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(57) 1. Застосування захисного олігодезоксирибо-
нуклеотиду для виробництва медикаменту для
захисту епітеліальних та/або ендотеліальних клі-
тин від апоптозу та/або активації, викликаних за-
стосуванням імунопригнічувача під час трансплан-
тації алогенних стовбурових клітин у пацієнтів, у
яких не діагностовано венооклюзивне захворю-
вання або мультиорганна недостатність, де вказа-
ний захисний олігодезоксирибонуклеотид є дефіб-
ротидом, і його вводять під час
передтрансплантаційного кондиціонування, та
імунопригнічувач являє собою флударабін.
2. Застосування за п.1, де етап введення захисно-
го олігодезоксинуклеотиду відбувається одночас-
но, після або до введення імунопригнічувача паці-
єнту.
3. Застосування за п.2, де етап введення захисно-
го олігодезоксинуклеотиду відбувається після вве-
дення імунопригнічувача пацієнту.
4. Застосування за п.3, де проміжок часу між вве-
денням захисного олігодезоксинуклеотиду та вве-
денням імунопригнічувача пацієнту становить від
однієї години до двох тижнів, переважно від двох
до семи днів.
5. Застосування за п.2, де етап введення захисно-
го олігодезоксинуклеотиду відбувається перед
введенням імунопригнічувача пацієнту.
6. Застосування за п.5, де різниця у часі між ета-
пом введення захисного олігодезоксинуклеотиду
та застосуванням імунопригнічувача до пацієнта
становить від одного дня до двох тижнів, переваж-
но від двох до семи днів.
7. Застосування за будь-яким з пп.1-6, де дозу
дефібротиду, що вводиться, вибрано таким чином,
щоб досягти рівня в крові від 100мкг/мл до
0,1мкг/мл, переважно від 10мкг/мл до 100мкг/мл.
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8. Застосування за п.7, де дозу дефібротиду, що
вводиться, вибрано таким чином, щоб досягти
рівня в крові 10мкг/мл.
9. Застосування за будь-яким з пп.1-8, де доза
дефібротиду, що вводиться, становить від 100мг/кг
ваги пацієнта до 0,01мг/кг ваги пацієнта, переваж-
но від 20мг/кг ваги пацієнта до 0,1мг/кг ваги паціє-
нта.

10. Застосування за п.9, де доза дефібротиду, що
вводиться, становить від 15мг/кг ваги пацієнта до
1 мг/кг ваги пацієнта, переважно 12мг/кг ваги паці-
єнта.
11. Застосування за будь-яким з попередніх пунк-
тів, де активація включає посилену експресію
ІСАМ-1.

Винахід належить до галузі застосування раді-
аційної та/або хіміотерапії. Більш конкретно, вина-
хід стосується способів полегшення побічних ефе-
ктів пов'язаних із таким лікуванням.

Трансплантація алогенних стовбурових клітин
(SCT) є добре відомим способом для лікування
гематологічних неоплазій та зростаючої кількості
інших злоякісних розладів. SCT переважно скла-
дається з двох послідовних кроків: кондиціювання
претрансплантату, яке класично полягає у загаль-
ному опроміненні тіла (TBI) та хіміотерапії, що
призводить до мінімізації залишкового захворю-
вання та імунопригнічення реципієнту як першого
кроку, та перенесення алогенних стовбурових клі-
тин, котрі мають здійснювати лікування на другому
етапі. Однак, з причини невідповідності у основних
(MHC) та вторинних (mHAg) антигенах тканинної
сумісності, все ж таки можуть зустрічатися на різ-
них етапах після трансплантації деякі запальні
реакції, включаючи гостре захворювання „транс-
плантат проти господаря" (GvHD). Базуючись на
дослідженнях винахідників1 та деяких інших дослі-
дників2,3, є загально прийнятим те, що кондицію-
вання сприяє через неспецифічне запалення цим
ускладненням пов'язаним із трансплантатом (TRC)
До того ж, також було продемонстровано пряму
токсичність особливо TBI Це привело до сучасної
різноманітності режимів кондиціювання, які зараз
досліджуються. До того ж, нові способи претранс-
плантатної терапії дозволяють розширити лікува-
льні протоколи та відбір пацієнтів. Одна речовина
з цих нових концептів є флударабін, немієлоабла-
тивний імунопригнічувач, котрий спочатку викорис-
товувався для лікування хронічної лімфатичної
лейкемії6. Флударабін в комбінації із, наприклад,
BCNU та мелфаланом, циклофосфамідом або
іншими агентами може замінити TBI або викорис-
товуватися разом із TBI при режимі зниженою до-
зою7,8. Отримані на сьогодні клінічні дані, свідчать
про порівняно низьку бічні дію та специфічність до
гематопоетичних та імунних клітин у флударабіну9.
Однак, вплив цієї сполуки на негематопоетичні
клітини, такі як ендотеліальні або епітеліальні клі-
тини, ще не був об'єктом дослідження.

Фактично усі TRC є пов'язаними з ендотеліа-
льною дисфункцією та ушкодженням10. Винахідни-
ки та інші продемонстрували, що ендотелій є мі-
шенню , претрансплантантного кондиціювання in
vitro та in vivo. Іонізуюча радіація індукує програ-
мовану клітинну смерть (апоптоз) у ендотеліаль-

них клітинах11,14. В той же час ендотелій є активо-
ваним на основі експресія адгезивної молекули
призводить до збільшення лейкоцито-
ендотеліальних взаємодій як передумови запаль-
ного процесу15,16. Ці ефекти є значно підсиленими
бактеріальним ендотоксином (ліпополісахарид,
LPS), котрий може транслокуватися через ушко-
джені слизові бар'єри з кишково-шлункового трак-
ту17. До того ж, було продемонстровано, що LPS
збільшує антигенність ендотеліальних клітин до
алогенних СD8+цитотоксичних Т-лімфоцитів18.

Одержані зараз клінічні результати режимів із
флударабіном та зниженою інтенсивністю конди-
ціювання (RIC) ясно демонструють негативну ре-
гуляцію токсичності зумовленої кондиціюванням
без впливу імунної реконституції25. Випадки гост-
рого GvHD у пацієнтів, які одержували RIC, є порі-
вняно або значно менші ніж такі у пацієнтів, котрі
отримували класичні режими кондиціювання26.
Однак, повідомлення про дещо або значне збіль-
шення віддалених ефектів, таких як остеонекроз27,
легеневі ускладнення28 та збільшення випадків
хронічного GvHD29 ясно демонструють можливість
серйозних побічних ефектів пов'язаних із застосу-
ванням флударабіну.

Винахід базується на відкритті того,  що флу-
дарабін активує та ушкоджує ендотеліальні та епі-
теліальні клітини. Активація клітин призводить до
ушкодження при лікувальній ситуації, коли викори-
стовується флударабін, наприклад, коли лікуються
злоякісні утворення з використанням SCT. Епітелі-
альні та ендотеліальні клітини можуть бути захи-
щені від цієї активації та ушкодження застосуван-
ням дефібротиду. Це застосування може полягати
в тому, що конкомінант або дефібротид може бути
даний перед застосуванням флударабіну або піс-
ля нього.

