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ПРОЛІФЕРАЦІЯ І ДИФЕРЕНЦІАЦІЯ 
КУЛЬТУРИ КЛІТИН ЛІНІЇ К 562 IN VIVO 

У статті досліджено процеси проліферації та диференціювання клітинної лейкозної лінії К 562 
з використанням гелевих дифузійних камер. Отримано модель регульованої диференціації клітин 
цієїлініїза даних умов. З'ясовано роль радіаційного чинника та анемізації як стимуляторів процесу 
диференціювання клітин лінії К 562. 

Вступ 

Сучасні уявлення про вагому роль стовбуро­
вих клітин та клітин-попередників у становленні 
і розвитку лейкозів знаходять підтвердження і 
при лейкозах тварин, і при лейкозах людини. Ре­
гуляція їх проліферації і комітування відбуваєть­
ся під контролем генів, що відповідають за само-
підтримання клітин та експресію фенотипових 
маркерів диференціювання. Дуже перспектив­
ним вважається напрям з'ясування характеру 
порушень у геномі в процесі диференціювання 
при злоякісному перетворенні нормальних кро­
вотворних клітин. 

Згідно з клоновою теорією, ріст лейкозної по­
пуляції починається з однієї клітини, а швидкість 
росту залежить від частки активно проліферую-
чих клітин, їх генераційного часу, кількості клі­
тин із обмеженою тривалістю життя, швидкості 
втрати клітин. 

Процес можливої диференціації лейкозних 
клітин під впливом тих чи інших чинників викли­
кає все більше зацікавлення дослідників. Не до 

кінця з ясованими залишаються питання приро­
ди чинників, які спрямовують цей процес у тому 
чи іншому напрямку. Після висвітлення цих пи­
тань з'явиться можливість застосовувати метод 
спрямованої диференціації як засіб для лікуван­
ня хронічного мієлолейкозу та інших лейкозів. 

Метою дослідження є розробка моделі регу­
льованої диференціації гемопоетичних клітин і 
оцінка морфофункціональних характеристик 
ранніх клітин-попередників гемопоезу при лей-
козному процесі в культурі тканин in vivo з вико­
ристанням стовбуровоклітинної лейкозної лінії 
клітин К 562. У роботі досліджено проліфера-
тивну активність кровотворних клітин-попере­
дників і найближчих їх нащадків при лейкозі для 
визначення їх потенціальних можливостей до 
проліферації і диференціювання. Застосовува­
лись методи клітинних культур in vivo, цитоло­
гічні, цитохімічні, молекулярні і статистичні ме­
тоди досліджень. Важливим у роботі є вико­
ристання оригінальних гелевих дифузійних 
камер, що дають можливість дослідити ці про­
цеси in vivo. 
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Матеріали та методи 

Дифузійні камери мали вигляд м'яких елас­
тичних пористих капсул заввишки 0,7 см і діа­
метром 1,5 см, виготовлених із полімерного 
матеріалу. Капсула має постійний хімічний 
склад, задані дифузійні параметри і високу про­
зорість. Вона еластична і м'яка, що запобігає 
формуванню навколо неї фіброзної тканини на­
віть за умови тривалого культивування. Внут­
рішня порожнина абсолютно непроникна для 
клітин ззовні [1]. 

У напіврідкому агаровому гелі (для дослід­
ження попередників) або у поживному середо­
вищі (для суспензійних культур) клітини вводи­
ли шляхом проколу бічної стінки ін'єкційною 
голкою у внутрішню порожнину камери. Камери 
занурювали в черевну порожнину мишей, об­
роблених раніше одним із способів, що дає змо­
гу одержати ріст тих або інших клітин-поперед-
ників. Як реципієнтів камер використано стате­
возрілих мишей лінії СВА у віці 6-8 тижнів, 
вагою 16-18 г, яких утримували в умовах віварію 
Інституту біохімії ім. А. А. Палладіна на раціоні, 
відповідному загальноприйнятим нормам. Опе­
рацію мишам проводили за допомогою паренте­
рального введення 1% тіопенталу натрію (0,2-
0,3 мл). У черевну порожнину кожної тварини 
вводили по дві камери. Лінію розрізу зашивали 
пошарово шовковою ниткою. 

