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Резюме. Несмотря на значительный прогресс в фундаментальных и доклинических исследованиях 
острого миелоидного лейкоза (ОМЛ), пятилетняя выживаемость пациентов с ОМЛ остается низкой, 
что подчеркивает острую необходимость в поиске новых комбинированных методах лечения. За по-
следнее десятилетие повышенное внимание было сосредоточено на выявлении подходящих иммуно-
терапевтических стратегий для борьбы с ОМЛ и, в частности, на воздействии на лейкозные клетки и 
их предшественники с помощью цитокинов. Также одним из уже зарекомендовавших себя подходов 
для лечения ОМЛ является таргетная терапия. Однако в связи с увеличением вариантов лечения воз-
никает несколько проблем, связанных с пониманием, как подобрать наиболее эффективную тера-
пию и как комбинировать различные лекарственные средства. Венетоклакс – таргетный препарат, 
мощный и высокоселективный ингибитор белка В-клеточной лимфомы-2 (BCL-2), который являет-
ся одним из основных анти-апоптотических белков клетки. Венетоклакс стал важным и широко ис-
пользуемым препаратом для лечения ОМЛ. Ингибирование BCL-2 в клетках ОМЛ приводит к сдвигу 
клеточного ответа в сторону гибели по механизму апоптоза. Исследование подходов для улучшения 
терапии ОМЛ все еще является сложной задачей в связи с ограниченностью экспериментальных мо-
делей. Несмотря на улучшение протоколов ex vivo культивирования, in vivo модели остаются един-
ственным способом изучения гетерогенного по своей природе ОМЛ и влияния микроокружения на 
развитие лейкоза. 
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В своем исследовании мы показываем, что в ксенографтной мышиной модели острого миело-
идного лейкоза в мышах линии NSG-SGM3 происходит увеличение сывороточного IL-4 в ответ на 
терапию венетоклаксом. Ранее было показано, что IL-4 может вызывать апоптоз клеток ОМЛ. Эти 
данные открывают новые перспективы в использовании стратегий, основанных на синергизме вене-
токлакса и IL-4 при запуске апоптоза. Данные также показывают увеличение уровня сывороточного 
человеческого MCP-1 при приживлении лейкозных клеток OCI-AML-2 в сыворотке мышей с ксено-
графтами, который снижается после терапии венетоклаксом, что может служить прогностическим 
маркером успешности проводимой терапии. Очевидным преимуществом ксенографтных моделей 
на мышах стала возможность отделить экспрессию и секрецию мышиных цитокинов и хемокинов, 
определяющих реакцию микроокружения, от цитокинового профиля самих человеческих опухоле-
вых клеток. В целом, полученные нами данные свидетельствуют о дополнительных функциональных 
особенностях действия венетоклакса на опухолевые клетки посредством регуляции цитокиновой се-
креции и перспективности использования линии иммунодефицитных мышей линии NSG-SGM3 для 
тестирования новых подходов лечения ОМЛ.