Скорочення та визначення
SCT: Трансплантація гематопоетичних стов-

бурових клітин.
Імунопригнічувач: речовина, котра негативно

регулює імунну відповідь суб'єкту при застосуван-
ні. Імунопригнічувачі застосовуються при пригні-
ченні імунної системи у пацієнтів які проходять
терапію стовбуровими клітинами. Приклади імуно-
пригнічувачів включають флударабін, циклофос-
фамід, BCNU, циклоспорин, сіролімус, такролімус
та мелфалан. Переважним, в контексті даного
винаходу, є флударабін (також відомий як 2-
фторо-9-β-D-арабінофуранозиладенін).
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Захисний олігодезоксирибонуклеотид: буде
означати, в контексті цієї заявки, як олігодезокси-
рибонуклеотиди, як визначено в [патенті US
5,646,268] та і полідезоксирибонуклеотиди, як ви-
значено в [патенті US 5,223,609], котрі включено
тут повністю через посилання.

[US 5,646,268] розкриває спосіб одержання
олігодезоксирибонуклеотиду, який має наступні
фізико-хімічні та хімічні характеристики:

Молекулярна маса 4000-10000
h: <10
А+Т/С+G*1.100-1.455
A+G/C+T*0.800-1.160
Специфічне обертання: +30° - +48°
*молярна концентрація основ
h= параметр гіперхромності
Спосіб одержання такого олігодезоксирибону-

клеотиду включає: преципітацію 0,8М водних роз-
чинів ацетату натрію натрієвої солі полідезоксири-
бонуклеотиду при 20°C додаванням алкілового
спирту вибраного з групи, яка включає етиловий,
пропіловий та ізопропіловий спирт.

[Патент US 5,223,609] розкриває дефібротид
котрий виконує має певну фармакологічну або
терапевтичні властивості і, таким чином є частково
придатним, якщо нуклеотидні фракції утворюють в
стехіометричному узгодженні із наступною поліде-
зоксирибонуклеотидною формулою випадкової
послідовності:

Р1-5, (dAp)12-24, (dGp)10-20, (dTp) 13-26,
(dCp)10-20,

Де
P= фосфорний радикал
dAp= дезоксиаденіловий мономер
dGp= дезоксигуаніловий мономер
dTp= дезокситимідиловий мономер
dCp= дезоксицитидиловий мономер
Дефібротид, що відповідає цій формулі крім

того демонструє наступні хіміко-фізичні властиво-
сті: електрофорез= гомогенна анодна мобільність;
коефіцієнт екстинкції, Е1сm1% при 260±1
nm=220±10; співвідношення екстинкції,
Е230/Е260=0.45±0.04; коефіцієнт молярної екстин-
кції (по відношенню до фосфору), e(P)=7.750±500;
сила обертання [α]D20°=53°±6; реверсивна гіпер-
хромність, вказана як % в нативній ДНК, h=15±5.

Переважним захисним олігодезоксирибонук-
леотидом є Дефібротид [Реєстраційний номер
CAS: 83712-60-1], полінуклеотид добре відомий
особі досвідченій в цій галузі, котрий зазвичай ви-
значається як полідезоксирибонуклеотид отрима-
ний екстракцією [US 3,770,720 та US 3,899,481] з
тваринної або рослинної тканини; цей полідезок-
сирибонуклеотид є нормально застосовним у фо-
рмі солі лужного металу, зазвичай натрію, та за-
звичай, має молекулярну масу приблизно 45 -
50кДа. Дефібротид використовується принципово
задля його антитромботичної активності [US
3,829,567], хоча він може бути використаний у різ-
них застосуваннях, таких як, наприклад, лікування
гострої ниркової недостатності [US 4,694,134] та
лікування гострої міокардіальної ішемії [US
4,693,995]. [Патенти US 4,985,552 та US 5,223,609]
описують способи одержання дефібротиду, котрі
роблять можливими одержання продукту, котрий є

стабільним та має добре визначувані фізико-
хімічними характеристики та не має жодних неба-
жаних бічних ефектів.

Винахід відноситься до способу лікування па-
цієнтів, котрі проходять лікування імунопригнічува-
чами, котре включає етап застосування ефектив-
ної дози захисного олігодезоксирибонуклеотиду
пацієнту. Лікування імунопригнічувачами, перева-
жно, зустрічається при SCT. Імунопригнічувач,
переважно, вибирається з групи, яка включає ан-
тиметаболіти (наприклад, 5-фторурацил (5-FU),
метотрексат (MTX), флударабін), атнимікротрубо-
чні агенти (наприклад, вінкрістін, вінбластін, такса-
ни (такі як паклітаксел та доцетаксел)), алкілуючі
агенти (наприклад, циклофосфамід, мелфалан,
бісхлоретилнітрозсечовина (BCNU)), платинові
агенти (наприклад, цисплатин (також названий
cDDP), карбоплатин, оксаліплатин, JM-216,CI-973),
антрацикліни (наприклад, доксорубіцин, даунору-
біцин), антибіотичні агенти, включаючи мітоміцин-
С, інгібітори топомерази (наприклад, етопозид,
камптотецин), циклоспорин, такролімус, сіролімус,
та інші цитотоксичні агенти, котрі діють на пригні-
чення імунної системи. Огляд таких агентів, котрі
широко застосовуються при лікування злоякісних
утворень можуть бути знайдений в [Gonzales et al.,
Alergol. Immunol. Clin. 15, 161-181, 2000], котрий
включено сюди через посилання. Переважні іму-
нопригнічувачі є нуклеозидами (наприклад, гліко-
зиди, отримані видаленням фосфатної групи від
нуклеотиду), як приклад, флударабін, між іншим, є
переважним імунопригнічувачем для цілей даного
винаходу.

Захисний олігодезоксирибонуклеотид може
застосовуватися одночасно, сумісно або разом із
імунопригнічувачем. Переважною комбінацією є
сумісне застосування дефібротиду та флударабі-
ну.

Етап застосування захисного олігодезоксири-
бонуклеотиду, переважно, виконується одночасно,
супутньо, сумісно, після або до введення імуно-
пригнічувача пацієнту.

У переважному втіленні винаходу, етап вве-
дення захисного олігодезоксирибонуклеотиду ви-
конується після введення імунопригнічувача паці-
єнту. В наступному бажаному втіленні винаходу,
часовий проміжок між етапом застосування проте-
ктора та введенням імунопригнічувача пацієнту
становить від приблизно однієї години до прибли-
зно двох тижнів. Часовий проміжок між етапом
застосування захищувача та введенням імунопри-
гнічувача пацієнту, переважно становить від при-
близно двох днів до приблизно семи днів.

В наступному переважному втіленні винаходу,
етап застосування захисного олігодезоксирибону-
клеотиду має місце перед введенням імунопригні-
чувача пацієнту. Переважно, різниця у часі між
етапом застосування протектора та введенням
імунопригнічувача пацієнту становить від прибли-
зно однієї години до приблизно двох тижнів. Більш
переважно, різниця у часі між етапом застосуван-
ня протектора та введенням імунопригнічувача
пацієнту, переважно становить від приблизно двох
годин до приблизно двох днів.
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Переважним захисним олігодезоксирибонук-
леотидом є дефібротид, хоча, інші речовини, як
було згадано раніше, також можуть застосовува-
тися. Наступні втілення визначають переважні
дози дефібротиду; однак, подібні дози можуть ви-
користовуватися тоді, коли захисним олігодезок-
сирибонуклеотид не є дефібротид. Оптимальна
доза будь-якого захисного олігодезоксирибонукле-
отиду буде визначена лікуючим лікарем. Описані
далі експерименти показують захисні дії дефібро-
тиду. Ефективна доза визначена в таких експери-
ментах може бути використана як керівництво для
визначення ефективної дози для лікування.

Дефібротид переважно вводиться орально
або ін'єктується внутрішньовенно.