Для дослідження гранулоцито-моноцитарних 
клітин-попередників проводили обробку мишей за 
допомогою підшкірного введення їм за добу до до­
сліду циклофосфаміду з розрахунку 250 мг на 1 кг 
ваги тварини або опромінювання у сублетальній 
дозі, що сприяло підвищенню колонієстимулюю-
чої активності і супресії імунологічної реактив­
ності тварини. Опромінювання тварин проводили 
за добу до експерименту на обладнанні РУМ-17. 

Анемізації тварин, що стимулює бурстпромо-
торну активність, досягали шляхом введення ге­
молітичної отрути (фенілгідразину). Мишам 
підшкірно вводили по 0,2 мл фенілгідразину 
з розрахунку 60 мг/кг маси тварини, перед експе­
риментом на 1-й і 2-й день. Введення фенілгідра­
зину за схемою забезпечувало тривалу, порівня­
но з терміном обліку експерименту, анемізацію 
мишей-реципієнтів камер [6]. Контроль за сту­
пенем анемізації тварин проводили на підставі 
визначення кількісних і якісних показників їх 
крові: гемоглобіну в г/л, кількості еритроцитів із 
розрахунку на 1 л, формених елементів крові. 

Реакцію гібридизації здійснювали із суміші, 
що складається з реактиву Денхарта (0,02 %), би­
чачого сироваткового альбуміну (0,02 %), фіколу, 
0,02 % полівінілгідролідону, стандартного сольо­
вого розчину (0,15 M NaCl, 0,03 M цитрату на­
трію), 0,1 % додецилсульфату натрію і трис-НСІ 

буферу, pH 8,0. Як зонд застосовували плазміду 
PBR-322, що містить кДНК β- і α-глобіну. Части­
ну препаратів фіксували у 3 % формаліні для ци-
тохімічного фарбування. З цією метою застосову­
вали такі методики: визначення активності мієло-
пероксидази (МПО 1.11.1.7) за Loele, кислої 
фосфатази (КФ 3.1.3.2) за Goldberg і Barka, лужної 
фосфатази (КФ 3.1.3.1) за Kaplow, полісахаридів 
(PAS-реакція за Мак-Манусом і Хочкису) [4]. 

Результати дослідження 

Вивчення характеру колонієутворення в куль­
турі клітинами лінії К 562 набуває особливо 
важливого значення у зв'язку з необхідністю 
з'ясувати особливості функціонування крово­
творних клітин-попередників у плані формуван­
ня онкогематологічної патології. 

Було доцільним на прикладі лейкемічної лінії 
людини К 562 показати, чи здатні лейкемічні 
клітини до диференціації і дозрівання в процесі 
тривалого культивування in vivo в інтактному і 
опроміненому організмі тварини-реципієнта та 
продемонструвати в експерименті результати дії 
радіаційного чинника на процеси проліферації і 
диференціації кровотворних клітин на ранніх 
етапах їх розвитку. 

Дослідження останніх років показали, що 
лейкемічні клітини К 562 зберігають у собі по­
тенційну здатність до диференціювання в різних 
напрямах за певних умов, тобто є плюрипотент-
ною, лейкемічною стовбуровоклітинною лінією. 
До того ж синтез глобіну, гемоглобіну і специфіч­
ної мРНК є оборотним після припинення дії ін­
дуктора [ 18]. У цих дослідженнях проведено вив­
чення морфо-біохімічних характеристик клітин 
К 562 у процесі їх тривалого культивування в ди­
фузійних гелевих камерах. Таке дослідження 
проведено з метою з'ясування потенційної здат­
ності лейкемічних клітин до диференціації. 
Більш того, було доцільним здійснити аналіз от­
риманих популяцій та їхньої специфічності щодо 
окремих типів гемоглобіну. Відтворення цих 
подій важливе як для розуміння патогенезу пух­
линних захворювань кровотворних органів, так і 
механізмів дії на гемопоез стресових чинників, у 
тому числі і радіаційного. Проведено морфоло­
гічні дослідження клітин лінії К 562 в динаміці їх 
тривалого культивування у дифузійних гелевих 
камерах (6 серій експериментів на 30 мишах лінії 
СВА, з розрахунку 5 тварин на експеримент). 