Ключевые слова: ксенографтная модель, острый миелоидный лейкоз, мыши линии NSG-SGM3, венетоклакс, IL-4, апоптоз
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Abstract. Despite significant progress in basic and preclinical research into acute myeloid leukaemia 
(AML), the five-year survival rate for patients with AML remains poor, highlighting the urgent need for new 
combination therapies. Over the past decade, increased attention has been focused on identifying suitable 
immunotherapeutic strategies to combat AML, in particular targeting leukaemia cells and their precursors 
with cytokines. Targeted therapy is also an established approach for the treatment of AML. However, with 
the increasing number of treatment options, there are challenges in understanding how to select the most 
effective therapy and how to combine different drugs. Venetoclax is a targeted agent, a potent and highly 
selective inhibitor of B cell lymphoma protein-2 (BCL-2), one of the cell’s major anti-apoptotic proteins. 
Research into approaches to improve the treatment of AML remains challenging due to the limitations of 
experimental models. Despite improvements in ex vivo culture protocols, in vivo models remain the only way to 
study the inherently heterogeneous nature of AML and the influence of the microenvironment on leukaemia 
development. In our study, we show that in a xenograft mouse model of acute myeloid leukaemia in mice of the 
NSG-SGM3 line, there is an increase in serum IL-4 in response to venetoclax therapy. IL-4 has previously been 
shown to induce apoptosis in AML cells. These data provide new perspectives for the use of strategies based on 
the synergism of venetoclax and IL-4 in inducing apoptosis. The data also show an increase in serum human 
MCP-1 levels upon engraftment of OCI-AML-2 leukaemia cells in the serum of xenografted mice, which 
decreases after venetoclax therapy and may serve as a prognostic marker for the success of ongoing therapy. An 
obvious advantage of xenograft models in mice was the ability to separate the expression and secretion of murine 
cytokines and chemokines that determine the microenvironmental response from the cytokine profile of the 
human tumor cells themselves. Overall, our data suggest additional functional features of venetoclax action on 
tumor cells through the regulation of cytokine secretion and the prospect of using the immunodeficient mouse 
line NSG-SGM3 to test new approaches to the treatment of AML.

Keywords: xenograft model, acute myeloid leukaemia, NSG-SGM3 mice, venetoclax, IL-4, apoptosis



829

IL-4 в ксенографтных моделях ОМЛ
IL-4 in xenograft models of AML2024, Vol. 26,  4

2024, Т. 26, № 4

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке Российского научного фонда (грант РНФ 19-
75-20128). 

Введение
Острый миелоидный лейкоз (ОМЛ) – наи-

более распространенный острый лейкоз у взрос-
лых. Считается, что ОМЛ возникает в результате 
соматически приобретенных мутаций, что явля-
ется довольно распространенным процессом во 
время старения человека [2]. Однако ОМЛ мо-
жет возникнуть как de novo, так и вторично по 
отношению к другим процессам, включая пред-
шествующие гематологические нарушения или 
воздействие иммуносупрессивной или цитоток-
сической терапии. Поиск новых препаратов про-
тив ОМЛ является актуальной задачей, однако не 
менее важным вопросом является поиск терапев-
тических подходов с использованием комбина-
ций уже применяемых препаратов, а также более 
глубокое понимание фундаментальных механиз-
мов действующих веществ. С 2017 года произо-
шло быстрое расширение арсенала лекарствен-
ных средств против этого заболевания, появились 
такие препараты, как олутасидениб, эназидениб, 
венетоклакс и др. [5]. Однако с увеличением вари-
антов лечения возникают вопросы: как подобрать 
наиболее эффективную терапию и как комбини-
ровать лекарственные средства для профилакти-
ки рецидивов. Венетоклакс стал важным и широ-
ко используемым препаратом первой линии для 
лечения ОМЛ. Ингибирование BCL-2 в клетках 
ОМЛ с помощью венетоклакса приводит к сдвигу 
клеточного ответа в сторону апоптоза. Несмотря 
на значительное улучшение показателей ответа 
по сравнению с монотерапией азацитидином, 
почти 30-40% пациентов с ОМЛ изначально не-
восприимчивы к лечению венетоклаксом (пер-
вичная резистентность). У другой части паци-
ентов, несмотря на продолжительную ремиссию 
после прекращения терапии, может возникать 
рецидив ОМЛ, устойчивый к венетоклаксу (при-
обретенная резистентность) [5]. Поскольку вене-
токлакс – новый препарат, используемый часто 
в терапии пациентов с ОМЛ независимо от воз-
раста, клинико-патогенетических характеристик 
заболевания и выбранной схемы лечения, важно 
исследовать механизмы резистентности к тера-
пии на основе венетоклакса. 