Переважною дозою дефібротиду є вибрана
таким чином щоб досягти рівня в крові приблизно
100мкг/мл до 0,1мкг/мл. Більш переважно, доза
дефібротиду вибирається таким чином, щоб дося-
гти рівня в крові приблизно 10мкг/мл до 100мкг/мл.
Найбільш переважно, доза дефібротиду вибира-
ється таким чином, щоб досягти рівня в крові при-
близно 100мкг/мл.

В переважному втіленні винаходу дефібротид
вводиться в дозі від приблизно 100мг/кг маси тіла
пацієнта до приблизно 0,01мг/кг маси тіла. Пере-
важно, доза дефібротиду, що вводиться становить
від приблизно 20мг/кг маси тіла пацієнта до при-
близно 0,1мг/кг маси тіла. Більш переважно, доза
дефібротиду, що вводиться становить від прибли-
зно 15мг/кг маси тіла пацієнта до приблизно 1мг/кг
маси тіла. Ще більш переважно, доза дефіброти-
ду, що вводиться становить від приблизно 12мг до
приблизно 1мг на кг маси тіла пацієнта. Найбільш
переважно, доза дефібротиду, що вводиться ста-
новить від приблизно 12мг/кг маси тіла пацієнта.

Переважно, введення захисного олігодезокси-
рибонуклеотиду, згідно даного винаходу здатне
захистити ендотеліальні клітини та епітеліальні
клітини від дії імунопригнічувачів. Імунопригнічу-
вач, переважно активує епітеліальні клітини та
ендотеліальні клітини та викликає їх апоптоз. От-
же, в переважному втіленні, захисний олігодезок-
синуклеотид захищає епітеліальні та/або ендоте-
ліальні клітини від апоптозу та/або активації
імунопригнічувачем. Імунопригнічувач є, переваж-
но, флударабіном. Захисним олігодезоксирибону-
клеотидом є, переважно, дефібротид.

Активація включає посилену експресію моле-
кул ІСАМ-1 та MHC класу І. Посилення експресії, є,
переважно, значним. Також, переважно, імунопри-
гнічувач індукує прозапальну активацію ендотелі-
альних клітин та/або епітеліальних клітин у пацієн-
та. Клітини, є переважно, мікросудинними
ендотеліальними клітинами (HMEC) та/або дерма-
льними та/або альвеолярними епітеліальними
клітинами. Ушкодження, переважно зустрічаються
коли ендотеліальні та/або епітеліальні клітини
пацієнта піддаються дії імунопригнічувача на про-
тязі від приблизно 1 години до приблизно 1 тижня
або більше. Більш переважно, вказані ушкодження
зустрічаються коли вказані клітини піддаються дії
на протязі приблизно 5 годин до приблизно 72
годин. Ще більш переважно, тривалість такого
впливу є між 20  годинами та 72  годинами.  Най-

більш переважно, тривалість такого впливу є бі-
льшою за 48 годин.

Лікування імунопригнічувачем, переважно має
місце при трансплантації гематопоетичних стовбу-
рових клітин. Трансплантація гематопоетичних
стовбурових клітин є, переважно, алогенною
трансплантацією гематопоетичних стовбурових
клітин.

Винахід, також відноситься до фармацевтич-
ної композиції, яка включає принаймні один захис-
ний олігодезоксинуклеотид, для лікування пацієн-
та, який цього потребує, коли пацієнт проходить
лікування імунопригнічувачем. Введення вказаної
фармацевтичної композиції зменшує ураження
або захищає від побічної дії викликаної імуноприг-
нічувачем або імунопригнічувачем та трансплан-
татом. Трансплантат є, переважно, транспланта-
том кісткового мозку або гематопоетичних
стовбурових клітин. Більш переважно, трансплан-
тат є алогенним трансплантатом кісткового мозку
або гематопоетичних стовбурових клітин.

Побічні ефекти є, переважно, пов'язаними із
ендотеліальними та/або епітеліальними клітинами
та/або тканинами пацієнта. Переважно, вказані
побічні ефекти включають апоптоз вказаних клітин
та/або активацію вказаних клітин. Активація, пере-
важно, включає посилену експресію молекул MHC
класу І та/або молекул міжклітинної адгезії -
1(ІСАМ-1).

Вказані побічні ефекти ушкоджують мікросу-
динні ендотеліальні клітини (HMEC) так само як,
переважно, дермальні та альвеолярні епітеліальні
клітинні лінії після 48 годин культури, коли викори-
стовують в фармакологічно релевантних концент-
раціях (межі: 10мкг/мл до 1мкг/мл).

Бічні ефекти, в загалі включає ушкодження ці-
льових тканин трансплантату, ускладнення пов'я-
зані із трансплантатом та стимульовані алогенні
імунні відповіді.

Побічні ефекти, переважно включають значну
позитивну регуляцію молекул міжклітинної адгезії
1(ІСАМ-1) та MHC класу І, ендотеліальні клітини
та/або епітеліальні клітини пацієнта, зокрема в
альвеолярних ендотеліальних клітинах. Побічні
ефекти також включають прозапальну активацію
мікросудинних ендотеліальних клітин. Побічні
ефекти переважно включають посилений лізис
таких клітин цитотоксичними Т-лімфоцитами об-
меженими на MHC класу I1 одержаними з транс-
плантату.

Введення захисного олігодезоксинуклеотиду,
переважно, захищає від побічних ефектів спричи-
нених імунопригнічувачем, включаючи апоптоз та
алоактивацію.

Фармацевтична композиція, котра включає
імунопригнічувач даного винаходу, котрий може
бути поєднаний у лікарській формі із наповнюва-
чами, носіями загально прийнятого та добре відо-
мого типу для введення як орально так і ін'єкцією,
зокрема внутрішньовенним шляхом. Дозування
активних інгредієнтів в композиції, згідно даного
винаходу, знаходиться в межах між 50 та 1500мг
для єдиної доза, де для досягнення бажаних ре-
зультатів рекомендується денне введення від 10
до 40мг/кг. Способи одержання препаратів дефіб-
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ротиду можуть бути знайдені в [US 4,985,552 та
US 5,223,609], котрі включені сюди повністю через
посилання.

Винахід, також відноситься до фармацевтич-
ної композиції, котра містить терапевтично ефек-
тивну дозу імунопригнічувача та захисного оліго-
дезоксирибонуклеотиду. Ім унопригнічувач,
переважно, є флударабіном. Захисний олігодезок-
сирибонуклеотид, переважно, є дефібротидом.

Стислий опис фігур
Фіг.1. Флударабін індукує програмовану клі-

тинну смерть в мікроваскулярних ендотеліальних
клітинах (НМЕС). HMEC або залишати інтактними
або інкубували із 2-фтор-9-β-D-
арабінофуранозиладеніном (в подальшому буде
позначатися як F-Ara, метаболізована форма
флударабіну) у спадаючих концентраціях на про-
тязі 48 годин та піддано поточному цитометрично-
му аналізу (А) або мікроскопуванню із пофарбу-
ванням DAPI. А: Контурні графіки картина бічного
світлорозсіювання (SSC) (вісь х) клітин негативних
за йодидом пропідію (Pl) розташованих у залежно-
сті за зображенням прямого світлорозсіяння (вісь
у) як параметром клітинної гранулярності порівня-
но із розміром клітин. В: Кількісна флуоресцентна
мікроскопія ендотеліальних клітин, пофарбованих
DAPI. Результати подано як % апоптозних HMEC
(% апоптозних клітин) із стандартним відхиленням
(із n=10 мікроскопічних ділянок із, в середньому,
70 клітинами на ділянку). Приведено репрезента-
тивність, принаймні п'яти незалежних експеримен-
тів.

