костного мозга физиоло-
гическим раствором из бедренных костей 
контрольных мышей-доноров и опытных 
(получавших препараты) групп разделяли 
(каждую) на две части и инкубировали в 
течение 20 мин на водяной бане при 37°С с 
3H-TdR (7,4 МБк/пробу). Контрольные про-
бы инкубировали с «холодным» тимидином 
(2,0 мкг/мл). Суспензии разводили до нуж-
ной концентрации и вводили их внутривен-
но облученным накануне (8 Гр) реципиен-
там (шести группам). Через 8 суток после 
миелотрансфузии реципиентов забивали, 
извлекали у них селезенки и определяли 
число макроскопически видимых колоний. 
По разности между значениями КОЕ для су-
спензии с 3H-TdR и без него судили о коли-
честве КОЕс, погибших в результате воздей-
ствия трития, т.е. находившихся в S-фазе. 

Следует отметить, что общая клеточ-
ность костного мозга бедра мышей после 

введения пептида и «Тимодепрессина» не 
отличалась от содержания миелокариоци-
тов бедренной кости контрольной группы 
мышей и составляла в среднем 24×106. Из 
результатов, представленных в таблице 2, 
видно, что трипептид стимулирует в интакт-
ном костном мозге пролиферацию предше-
ственников кроветворения, увеличивая про-
цент клеток, находящихся в S-фазе цикла, 
в отличие от использованного как препарат 
сравнения «Тимодепрессина®», который не 
влияет на число КОЕ-С-8 в S-фазе клеточно-
го цикла в данной экспериментальной моде-
ли, что воспроизводит данные, полученные 
ранее Семиной О.В. [14]. Однако на такой 
модели эксперимента трудно судить о моди-
фицирующем действии пептидов на процес-
сы пролиферации, так как в интактном кост-
ном мозге доля КОЕ-С-8 в S-фазе составляет 
лишь 3-15%, и разницу при таком базовом 
уровне показателя зарегистрировать не всег-
да возможно. Кроме того, целесообразно 
было оценить пределы модулирующих эф-
фектов на интактном и восстанавливающем-
ся после повреждения гемопоэза, полагая на-
личие «максимума» у таких эффектов.   

Для такого, как представлялось, бо-
лее адекватного анализа мы использовали 
«разогнанный» костный мозг, находящий-
ся в фазе активного восстановления после 
дозированного лучевого повреждения. 
Этим требованиям соответствует костный 
мозг мышей на 7-е сутки после облучения 
животных в дозе 4 Гр. Мышей облучали 
в дозе 4 Гр, на 5-е сутки после облуче-
ния эти животные получали инъекцию 
dAla-dGlu-(dTrp)-OH или «Тимодепрес-
сина» внутрибрюшинно в дозе 100 мкг/кг, 
и ещё через двое суток (т.е. на 7-е сутки 
после облучения) в костном мозге у них 
определяли количество КОЕ-С-8 в S-фазе 
клеточного цикла. Костномозговую су-
спензию, полученную от мышей-доноров 
(2×106 клеток/мл, 2 мл) инкубировали 20 
мин при 37ºС с 3Н-тимидином (7,4 МБк/
пробу), разводили до нужной концентра-
ции, и вводили летально (8 Гр) облучен-
ным мышам-реципиентам. Контрольные 
пробы инкубировали с аликвотами «хо-

Медико-биологические проблемы



60                Медико-биологические проблемы жизнедеятельности. 2013. № 1(9)

А.С. Горячева, А.А. Лузянина, О.С. Изместьева и дрю

лодного» тимидина. На 8-е сутки так же 
по разнице между числом селезеночных 
колоний из необработанного и обработан-
ного изотопом костного мозга оценивали 
интенсивность пролиферации стволовых 
гемопоэтических клеток.

Необходимо сразу отметить, что общая 
клеточность костного мозга мышей, об-
лученных в дозе 4 Гр, и мышей, которые 
после облучения получали пептид или 
«Тимодепрессин», была на одном уровне 
и составляла в среднем 19,3×106. Анализ 
полученных результатов представлен в 
таблице 3, свидетельствует о том, что три-

пептид – dAla-dGlu-(dTrp)-OH не вызывает 
ни существенного снижения, ни увеличе-
ния числа КОЕ-С в цикле. Представленные 
данные по действию «Тимодепрессина®» 
на активно пролиферирующий костный 
мозг подтверждают ранее сделанные вы-
воды, что этот дипептид dGlu-(dTrp), инъе-
цированный за 2 суток до взятия костного 
мозга (на 5-е сутки после облучения), ин-
гибирует пролиферацию, снижая процент 
делящихся клеток даже ниже уровня ин-
тактного контроля [15].