С уточнением знаний о том, как клетки 
ОМЛ ведут себя в организме, происходит раз-
работка новых иммунотерапевтических стра-
тегий лечения, таких как терапия с помощью 
лимфоцитов, несущих химерные антигенные 
рецепторы Т-клеток (от англ. chimeric antigen 
receptor, CAR-T), би-специфические активаторы 
Т-клеток (BiTE) и ингибиторы контрольных то-

чек [14]. Более того, стало очевидно, что развитие 
и прогрессирование ОМЛ связано с нарушением 
регуляции иммунных реакций. В частности, не-
давние исследования показали, как лейкозные 
клетки манипулируют и изменяют микроокру-
жение опухоли, создавая уникальную нишу, ко-
торая напрямую способствует их выживанию, а 
также устойчивости к лекарствам. Сами клетки 
ОМЛ человека секретируют широкий спектр ци-
токинов/хемокинов, участвующих в пролифера-
ции бластов, хемотаксисе иммунокомпетентных 
клеток и способствующие прогрессированию 
заболевания [12]. Так, клетки ОМЛ способны 
секретировать иммуноингибирующие факто-
ры, такие как IL-10, IL-35, трансформирующий 
ростовой фактор β (TGF-β), которые делают 
микроокружение более иммуносупрессивным и 
способствуют ускользанию опухолевых клеток от 
иммунного надзора [4]. Сообщалось также, что 
большинство клеток ОМЛ, экспрессируют TNF 
и IL-1β, как факторы, способствующие росту и 
выживанию. Кроме того, двойное ингибирова-
ние TNF и IL- 1β синергично с эффектом лечения 
ингибитором NF-κB оказывает противолейкеми-
ческий эффект на мышиных моделях in vivo [8]. 
Интересно отметить, что IL-4 является негатив-
ным регулятором клеток ОМЛ. IL-4 индуцировал 
апоптоз клеток ОМЛ STAT6-зависимым образом, 
тем самым раскрывая ранее неизвестную роль 
IL-4, как ингибитора роста и выживания кле-
ток ОМЛ [13]. Дополнительное использование 
стратегий, направленных на систему иммунного 
контроля ОМЛ, представляется перспективным 
подходом для увеличения показателей выживае-
мости пациентов, которые зачастую в силу своего 
возраста плохо переносят классическую химио-
терапию, имеющую множество негативных по-
бочных эффектов.

Основной сложностью при работе с ОМЛ яв-
ляется ограниченное число экспериментальных 
моделей. Так, на сегодняшний день, несмотря 
на улучшение систем культивирования клеток 
ex vivo, значительный рост первичных клеток 
ОМЛ при сохранении их наивных свойств в тече-
ние длительного периода остается сложной зада-
чей [7]. Кроме того, значительная гетерогенность 
клеток от пациента к пациенту и вовлеченность 
микроокружения опухолевых клеток усложняют 
изучение общих механизмов, контролирующих 
биологию ОМЛ ex vivo и in vitro. Таким образом, 
комплексная функциональная характеристика 
многих патогенных явлений может быть реше-
на только с использованием in vivo моделей на 
животных, в частности на генетически моди-
фицированных линиях мышей. Мыши линии 
NSG-SGM3 являются золотым стандартом для 
создания ксенографтных моделей ОМЛ, так как 
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экспрессируют человеческие цитокины интер-
лейкин-3 (IL-3), гранулоцитарно-макрофагаль-
ный колониестимулирующий фактор (GM-CSF), 
фактор стволовых клеток (KITLG) [3], которые 
поддерживают приживление и рост миелоидных 
клеток.

В нашей работе мы исследовали цитокиновый 
ответ в ксенографтных моделях ОМЛ в мышах 
линии NSG-SGM3 при лечении венетоклаксом.

Материалы и методы
Мыши
Мышей линии NSG-SGM3 в возрасте 6-9 

недель содержали на базе Автономного экспе-
риментально-биологического комплекса для 
временного размещения и исследования генети-
чески модифицированных линий лабораторных 
мышей категории SPF при поддержке Министер-
ства науки и высшего образования Российской 
Федерации (Соглашение № 075-15-2019-1660). 
Все манипуляции с животными были выполнены 
в соответствии протоколом, утвержденным Ко-
миссией по биоэтике ИМБ РАН (Протокол № 4 
от 04.03.2024).