*: р<0.001 необробленого контролю проти F-
Ara (10пг/мл) оброблених клітин.

Фіг.2: Дефібротид (D) інгібує апоптоз в HMEC
індукований F-Аrа, очевидність внутрішньоклітин-
ного антагонізму. F-Ara: 10мкг/мл. D: 100мкг/мл.
Поточно-цитометричний аналіз SSC-картини РІ-
негативних клітин. А: відтворювана індукція апоп-
тозу за допомогою F-Ara. B: Залежне від дози інгі-
бування апоптозу індукованого F-Ara за допомо-
гою D. C: лівий графік: інкубація HMEC із F-Ara на
протязі 1 години, наступна інкубація із D на протязі
48 годин після відмивання. Правий графік: інкуба-
ція HMEC із D на протязі 1 години, наступна інку-
бація із F-Ara  на протязі 48  годин після відмиван-
ня.  Для деталей експерименту дивіться підпис до
Фіг.1 та Матеріали та Способи. Приведено один
представник із трьох незалежних експериментів.

Фіг.3: F-Ara індукує апоптоз в кератиноцитах та
альвеолярних епітеліальних клітинах, але не в
кишкових або бронхіальних епітеліальних кліти-
нах; захисна дія Дефібротиду. F-Ara 10мкг/мл. D:
100мкг/мл. Поточно-цитометричний аналіз SSC-
картини РІ-негативних клітин (Фіг.3А) й аналіз апо-
птозних клітин за допомогою DAPI (Фіг.3B). Ре-
зультати наведено як середнє % апоптозних клі-
тин із стандартним відхиленням з трьох різних
експериментів. HaCaT: клітинна лінія кератиноци-
тів людини. SW 480: лінія кишкових епітеліальних
клітин. А 549: лінія клітин легеневої карциноми з
альвеолярного епітелію. BEAS-2В: клітинна лінія
епітеліальних клітин. Первинні бронхіальні епіте-
ліальні клітини були одержані бронхоскопічною

процедурою. Фіг.3А: *: р=0.005 клітин HaCaT обро-
блених F-Ara- проти F-Ara+D.

**: р=0.116 клітини А 549 оброблені F-Ara- про-
ти F-Ara+D. -: відсутність індукції апоптозу. Фіг.3В:
+: р=0.026 клітин HaCaT оброблених F-Ara- проти
F-Ara+D. ++: р=0.001 клітини А 549 оброблені F-
Ara-проти F-Ara+D. Для деталей експерименту
дивіться підпис до Фіг.1 та Матеріали та Способи.
Три репрезентативні експерименти просумовані за
кожною клітинною лінією.

Фіг.4:  Дефібротид (D)  не пов'язаний із анти-
лейкимічною та анти-PBMC дією F-Ara. F-Ara:
10мкг/мл. D: 100мкг/мл. А: пофарбування йодидом
пропідію клітин первинної гострої мієлоїдної лей-
кемії (AML) одержаних від пацієнта із бластною
кризою (70% бластів загального результату
PBMC). Результати наведено як середній % вижи-
вання в трьох незалежних експериментах.

*: р=0.008 контроль проти клітин AML оброб-
лених F-Ara. B: Поточно-цитометричний аналіз
SSC-картини РІ-негативних PBMC. Приведено
один репрезентативний з п'яти незалежних експе-
риментів із різними донорами крові.

Фіг.5: F-Ara індукує експресію ICANM в HMEC,
захисна дія Дефібротиду (D). Поточно-
цитометричний аналіз клітин, позитивних на ІСАМ-
1. HMEC або залишали необробленими або інку-
бували із F-Ara (10мкг/мл, або зменшувані концен-
трації в В) в присутності або відсутності концент-
рацій D. А: Гістограма експресії ІСАМ-1 з
репрезентативного експерименту. Точкова лінія:
фоновий контроль (нульовий контроль); тонка лі-
нія: експресія ІСАМ-1 необроблених контрольних
клітин; потовщена лінія: експресія ІСАМ-1 в кліти-
нах оброблених F-Ara. B: Залежна від дози індук-
ція експресії ІСАМ-1 за допомогою F-Ага. Підсумок
трьох незалежних експериментів. Результати при-
ведено як середній % ІСАМ-1 позитивних клітин із
стандартним відхиленням.

*: р=0.075 F-Ara- проти необроблених контро-
льних клітин.  C:  Залежне від дози інгібування Де-
фібротидом (D) експресії ІСАМ-1 індукованої F-
Ara. Результати наведено як середній % ІСАМ-1
позитивних клітин із стандартним відхиленням.

**:р=0. 004 F-Ara- проти F-Ara+D-оброблені
HMEC.

Фіг.6: F-Ara збільшує алогенність HMEC до
СD8-позитивних цитотоксичних Т-лімфоцитів
(CTL), захисна дія Дефібротиду. A: PBMC були
стимульовані опроміненими HMEC в присутності
інтерлейкину 2 (50Од/мл) на протязі 7 днів й
пройшли випробовування на вивільнення 51Cr із
необробленим (Контроль) та F-Ara (10мкг/мл)-
обробленими HMEC (24 годинне інкубування) як
клітини-мішені. B-LCL: аутологічні (ефекторні) В-
лімфобластоїдні клітини EBV-трансформовані K
562: клітини-мішені для природних клітин-кілерів
(NK). Результати приведено як % специфічного
лізису як описано в Матеріалах та Способах.

*_: специфічний лізис F-Ara оброблених HMEC
в присутності антитіл w6/32  до MHC  класу І.  Е/Т
співвідношення: співвідношення ефектор/мішень.
В: Негативна регуляція F-Ara-індукованої алоген-
ності HMEC до СD8-позитивних CTL Дефіброти-
дом (D). СD8-позитивні PBMC були негативно се-
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лектовані (видалено не-СD8+-клітини) за допомо-
гою сепарації магнітними кульками. Для деталей
експерименту дивись підпис до Фіг.6 А.

Фіг.7: F-Ara збільшує аогенність HMEC до клі-
тин NK, посилення лізису блокадою MHC класу 1.
Клітини NK були негативно селектовані (видалено
не -NK-клітини) за допомогою сепарації магнітни-
ми кульками та стимульовано опроміненими
HMEC в присутності IL-2 (50Од/мл) на протязі 4
днів та потім пройшли випробовування на вивіль-
нення 51Cr  як описано для Фіг.6.  Таблиця нижче
графіку: Поточно-цитометричний аналіз популяції
ефекторних клітин до та після стимуляції HMEC.
Клітини NK були охарактеризовані як CD3-
/CD16+CD56+. % Специфічного лізису клітин K 562
при співвідношенні Е/T 20:1.

Таблиця 1

Антиендотеліальні CTL
виявляють Tc1-подібний фенотип

Ефектор IFN-g IL-4
PBMC 319±176 0
CD8+ 524±174 0

ELISA для одержання інтерферону гамма
(IFN-g) та інтерлейкину-4 (IL-4) в супернатантах
стимульованих ефекторних клітин (7 днів, опромі-
нені HMEC, 50Од/мл IL-2). PBMC або була зали-
шені несепарованими або негативно селектовані
за CD8+ Т-клітинами як показано в експериментах
у Фіг.6. Результати подано як середнємкг/мл цито-
кін±стандартне відхилення 3-х незалежних експе-
риментів.