Зростання числа клітин на 30-ту і 45-ту добу 
супроводжується збільшенням еритроїдної по­
пуляції клітин (рис. 1, 2). Відзначають дозріван­
ня ядер еритрокаріоцитів, хоча мегалобластні 
риси продовжують зберігатися. Хроматин ядер -
конденсований. Цитоплазма - фестончаста з ва-
куолізацією. 
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Рис. 1. Кінетика росту лейкемічної лінії 

К 562 у тривалій культурі in vivo 

Вивчення наявності бензидинпозитивних 
фракцій білків у початковому лізаті лінії клітин 
К 562 показало таке: виявляють лише дві швид­
ко мігруючі слабозабарвлені бензидином фрак­
ції, їх позитивна реакція на бензидин свідчить 
про наявність групи гему. На 14-ту добу в куль­
турі виразно виявляється сім бензидинпозитив­
них фракцій. Ці дані узгоджуються із результа­
тами цитохімічного аналізу і підтверджують 
висновок про те, що саме до цього терміну в 
культурі з'являються клітини, які посилено 
синтезують гемопротеїди включно з гемоглобі­
ном. Аналіз вмісту вільних амінокислот у кліти­
нах, зроблений на підставі аналізу даних йонно-
обмінної хроматографії на приладі Biotronic, 
показує, що в період з 6-ї до 14-ї доби спостері­
гається збільшення вмісту таурину, аспарагіно­
вої кислоти, цитруліну, орнітину, 1-метилгіс-
тидину. 

Разом із тим зменшується вміст цистеїну і 
триптофану. Отримані дані свідчать про інтен­
сифікацію азотного обміну у культивованих клі­
тинах, що зумовило активацію орнітинового 
циклу як шляху детоксикації аміаку, що свідчить 
про спрямовану диференціацію клітин. 

Експерименти з гібридизації тотальної РНК і 
полі А-вмісної мРНК клітин лінії К 562 і з кДНК 
β- і α-глобінових генів [8] підтверджують, що 
через 21 добу культивування у ГДК у них утво­
рюються мРНК α-глобіну. Такий висновок ґрун­
тується на аналізі радіоавтографів. Через 14-21 
добу від початку культивування знайдено слабкі 
сигнали при нанесенні на нітроцелюлозний 
фільтр РНК із цих клітин на тлі виразних сиг­
налів у разі позитивних контролів (відповідно 50 
і 10 мг РНК у плямі) та відсутність сигналу у 
разі негативного контролю (без РНК). При цьому 
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рівень сигналу значно вищий для проб, які оброб­
лено зондом у вигляді кДНК α-глобінового гену, 
ніж для проб, які гібридизували із кДНК ß-глобі-
нового гену. Це може свідчити про більшу інтен­
сивність транскрипції а-, ніж ß-глобінового гену. 
Проте експресується лише а-глобіновий ген, 
a наявність слабкого сигналу при обробці проб 
зондом із кДНК ß-глобінового гену є віддзеркален­
ням лише перехресної реакції між послідовностя­
ми через схожість їх консервативних ділянок. 

Рис. 2. Життєздатність клітин лінії К 562, 
культивованих in vivo 

Таким чином, проведений нами морфо-
біохімічний аналіз клітин лінії К 562, культиво­
ваної у гелевих камерах, показав, що при три­
валому рості в цих умовах у культурі in vivo 
досягається проліферація і диференціація крово­
творних клітин при збереженні високого рівня їх 
життєздатності. До 14-ї - 21-ї доби в клітинах 
різко посилюється азотний обмін. Цитохімічний 
аналіз, а також вивчення фракційного складу то­
тальних білків щодо реакції на бензидин пока­
зує, що в даний період у клітинах нагромаджу­
ються бензидинпозитивні білки, тобто білки, що 
містять у своєму складі групу гему. 1 нарешті, 
прямими експериментами з дот-гібридизації 
РНК із зондами а- і ß-глобінових генів встанов­
лено наявність у клітинах цього періоду розвит­
ку α-глобінових мРНК. Крім того, рекультиву­
вання у напіврідкому агаровому середовищі дає 
можливість виявити еритроїдні клітини-попере-
дники завдяки утворенню ними колоній-клонів, 
які є прямим свідченням того, що у культурі при­
сутні клітини з колонієутворюючим потенціалом. 

Показано, що під впливом радіаційного чин­
ника відбувається стимуляція процесу диферен­
ціації клітин лінії К 562. 
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Bilko N., Bar ash O. Borbulyak I. 

PROLIFERATION AND DIFFERENTIATION 
OF THE CELL CULTURE К 562 IN VIVO 

The processes of proliferation and differentiation of the leucosis cell culture К 562 are assessed, using 
gel diffusion chambers. The model of regulated differentiation at these circumstances is obtained. The role 
of radiation factor and anemisation as the stimulators of the process of differentiation is cleared. 