Трансплантация клеток OCI-AML-2 иммуно-
дефицитным мышам NSG-SGM3

Для эксперимента использовали мышей в 
возрасте 6-9 недель. Клетки линии OCI-AML-2 
вводили по 1 × 106 клеток в среде RPMI в объеме 
100 мкл в латеральную хвостовую вену мышам 
NSG-SGM3. Приживление по данному протоко-
лу происходит в 100% случаев, как описано нами 
ранее [1]. Были сформированы 2 группы мышей, 
контрольные, получающие инъекции 7% раство-
ром DMSO (NT), и получающие лечение венето-
клаксом 75 мг/кг (Venetoclax), по 5-6 животных 
в каждой. Инъекции проводились интрапери-
тонеально через день, начиная с 8-го дня после 
введения OCI-AML-2 и заканчивая 18-м днем 
эксперимента. Для анализа цитокинов, также 
производился забор крови для сыворотки у груп-
пы из 5 интактных мышей линии NSG-SGM3.

Измерение продукции цитокинов
Анализ продукции цитокинов в сыворотке 

крови мышей проводили с использованием муль-
типлексной технологии Luminex xMAP и набора 
MILLIPLEX MAP Human Cytokine/Chemokine 
Magnetic Bead Panel в соответствии со стандарт-
ным протоколом производителя (Merck). 

Измерение экспрессии генов методом ПЦР в ре-
альном времени (qRT-PCR)

Тотальную РНК выделяли из крови и костно-
го мозга мышей с помощью реагента ExtractRNA 
(ЗАО «Евроген», Москва, Россия) в соответствии 
с протоколом производителя. Одноцепочечную 
комплементарную ДНК (кДНК) получали пу-

тем обратной транскрипции 500 нг РНК с по-
мощью набора для RT-PCR MINT (ЗАО «Евро-
ген», Москва, Россия). qRT-PCR проводили с 
использованием SYBR Green (5X qPCRmix-HS 
SYBR+LowROX, ЗАО «Евроген», Москва, Рос-
сия) в соответствии с инструкциями произво-
дителя. Данные нормировали на экспрессию 
Gapdh. Режим амплификации был одинаков 
для всех праймеров: 95 °C 5 мин, 40X (95 °C 15 
сек, 60 °C 60 сек). Каждый образец анализи-
ровали в трех экземплярах. Экспрессию генов 
анализировали методом 2-ΔΔCt. Последова-
тельности праймеров для гена Cxcl2 (Прямой: 
CTCAAGGGCGGTCAAAAAGT, Обратный: 
TTTTTCTTTCTCTTTGGTTCTTCC) для гена 
Gapdh (Прямой: CATCACTGCCACCCAGAAGACTG, 
Обратный: ATGCCAGTGAGCTTCCCGTTCAG).

Статистический анализ
Статистическую обработку результатов прово-

дили в программе GraphPad Prism 6 при помощи 
теста one-way ANOVA. Различия считали досто-
верными при * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; 
**** p < 0,0001, ns (non-significant) – нет разницы.