Приклади
Способи
Клітинна культура та реагенти
Дермальна мікроваскулярна ендотеліальна

клітинна лінія CDC/EU.-HMEC-1 людини (далі по-
значається як HMEC) була люб'язно надана
центрами Контролю та Попередження Захворю-
вань (Atlanta, Georgia, USA) та була стабілізована
як описано виице 19. HMEC була культивована на
середовищі MCDB131, із додаванням 15% зарод-
кової телячої сироватки (FCS), 1мкг/мл гідрокорти-
зону (Sigma, Deisenhofen, Germany), 10нг/мл епі-
дермального фактору росту (Collaborative
Biochemical Products, Bedford, MA, USA) та антибі-
отиків. Усі реагенти клітинних культур були при-
дбані у Gibco BRL (Karlsruhe, Germany) якщо інше
не зазначено. 2-фтораденін 9-бета-D-
арабінофуранозид (F-Ara) було одержано від
Sigma, Deisenhofen, Germany, флакони із Дефіб-
розидом були придбані у Prociclide, Crinos, Como,
Italy.

Досліди апоптозу
Загальноприйняті способи виявлення апоптозу

в ендотеліальних клітинах людини були виконані
як описано раніше20 з використанням проточної
цитометрії (програмне забезпечення FACScanTM
та CellQuestTM, Becton Dickinson, Heidelberg,
Germany). Ендотеліальні та епітеліальні клітини
або залишали інтактними або інкубували із F-Ara у
спадаючих концентраціях (діапазон:10мкг/мл до

0.1мкг/мл) в присутності або відсутності Дефібро-
тиду на протязі 48 годин. Після цього клітини від-
мивали в PBS/10% FCS та пофарбовані йодидом
пропідію, барвником, що виявляє некроз (Pl,
0,2мкг/мл, Sigma, Deisenhofen, Germany).

Апоптозні клітини були ідентифіковані за до-
помогою РІ-негативного пофарбування та харак-
терною картиною бічного розсіювання, котре відрі-
знялося від неапоптозних клітин. Було проведено,
принаймні, три експерименти на кожний тип клітин.

Іншим способом для визначення апоптозу був
мікроскопічний аналіз ДНК флуоресцентно мічених
клітин. Було посіяно 1´105/чашку ендотеліальних
клітин в 35мм чашки Петрі (Nunc, Wiesbaden,
Germany). Клітини було оброблено як показано
вище та послідовно зафіксовано в мета-
нол/ацетоні (1:1) на протязі 2хв., одноразово від-
мито в PBS та пофарбовано 4,6-Диамідіно-2-
феніліндолі (DAPI) (0.5мкг/мл, Sigma, Deisenhofen,
Germany), розведено в 20% гліцерин/PBS. Зразки
було заключено та досліджено під мікроскопом.
Ядерна конденсація, як було виявлено за допомо-
гою пофарбовування DAPI за відсутності вбирання
трипану синього є прийнятою ознакою апоптозу на
відміну від некрозу21. Кількісний аналіз, який вклю-
чав підрахунок кількості апоптозних порівняно до
всіх клітин, які могли бути ідентифіковані з, при-
наймні 10 мікроскопічних ділянок, із в середньому
70 клітин на ділянку.

Для ясності даної роботи результати пофар-
бування DAPI приведено лише для експериментів
із ендотеліальними клітинами та HaCaT, а також
клітинами А 549.

Аналіз поверхні клітин
Експресія на поверхні клітин HMEC молекул

ІСАМ-1 (Becton Dickinson/Pharmingen, Heidelberg,
Germany) та MHC класу І (w6/32, супернатант гіб-
ридоми, ATCC, Manassas, VA, USA) було оцінено
способом непрямої імунофлуоресценції та наступ-
ною проточною цитометрією з використанням про-
точного цитометру FACScanTM та аналітичної
програми CellQuest (Becton Dickinson, Heidelberg,
Germany). Ендотеліальні клітини було оброблено
як показано та після інкубації зібрано у трип-
син/EDTA (Gibco), одноразово відмито в холодно-
му PBS/10% FCS та інкубовано на протязі 1 години
в льоду із 5мкг/мл моноклональних антитіл до ан-
тиадгезивних молекул. Клітини були знову відмиті
та інкубовані із козячим антимишачим IgG-FITC,
кон'югованим із фрагментом антитіла F(ab)2
(Dako, Hamburg, Germany) на протязі 45 хвилин в
льоду. Клітини було відмито в PBS/10% FCS та
проаналізовано. Виживаність клітин визначалася
за конкурентним пофарбуванням йодидом пропі-
дію (0.2мкг/мл, Sigma, Deisenhofen, Germany).
Пропускаючи перше антитіло, яке слугувало нега-
тивним контролем для визначення неспецифічної
флуоресценції. Цей підхід, замість використання
ізотипових контрольних антитіл, довів у попередніх
спостереженнях, що ендотеліальні клітини не ма-
ють Fс-рецепторів22.  От чому,  неспецифічне зв'я-
зування антитіл їхніми Fc-частинами має бути ви-
ключений.

HMEC алостимуляція периферичних кров'яних
клітин
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Периферичні мононуклеарні клітини крові
(PBMC) були отримані з гепаринізованої (Novo
Nordisk, Mainz, Germany) крові здорових людей-
волонтерів або лейкоцитних плівок від Баварсько-
го Червоного Хреста, згідно стандартного прото-
колу з використанням центрифугування в градієнті
щільності Ficoll-hypaque (Pharmacia, Freiburg,
Germany). Потім клітини були стимульовані у спів-
відношенні 1:1 та 2:1 опроміненими (20 Gy) HMEC
на протязі 7 днів в присутності інтерлейкину 2
(50Од/мл) та 10% сироватки AB людини (Sigma,
Deisenhofen, Germany).

Також, PBMC були селектовані до CD8+ Т-
клітин та природних клітин-кілерів (NK) з викорис-
танням набору для виділення клітин згідно інстру-
кцій виробника (MACSTM, Miltenyi Biotech,
Bergisch-Gladbach, Germany) ґрунтуючись на ви-
даленні He-CD8+ та He-NK-клітин, відповідно.
Стимуляція селектованих клітин була ідентичною
до такої в усіх культурах PBMC, за виключенням
NK-клітин котрі були стимульовані лише 3 дні.

Аналіз цитотоксичності
Цитотоксичність опосередкована Т-клітинами

та NK-клітинами була оцінена згідно добре відомо-
го протоколу23 з використанням радіоізотопної
методики із 51Cr. HMEC, котрі були або інтактними
або інкубованими із F-Ara (10мкг/мл) на протязі
ночі, використовувалися як клітини-мішені, для
мічення 0.4 mCi Na251CrO4 на протязі 2 годин.
Після триразового відмивання, клітини-мішені бу-
ли доведені до 104клітин/мл та сумісно інкубовані
із PBMC, CD8+ або NK ефекторними клітинами
при спадаючих співвідношеннях ефектор до міше-
ні на протязі наступних 4 годин. Супернатанти бу-
ли перенесені сцинтиляційні пластинки й підрахо-
вані в g-лічильнику (все від Canberra Packard,
Darmstadt, Germany). Аутологічні (ефекторні) В-
лімфобластоїдні клітинні лінії (B-LCL) та K562 як
NK-чутливі клітини були взяті як додаткові контро-
льні мішені. Відсоток специфічного лізису обрахо-
вувався як: [(експериментальне вивільнення-
спонтанне вивільнення)/(максимальне вивільнення
- спонтанне вивільнення)]´100. Спонтанне вивіль-
нення в усіх експериментах завжди було меншим
за 20%.