Известно, что S-фаза составляет по 
времени около половины клеточного цик-

Таблица 2 – Влияние dAla-dGlu-(dTrp) и «Тимодепрессина®» на процентное 
содержание КОЕ-С-8 в S-фазе клеточного цикла в костном мозге интактных доноров

Группа Число мышей Среднее кол-во колоний на селезёнке
(на 105 клеток костного мозга), (М±m)

% КОЕ-С
в S-фазе

Интактный контроль 20 10,5±0,9 8,6Интактный контроль + 3Н 20 9,6±0,4
«Тимодепрессин®» 15 6,6±0,1 6,1«Тимодепрессин®»+ 3Н 15 6,2±0,2
dAla-dGlu-(dTrp)-OH 15 13,4±0,3* 41,8dAla-dGlu-(dTrp)-OH+ 3Н 15 7,8±0,3

* – значимость различий (р ≤0,01) рассчитана по отношению к группе «интактный контроль»

Таблица 3 – Влияние dAla-dGlu-(dTrp)-OH и «Тимодепрессина®» на содержание 
КОЕ-С-8 в S-фазе клеточного цикла в активно пролиферирующем костном мозге 
облученных (4 Гр) доноров

Группа Число мышей Среднее кол-во колоний на селезёнке 
(на 105 клеток костного мозга), (М±m)

% КОЕ-С
в S-фазе

Интактный контроль 20 12,7±0,7 9,4Интактный контроль + 3Н 20 11,5±0,5
4 Гр 20 4,4±0,2 43,2
4 Гр + 3Н 20 2,5±0,2
4 Гр + «Тимодепрессин®» 15 5,2±0,1 3,84 Гр + «Тимодепрессин®»+ 3Н 15 5,0±0,2
4 Гр + dAla-dGlu-(dTrp)-OH 15 6,3±0,3 34,94 Гр + dAla-dGlu-(dTrp)-OH+ 3Н 15 4,1±0,15

Таблица 1 – Влияние dAla-dGlu-(dTrp)-OH на содержание КОЕ-С-8 и СD34+ 
гемопоэтических клеток в костном мозге и периферической крови интактных мышей

Группа

Костный мозг Периферическая кровь
Число колоний на 

селезёнке 
на 105 миелокариоцитов 

(М±m)

Доля CD34+ 
клеток (%)

(М±m)

Число колоний на 
селезёнке 

на 0,2 мл крови 
(М±m)

Доля CD34+ 
клеток (%)

(М±m)

Контроль 10,5±0,3 0,6±0,06 3,9±0,7 0,4±0,09
dAla-dGlu-(dTrp)-OH 15,2±0,7* 1,3±0,2* 13,4±0,5* 0,7±0,004*

* – значимость различий (p≤0,01) рассчитана по отношению к группе «Контроль»;
Примечание: каждая экспериментальная группа включала в себя 12 мышей
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ла. Если допустить, что в результате вклю-
чения меченого тимидина при часовой ин-
кубации погибли все клетки, находившие-
ся в данный момент в S-периоде, а также 
клетки, выходящие из него и вошедшие за 
это время в фазу синтеза ДНК, то приве-
денные выше данные позволяют сделать 
вывод, что на 8 сутки после облучения 
практически все стволовые клетки у жи-
вотных опытных групп находятся в клеточ-
ном цикле.

Вероятно, действительно существует 
некий предел активации пролиферации, 
который естественным путём достигается 
после облучения в данной дозе, и индуци-
руется на интактном гемопоэзе при помо-
щи пептида.

Заключение

Таким образом, из результатов, пред-
ставленных в статье, можно сделать заклю-
чение: при оценке влияния трипептида на 
гемопоэз выявлено, что при воздействии 
его in vivo (инъекция донору костного моз-
га) он заметно влияет на начальные этапы 
гемопоэза, увеличивая количество ком-
митированных клеток-предшественников 
(КОЕ-С-8). С помощью метода «тимиди-
новое самоубийство» получены экспери-
ментальные данные, свидетельствующие 
о том, что воздействие трипептида на ин-
тактное кроветворение связано с ускоре-
нием пролиферации КОЕ-С под влиянием 
препарата. У мышей, получавших dAla-
dGlu-(dTrp)-OH, отмечается выраженное 
увеличение относительной численности 
CD34+ предшественников в перифери-
ческой крови и костном мозге, что также 
свидетельствует о пролиферации данной 
клеточной популяции.
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A.S. Goryacheva, A.A. Luzyanina, O. S. Izmestieva, L. P. Zhavoronkov, V.I. Deigin

THE STuDYING OF THE MEcHANISM OF REGuLATION OF THE INITIAL 
STAGES OF HEMATOPOIESIS BY TRIPEPTIDE – dAla­dGlu­(dTrp)­OH

In the work the presence of biological activity against hematopoietic progenitor cells in a 
new linear tripeptide dAla-dGlu-(dTrp) was demonstrated. The effect of drug on hematopoiesis 
was evaluated in various tests. On the model of cloning hematopoietic stem cells of the bone 
marrow in the spleens of lethally irradiated mice it was evaluated the influense of the tripeptide 
on the intact bone marrow by flow cytometry determined the content of CD34 + hematopoietic 
cells in the bone marrow and peripheral blood using the method «thymidine suicide» estimate 
the percentage of CFU-C-8 in the S-phase of the cell cycle. It was found that the observed 
increase the numbers of CFU-S-8, and CD34 + of hematopoietic cells in the bone marrow of 
normal mice from exposure dAla-dGlu-(dTrp) is most likely due to more intensive proliferation 
cells of this compartment.

Key words: spleen colony-forming units (CFU-C), thymidine suicide, CD34+ cells, mouse
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