Результаты и обсуждение 
Схема эксперимента представлена на рисун-

ке 1А, мышам вводили 1 × 106 клеток OCI-AML-2 
в хвостовую вену, после чего через неделю на-
чинали курс лечения: контрольной группе (NT) 
вводили 7% раствор DMSO, а группе венетоклакс 
(Venetoclax), препарат в концентрации 75 мг/кг в 
течении 10 дней, с инъекцией интраперитонеаль-
но через день. На 19-й день мыши были выведены 
из эксперимента с забором сыворотки, цельной 
крови и костного мозга. Сыворотка была проана-
лизирована с помощью мультиплексного анализа 
на цитокины. Было показано, что после прижив-
ления опухолевой линии ОМЛ человека и лече-
нии венетоклаксом уровень секреции GM-CSF и 
IL-3 человека мышью NSG-SGM3 не изменялся 
(рис.  1Б). Это является важным фактором, так 
как эти цитокины необходимы для приживле-
ния и поддержания пролиферации клеток ОМЛ в 
организме мыши. При этом, как показал анализ, 
сами опухолевые клетки OCI-AML-2, после при-
живления в мыши, начинали секретировать чело-
веческий MCP-1 (CCL2). У контрольных мышей 
уровень этого цитокина в крови не определялся 
(рис.  1В). MCP-1 (CCL2) – цитокин, иницииру-
ющий хемотаксис и трансэндотелиальную мигра-
цию моноцитов [11]. Интересно, что экспрессия 
и продукция MCP-1 обнаруживаются на высо-
ком уровне в клетках ОМЛ [11]. Следовательно, 
по его уровню можно судить об успешном при-
живлении клеток ОМЛ в мыши, при этом после 
лечения венетоклаксом происходит достоверное 
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Рисунок 1. Уровень цитокинов в сыворотке крови мышей NSG-SGM3 с приживлением человеческой клеточной 
линии ОМЛ (OCI-AML-2) после лечения венетоклаксом
Примечание. А – схема эксперимента. Б – уровень продукции цитокинов GM-CSF и IL-3 (пг/мл) человека. Данные цитокины 
интегрированы в геном мыши. В – уровень продукции цитокинов MCP-1 (CCL2) и IL-4 человека (пг/мл), которые секретируются 
клетками ОМЛ (OCI-AML-2). Статистический анализ проведен с помощью one-way ANOVA теста, * – p < 0,05; ** – p < 0,01;  
*** – p  < 0,001, ns (non-significant) – нет разницы. NSG-SGM3 – интактные мыши, NT – контрольная группа с приживлением  
OCI-AML-2 и инъекциями 7% раствора DMSO, Venetoclax – группа мышей с приживлением OCI-AML-2 с инъекциями 
венетоклаксом 75 мг/кг. 
Figure 1. Serum cytokine levels in NSG-SGM3 mice with engrafted human AML cell line (OCI-AML-2) after venetoclax treatment
Note. A, schematic of the experiment. B, production levels of human cytokines GM-CSF and IL-3 (pg/mL). These cytokines are integrated into 
the mouse genome. C, production levels of human cytokines MCP-1 (CCL2) and IL-4 (pg/mL) secreted by AML cells (OCI-AML-2). Statistical 
analysis was performed using one-way ANOVA test, *, p < 0.05, **, p < 0.01, ***, p  < 0.001, ns-non-significant. NSG-SGM3, intact mice;  
NT, control group with OCI-AML-2 engraftment and injections of 7% DMSO solution; Venetoclax, group of OCI-AML-2 engrafted mice with  
75 mg/kg venetoclax injections.
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Рисунок 2. Экспрессия Cxcl2 мыши в крови и костном мозге NSG-SGM3 с приживлением человеческой клеточной 
линии ОМЛ (OCI-AML-2) после лечения венетоклаксом
Примечание. Относительный уровень экспрессии Cxcl2 А – в крови, Б – костном мозге ксенографтных моделей мышей NSG-
SGM3 с приживлением человеческой OCI-AML-2 после лечения венетоклаксом. Статистический анализ проведен с помощью 
one-way ANOVA теста, * – p < 0,05, ns – нет разницы. NSG-SGM3 – интактные мыши, NT – контрольная группа с приживлением 
OCI-AML-2 с инъекциями 7% раствора DMSO, Venetoclax – группа мышей с приживлением OCI-AML2, пролеченная 
венетоклаксом 75 мг/кг в течение 10 дней.
Figure 2. Expression of mouse Cxcl2 in blood and bone marrow of NSG-SGM3 xenografted human AML cell line (OCI-AML-2) after 
venetoclax treatment
Note. Relative expression level of Cxcl2 A, in blood; B, in bone marrow of NSG-SGM3 xenografted mouse models transplanted with human  
OCI-AML-2 after venetoclax treatment. Statistical analysis was performed using one-way ANOVA test, *, p < 0.05, ns-non-significant.. NSG-SGM3, 
intact mice; NT, control group of mice engrafted with OCI-AML-2 by injection of 7% DMSO solution; Venetoclax, group of mice engrafted with  
OCI-AML2 treated with venetoclax 75 mg/kg for 10 days.