Імуносорбентний ферментний аналіз (ELISA)
ELISA для визначення інтерлейкину 4 (IL-4,

Тс2 відповідь) та інтерферону (IFN-g, Tc1 відпо-
відь), IL-1 та IL-10 в супернатантах алогенних
ефекторних T-клітинах (див. нижче) були виконані
виключно згідно інструкції виробника набору (R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA).

Статистичний аналіз
Значущість різниці між експериментальними

значеннями були оцінені за допомогою значення t-
тесту Стьюдента.

Приклад 1
F-Ara індукує апоптоз (програмовану клітинну

смерть) в мікроваскулярних ендотеліальних кліти-
нах людини (HMEC).

Для того щоб оцінити вплив F-Ara ни виживан-
ня культурованих ендотеліальних клітин, HMEC
були інкубовані із спадаючими фармакологічно
релевантними концентраціями (10мкг/мл до
0.1мкг/мл) 2-фтораденін 9-бета-D-

арабінофуранозиду як метаболізованої форми
флударабіну. Медіанний внутрішньоклітинний рі-
вень активного (цитотоксичного) флударабін три-
фосфату в клітинах-мішенях є 20мкМ, що відпові-
дає концентрації 5,8мкг/мл (medac SCHERING,
інструкції виробника). Після 48 годин інкубації
HMEC були піддані апоптозним аналізам, з вико-
ристанням детектування клітинної гранулярності
клітин негативних за йодидом пропідію (картина
бічного розсіювання (SSC) при проточній цитомет-
рії) та мікроскопічним аналізам клітин пофарбле-
них DAPI, відповідно. Незалежні від системи ана-
лізу, Фіг.1А та В ясно демонструють, що F-Аrа
спричиняє апоптоз в HMEC в концентраціях від 10
до 5мкг/мл, тоді як 1мкг/мл вже не була ефектив-
ною. Критичний поріг цитотоксичності у F-Ara був
між 2  та 3мкг/мл.  Апоптоз,  викликаний F-Ara,  ви-
значався вже через 24 години, хоча й раніше та-
кож (дані не наведено).

Приклад 2
Дефібротид захищає HMEC від апоптозу інду-

кованого F-Ara
HMEC або залишали інтактними або обробля-

ти F-Ara в присутності або відсутності Дефіброти-
ду в різних концентраціях (100мкг/мл до 0,1мкг/мл)
та оцінювали програмовану клітинну смерть через
48 годин за допомогою поточного цитометричного
аналізу картини SSC, як описано на Фіг.1А та
Фіг.2А (середній контурний графік) показує, що
Дефібротид окремо як другий контроль не впливав
на виживаність ендотеліальних клітин. Апоптозний
ефект F-Ara відображено на Фіг.2А (правий конту-
рний графік), тоді як Фіг.2В демонструє залежний
від дози захист Дефібротиду клітинної смерті інду-
кованої F-Ara. Для виключення неспецифічної
штучної зовнішньоклітинної взаємодії F-Ara та
Дефібротиду in vitro HMEC були попередньо обро-
блені Дефібротидом на протязі 1 години та потім,
після 3  етапів відмивання,  інкубували із F-Ara  на
протязі наступних 48 годин та навпаки. Фіг.2С
(правий контурний графік) показує, що попередня
обробка HMEC на протязі 1 години була достат-
ньою щоб захистити клітини від апоптозу виклика-
ного F-Ara. Подібним чином, попередня обробка
HMEC F-Ara на протязі 1 години (Фіг.2С лівий кон-
турний графік) та наступна інкубація із Дефіброти-
дом не призводила до ендотеліальної програмо-
ваної клітинної смерті.

Приклад 3
Дія F-Ara на різні епітеліальні клітинні лінії, за-

хисна дія Дефібротиду
Шкіра, шлунково-кишковий тракт (ШКT) та ско-

ріш за все легені знаходяться серед найперших
мішеней GvHD. Отже, було резонним перевірити
вплив F-Ara на клітинні лінії, які мають походження
з цих органів. Клітини з кератиноцитної (HaCaT),
ШКT (SW 480), альвеолярної (А549) та бронхіаль-
ної епітеліальної (BEAS-2В) клітинних ліній так
само як первинні бронхіальні епітеліальні клітини
були інкубовані з F-Ara (10мкг/мл) що показано на
Фіг.1 та 2 та досліджено за допомогою поточної
цитометричної методики через 48 годин після об-
роблення. Фіг.3А підсумовує, що кишкові та брон-
хіальні епітеліальні клітини виявилися резистент-
ними до апоптозного стимулу F-Ara, тоді як
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кератиноцити (HaCaT) та альвеолярні епітеліальні
клітини (А549) виявляли ознаки апоптозу, як ви-
значено проточною цитометрією SSC картинки
(34.0[±1.0]% апоптозних клітин у HaCaT та
42.9[±26.7]% у А549, відповідно). Також було оці-
нено захисний потенціал Дефібротиду
(100мкг/млL). HaCaT (4.3[±3.0]%) та А 549
(5.4[±2.9]%) були повністю захищені від програмо-
ваної смерті після сумісної обробки F-Ara та Дефі-
бротидом Фіг.3А, вставлені прямокутні графи). Для
підтвердження цих результатів, на HaCAT (Фіг.3В,
ліві колонки) та А 549 (Фіг.3В, праві колонки) були
проведені апоптозні тести із пофарбуванням DAPI.

Як показано для ендотеліальних клітин, Дефі-
бротид сам по собі не впливає на кількість апопто-
зних клітин в усіх клітинних лініях (дані не наведе-
но).

Приклад 4
Дефібротид не впливає на антилейкемічну та

анти-РВМС дію F-Ara
Наступним після бажаної захисної здатності по

відношенню до ендотеліальних клітин проти апоп-
тозу індукованого F-Ara було важливим дослідити
чи не впливає Дефібротид також на антилейкеміч-
ні властивості F-Ara. Для відповіді на це питання,
було одержано мієлоїдні лейкемічні (AML) клітини
з первинної периферичної крові з кількістю бластів
близько 70% було розморожено, й підтримувалося
в культурі на протязі 24 годин й потім було оброб-
лено F-Ara в присутності або відсутності Дефібро-
тиду на протязі наступних 48 годин. Фіг.4А демон-
струє, що вже більше 50% клітин загинуло
спонтанно від некротичної клітинної смерті. Тим не
менш F-Ara індукувало клітинну смерть в майже
80% клітин. На відміну від цього ефекту на ендо-
теліальні та епітеліальні клітини, Дефібротид був
нездатний захистити клітини AML від токсичності
опосередкованої F-Ara. Слід зауважити, що на
Фіг.4А описано % виживаності клітин, а не % апоп-
тозних клітин, завдячуючи тому факту, що F-Ara
прямо спричиняє некроз, аніж апоптоз клітин AML.
Це може спостерігатися одразу після 24 годин ін-
кубації. Також, Фіг.4А ясно демонструє, що Дефіб-
ротид не перешкоджає бажаній токсичності F-Ara
спрямованої на лейкемічні клітини. Ми ще раз по-
ставили питання про можливість модулювання
Дефібротидом дії F-Ara проти нормальних гемато-
поетичних клітин та виконали апоптозні тести
(SSC-картина) із PBMC з нормальної донорської
крові людини. Як може стати зрозумілим з репре-
зентативного експерименту відображеного на
Фіг.4В F-Ara індукує апоптоз в 40,5% клітин, порів-
няно із 5,1% апоптозних клітин в інтактному конт-
ролі. Також, Дефібротид не перешкоджає апоптоз-
ній дії F-Ara проти PBMC (43,1% апоптозних
клітин), що говорить про те, що імунопригнічуючі
властивості F-Ara не погіршуються через сумісне
застосування із Дефібротидом.

Приклад 5
F-Ara позитивно регулює міжклітинну молеку-

лу адгезії 1(ICAM-I) у HMEC із антагоністичною
дією Дефібротиду

Ґрунтуючись на попередніх спостереженнях,
що претрансплантаційне кондиціювання не лише
ушкоджує, але й призводить до прозапальної ак-

тивації ендотеліальних клітин, шляхом індукції
молекули адгезії15, в подальшому ми дослідили
експресію ІСАМ-1 під впливом F-Ara. Як зображе-
но на Фіг.5А та В, поточним цитометричним аналі-
зом показано, що F-Ara, після 24 годин інкубації,
значно підсилює експресію HMEC у залежний від
дози спосіб, подібно до того, що спостерігалося
при індукції апоптозу. Концентрації F-Ara аж до
1мкг/мл були ефективними для індукції ІСАМ-1.
далі ми задалися питанням чи може Дефібротид
також бути дієвим як антагоніст F-Ara  за цих екс-
периментальних умов. HMEC було оброблено F-
Ara, як показано, та інкубовано в присутності або
відсутності знижуваних концентрацій Дефібротиду.
Фіг.5С підсумовує 3 незалежні експерименти, котрі
показують, що Дефібротид фактично антагонізу-
вав експресію ІСАМ-1 індуковану F-Ara в концент-
раціях від 100мкг/мл до 10мкг/мл. Слід зауважити,
що Дефібротид сам по собі не активував ендоте-
ліальні клітини, експресія ІСАМ-1 залишалася не-
змінною за всіх концентрацій, що перевірялися
(дані не наведено).

Оскільки, прозапальну активність клітин-
мішеней часто пов'язують із збільшеною експресі-
єю головних антигенів гістосумісності (MHC) класів
І та II, ми також виконали поточні цитометричні
тести цих антигенів після інкубації із F-Ara в різних
концентраціях на протязі 24 годин. Не зважаючи
на свої добре описані імунопригнічуючі властивос-
ті, F-Ara неочікувано індукував молекули MHC кла-
су І на HMEC у залежним від дози чином (1,5  ра-
зова індукція середньої інтенсивності
флуоресценції при 10мкг/мл, 1,3 разова індукція
при 5мкг/мл)  тоді як MHC класу Il  залишилися не-
змінними (дані не приведено).

Приклад 6
F-Ara збільшує антигенність ендотеліальних

клітин до алогенних периферичних клітин крові,
захист Дефібротидом

Індукція молекул MHC класу І на HMEC за до-
помогою F-Ara підказує нам, що треба перевірити
чи F-Ara також може підсилювати здатність HMEC
стимулювати алотоксичні реакції. Мононуклеарні
клітини периферичної крові (PMBC) як ефектори,
були також одержані з гепаринізованої крові здо-
рових людей волонтерів з препаратів лейкоцитар-
них плівок, стимульованих опроміненими (20 Gy)
HMEC в присутності 50Од/мл інтерлейкину 2 (IL-2)
на протязі 7 днів й потім проведено стандартний
аналіз на вивільнення Сr51 (деталі дивись Матері-
али та Способи). На день -1 свіжі HMEC як мішені
або залишили інтактними або інкубували із F-Ara
(10мкг/мл) в присутності або відсутності анти-МНС
нейтралізуючих антитіл класу І (w6/32). Аутологічні
ефекторні трансформовані вірусом Епштейна-
Бара В-лімфобластоїдні клітинні лінії (B-LCL) та
клітини K562 як класичні природні клітини-кілери
(NK) слугували контролем. Фіг.6А демонструє, що
F-Ara дійсно збільшував антигенність HMEC до
алогенних PBMC в усіх перевірених співвідношен-
нях EfT. Відсутність специфічного лізису K562 та
аутологічного ефектору B-LCL підтвердила вклю-
чення обмежених MHC цитотоксичних Т-
лімфоцитів (CTL). Також, лізис як інтактних або
оброблених F-Ara HMEC може майже повністю
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бути блокованим після сумісного інкубування цих
клітин із антитілами до MHC класу І w6/32
(Фіг.6А,*__). Для подальшого підтвердження, що
CTL CD8+ були відповідальними за антиендотелі-
альну цитотоксичну активність, PBMC було селек-
товано на CD8+ та CD4+ Т-клітини (не-CD8 та He-
CD4-depleted PBMC, відповідно) за допомогою
сепарації на магнітній підложці наборами підложок
MACSTM. Чистота препаратів була >93% в усіх
випадках із повною відсутністю популяцій інших
клітин (не показано). Сепаровані Т-клітини були
стимульовані HMEC та IL-2, точно як описано для
селектованих PBMC (дивись вище). Як показано
на Фіг.6В, лізис HMEC оброблених F-Ara клітинами
CTL CD8+ було відмічено знову, значно більше ніж
в контрольних HMEC. Також, попередня обробка
мішеней-НМЕС за допомогою F-Ara та дефіброти-
ду (FAra+D) негативно регулювало специфічний
лізис навіть нижче контрольних рівнів, підтвер-
джує, що Дефібротид також захищає ендотеліаль-
ні клітини від лізису алогенних ефекторних лімфо-
цитів. CD4+ Т-клітини, стимульовані HMEC не
проявляли будь-яких ознак цитотоксичної активно-
сті в цих експериментальних параметрах (дані не
приведено). Поточний цитометричний аналіз F-Ara
порівняно із F-Ara+D обробленими HMEC показав
значну негативну регуляцію молекул MHC класу І
Дефібротидом, може вказувати на те, що експре-
сія MHC класу І є критичним елементом в регулю-
ванні цитотоксичної відповіді індукованої F-Ara
(дані не приведено).

Приклад 7
Антиендотеліальні CTL мають Tc1-подібний

фенотип
Для одержання інформації про природу анти-

ендотеліальних CTL, PBMC та CD8+ Т-клітини
було стимульовано як показано вище, й сеперна-
танти було зібрано для визначення інтерферону
гамма (IFN-g) та інтерлейкину 4 (IL-4), за допомо-
гою способу ELISA.

Як показано в Таблиці 1, стимуляція HMEC та
IL-2 очевидно призводить до розвитку Tc1-
подібних Т-клітин як може бути визначено з уніка-
льної експресії IFN-g, тоді як IL-4 не вироблявся.