снижение его уровня в сыворотке. Возможно, 
уровень сывороточного MCP- 1 может являться 
прогностическим маркером успешности лечения 
и облегчения опухолевого бремени в ксенографт-
ных моделях ОМЛ в мышах NSG-SGM3. Однако 
наиболее интересным фактом является то, что в 
ответ на венетоклакс опухолевые клетки ОМЛ 
начинают секретировать высокие уровни IL-4. 
IL-4 в основном известен как противовоспали-
тельный цитокин, который регулирует моноци-
ты/макрофаги и подавляет секрецию провоспа-
лительных цитокинов, таких как IL-1 и TNF [13]. 
Хотя было описано, что IL-4 оказывает, как по-
ложительное, так и отрицательное воздействие 
на раковые клетки [10], механистическая осно-
ва отрицательного воздействия увеличения IL-4 
остается неясной. В случае ОМЛ было показано, 
что IL-4 индуцирует опосредованный каспазой-3 
апоптоз клеток ОМЛ, что согласуется с ранее 
описанной ролью IL-4 в индукции апоптоза мо-
ноцитов [7]. Стоит отметить, что, так как венето-
клакс является таргетным препаратом, увеличи-
вающим чувствительность к апоптозу, секреция 

IL-4 при этом может создавать дополнительную 
петлю положительной обратной связи, которая 
будет увеличивать процент клеток, входящих в 
апоптоз [13]. Peña-Martínez P. и соавт. впервые 
продемонстрировали, что IL-4 является негатив-
ным регулятором клеток ОМЛ и одним из первых 
цитокинов, которые идентифицированы в этой 
роли. Авторы предложили его как один из под-
ходов при лечении ОМЛ [13]. 

Еще одним важным и перспективным под-
ходом для лечения ОМЛ является воздействие 
на микроокружение опухоли, а именно нишу 
костного мозга. Ксенографтные модели мы-
шей обладают важным преимуществом, в мы-
шах NSG- SGM3 можно отделить экспрессию и 
секрецию мышиных цитокинов и хемокинов, 
определяющих реакцию микроокружения, от 
цитокинового профиля приживляемых челове-
ческих опухолевых клеток. Так была обнаружена 
тенденция к увеличению экспрессии мышиного 
Cxcl2 в крови и костном мозге ксенографтных мо-
делей ОМЛ в мышах линии NSG-SGM3 (рис.  2). 
В предыдущих исследованиях показано, что экс-
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прессия и секреция Cxcl2 у мыши в мезенхи-
мальных стволовых клетках (МСК) значительно 
повышаются в гипоксическом микроокружении 
ОМЛ. В качестве «коммуникатора» CXCL2 мо-
жет рекрутировать МСК в окружение опухоле-
вых клеток, тем самым защищая клетки ОМЛ и 
поддерживая их устойчивость к терапии [9]. Про-
гностическая ценность CXCL2 при различных 
видах рака, включая гематологические злокаче-
ственные новообразования и лейкемию, была 
подтверждена различными исследованиями [6]. 

Заключение
Наша работа подтвердила преимущества 

использования NSG-SGM3 мышей для мо-
делирования ОМЛ человека. Интересно, что 
помимо прямого действия венетоклакса на ми-
тохондральный апоптоз, терапия венетоклаксом 
вызывает увеличение секреции IL-4, способного 
потенцировать гибель клеток ОМЛ. Дополни-
тельное введение IL-4 может в значительной сте-
пени сместить клеточный ответ ОМЛ в сторону 
апоптоза и увеличить эффективность терапии. 

Дальнейшее изучение ОМЛ in vivo поможет опре-
делить важные мишени, в том числе и цитокины, 
воздействуя на которые можно увеличить эффек-
тивность противоопухолевой терапии. 
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