Приклад 8
F-Ara негативно регулює лізис HMEC алоген-

ними клітинами NK
Наступним цікавим питанням було, як модуля-

ція експресії MHC класу І індукована F-Ara впливає
на цитолітичну відповідь природних клітин-кілерів
(NK) до ендотеліальних клітин. PMBC від здорових
осіб були негативно селектовані до NK-клітин (збі-
днені на NK-клітини) та стимульовані на протязі 4
днів опроміненими HMEC в присутності IL-2, як це
було описано в експерименті Фіг.6В. На 4-й день,
HMEC як клітини-мішені було залишено інтактни-
ми або оброблено F-Ara (10мкг/мл) на протязі 24
годин та проведено стандартний тест на вивіль-
нення 51Cr  із стимульованими клітинами NK  як
ефекторами. Фіг.7 показує, що F-Ara в значній мірі
негативно регулює алогенність HMEC до клітин
NK. Як позитивний контроль активності клітин NK,
можна спостерігати лізис клітин K562 негативних
за MHC класу І (Фіг.7, *_). Попередня обробка ан-
титілами w6/32 до MHC класу І HMEC стимульова-

них F-Ara повністю знімала дію F-Ara й призводила
до майже 100% лізису HMEC (Фіг.7), може вказу-
вати на те,  що MHC класу І на поверхні HMEC є,
також, критичним перимикачем регуляції цитоток-
сичної відповіді клітин NK. Роль інгібіторних реце-
пторів клітин кілерів (KIR),  котрі були знайдені як
негативно регульовані високими рівнями експресії
молекул MHC класу І24, можуть бути відповідаль-
ними за знижену цитолітичну відповідь клітин NK

Обговорення
Одержані на сьогодні клінічні результати із

режимами кондиціювання які містили знижену ін-
тенсивність флударабіну вказують на чітку негати-
вну регуляцію токсичності пов'язаної із кондицію-
ванням без впливу імунної реконституції. Випадки
гострої GvHD у пацієнтів, які отримували RIC є
порівняними або значно меншими ніж у тих паціє-
нтів, котрі отримували класичний режим кондицію-
вання26. Однак, надходять повідомлення про дещо
або значно підвищену кількість віддалених ефектів
таких як остеонекроз27, легеневі ускладнення28, та
більшу кількість хронічної GvHD29. He дивлячись
на свої добре документовані імунопригнічуючі
властивості флударабін, в нашому дослідженні,
виявився активатором та ушкоджувачем ендотелі-
альних та епітеліальних клітин. Це спостереження
може, принаймні, частково пояснити небажані бічні
ефекти описані вище, так остеонекроз є проявом
ендотеліальної дисфункції, та флударабін виявив-
ся токсичним до альвеолярних епітеліальних клі-
тин. Цікаво відмітити, що шкідливі ефекти флуда-
рабіну на легеневі клітини виявляються
специфічними до компартментів, а бронхіальні
епітеліальні клітини не зазнають апоптозу у відпо-
відь на імунопригнічувач. Факт, що кератиноцитна
клітинна лінія (HaCaT) була також нечутлива до
флударабіну дозволяє припустити, що вона може
йти включена у шкірні розлади після SCT. Оскільки
патогенез пізніх ускладнень є багатофакторним та
також може бути під впливом зростаючого віку
пацієнтів SCT та використання периферичних сто-
вбурових клітин потрібна подальша оцінка клініч-
них досліджень легеневих та дерматологічних
ускладнень.

Оскільки в більшості претрансплантаційних
процедурах використовується флударабін в комбі-
нації з іонізуючим випромінюванням є важливим
дослідити чи будуть ці дві речовини діяти разом на
ендотеліальні клітини. Цікаво, ми не могли знайти
будь-яких підсилень флударабіном клітинної сме-
рті індукованої радіацією або навпаки (дані не на-
ведено). Це припускає диференціальні механізми
як апоптозний сигнал смерті передається до ендо-
теліальних клітин.

Точний механізм індукції флударабіном апоп-
тозу в ендотеліальних та епітеліальних клітинах
ще має стати висвітленим. Може бути, що флуда-
рабін, як пуриновий аналог інтегрується в ДНК та
спричиняє мутації які призводять до генетичної
делеції подібної до вище описаної30. Також можна
припустити, що флударабін може взаємодіяти із
цитохромом C та протеїновим фактором активації
апоптозу-1 (APAF-1) в запуску апоптозного каспа-
зного ланцюгу.
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Флударабін збільшує алогенність ендотеліа-
льних клітин-мішеней до CD8+ Т-клітин. Також
Флударабін значно негативно модулює ендотеліа-
льний лізис алогенними клітинами NK. Експресія
MHC класу І може бути критичною для регулюван-
ня різноманітних таких імунних відповідей, оскіль-
ки блокада класу І повністю зупиняє лізис CTL та
надзвичайно позитивно регулює лізис клітин NK.
Ці протилежні ефекти флударабіну тісно сполуча-
ються із клінічними спостереженнями, що Флуда-
рабін проявляє менше гострої та порівняно або
значно більше хронічної токсичності, ніж класичні
режими кондиціювання призвели до спекуляцій,
щодо здатності NK-клітин та CTL бути активними в
різних фазах патофізіології GvHD, тобто NK-
клітини будуть головним чином діяти на ранніх
(пригнічені флударабіном) та CTL на пізніх стадіях
(підсилені флударабіном) після трансплантації.

По відношенню до природи антиендотеліаль-
них CTL цікавим питанням є, чи ці CTL ендотеліа-
льно- або просто алоспецифічні. Існування ендо-
теліально-специфічних ефекторних лімфоцитів
було описано раніше32.  На відміну від CTL,  які ми
описали як такі, що демонструють Tc1-подібний
фенотип, повідомляється про багато клонів CTL,
котрі демонструють мало IFN-g та зазвичай екс-
пресують ліганд CD40 а також можуть підсилюва-
ти цитолітичну активність33.  Але ці дані не виклю-
чають існування додаткових алогенних CTL із
специфічністю до негематопоетичних мішеней.

Дефібротид є добре переносимою речовиною
успішно застосованою для лікування венооклюзи-
вного захворювання як одного з головних печінко-
вих ускладнень після SCT34 До того ж, зростає
кількість доклінічних та клінічних повідомлень які
демонструють його ефективність в лікуванні іше-
мічних/реперфузійних ушкоджень та атеросклеро-
зу, а також рецидивної тромбічної тромбоцитопе-
нічної пурпури. Відомо, що дефібротид діє
безпосередньо на ендотеліальні клітини без по-
треби в подальшому метаболізмі33, й таким чином
може бути використаний в дослідженнях in vitro.
Дефібротид повністю захищає ендотеліальні та
епітеліальні клітини від апоптозу опосередковано-
го дефібротидом. Потрібні додаткові дослідження
для з'ясування точного механізму захисту котрим
дефібротид антагонізує флударабін, але можна
збагнути роль дефібротиду в інгібування інтеграції
флударабіну в ДНК або раніше згадану каспазну
активацію. Крім антиапоптозної дії, дефібротид
був здатний негативно регулювати антиендотеліа-
льні CTL-відповіді регулювання експресії MHC
класу І. Також, дефібротид не заважав бажаній
антилейкимічній дії флударабіну, що виявлялося
відсутністю захисту клітин AML. Наступне важливе
спостереження свідчить про те, що дефібротид не
блокує апоптоз PBMC опосередкований флудара-
біном. Це може вказувати на те, що імунопригнічу-
вальна дія флударабіну, призначувана при конди-
ціюванні не страждає від сумісного застосування із
дефібротидом.

Слід зауважити, що дефібротид не захищає
від індукованого радіацією ушкодження ендотеліа-
льних клітин,  може вказувати на те,  що його дія є

специфічною для клітинних змін опосередкованих
флударабіном (дані не приведено).

Ґрунтуючись на цих результатах та зважаючи
на малу, якщо така має місце, бічну дію39,  ми за-
ключаемо з нашого дослідження, що Дефібротид є
гарним кандидатом на використання в комбінації із
флударабіном при кондиціюванні, що передує
SCT, особливо для пацієнтів із ризиком на VOD.
Дослідження, в які аналізується ендотеліальний
захист від інших агентів кондиціювання можуть
з'ясувати чи може дефібротид використовуватися
як широкий захисний агент.
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