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Статтю присвячено вивченню особливостей функціональної активності клітин АС 133 + 
кордової крові залежно від умов культивування. Показано, що інкубація клітин фракції AC 133 + 
з фактором росту Flt3 та подальше довготривале культивування у дифузійних камерах на фідері 
зі строми фетальної печінки 7-8 тижнів гестації та комплексу екзогенних рекомбінантних 
цитокінів призводить до значного збільшення кількості гемопоетичних клітин упродовж усього 
терміну культивування на тлі зберігання високих показників клоногенної активності клітин-
попередників грануломоноцитопоезу. 

Останнім часом клітинні біотехнології, пов'я­
зані з експансією гемопоетичних клітин у куль­
турі, переживають бурхливий розвиток. Причи­
ною такої зацікавленості є перспектива застосу­
вання їх у клітинній терапії [1]. Пошук оптималь­
них умов культивування гемопоетичних клітин 
включає підбір комбінацій цитокінів, адекватних 
фідерних шарів та різноманітних культуральних 
систем, що дають змогу отримувати клітинні 
суспензії з високим вмістом кровотворних клі-
тин-попередників. У разі успішних пошуків не­
достатню кількість гемопоетичних клітин можна 
було б поповнити за рахунок їх культивованих 
попередників [2] . 

Найперспективнішою альтернативою кістко­
вому мозку сьогодні є кордова кров, яка пере­
дається від матері до дитини і забір якої прово­
дять при народженні. Отримано достатньо свід­
чень про склад та функціональну активність 
клітин кордової крові, є позитивний досвід ви­
користання її у клініці [3]. До безперечних пере­
ваг кордової крові як трансплантату належать її 
доступність та безпека при отриманні для життя 
матері та дитини, онтогенетична примітивність 
клітин-попередників та значно вищий проліфера-
тивний потенціал у порівнянні з попередниками 
кісткового мозку. Крім того, визначають мож­
ливість довготривалого зберігання кордової 
крові без великих втрат кількості клітин та їхньої 
функціональної активності, менший ризик пере­
дачі деяких інфекцій і проявів реакції «трансплан­
тат проти хазяїна» при трансплантації кордової 
крові та відсутність етичних проблем [4]. Проте 
й досі кордова кров недостатньо широко засто­
совується в клініці як трансплантат. Це пояс­

нюється тим, що поруч із позитивними якостями, 
які вигідно відрізняють кордову кров від кістко­
вого мозку і периферійної крові, існує низка 
недоліків, пов'язаних із вимогами до її застосу­
вання. Кількості цих клітин недостатньо для від­
новлення кровотворення у дорослої людини [5]. 

Сьогодні ведеться пошук оптимальних умов 
культивування клітин-попередників кордової 
крові з метою їх накопичення. Застосування ме­
тодів культивування клітин, оцінка їх активності 
є базою для вивчення функціональної повноцін­
ності клітин кордової крові як трансплантату. 
Саме ці методи є найбільш перспективними в 
аспекті вирішення проблеми отримання достат­
ньої кількості повноцінних клітин, здатних відно­
вити гемопоез у людини. 

Сучасний напрям досліджень кордової крові 
людини спрямований на пошук та розробку ме­
тодик експансії ex vivo гемопоетичних стовбу­
рових клітин. Відбувається тестування різнома­
нітних культуральних систем, складів живильно­
го середовища, різних культуральних матриксів, 
комбінацій цитокінів та біологічно активних спо­
лук, що вносяться до середовища [2]. Всі ці 
методи покликані стимулювати поділ примітив­
них кровотворних клітин без втрати їх потенцій 
до самопідтримки, але зі збільшенням їх кіль­
кості. Розвиток довготривалих культуральних 
моделей гемопоетичних стовбурових клітин є од­
ним з найважливіших завдань у сучасній біотех­
нології. 

Метою цієї роботи було дослідження впливу 
інкубації з ростовим фактором Flt3 на функціо­
нальну активність АС 133+ клітин кордової крові 
в довготривалій культурі in vitro. 
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Матеріали і методи 

Фракцію АС 133+ клітин вилучали методом 
позитивної селекції з мононуклеарів кордової 
крові, отриманих шляхом центрифугування у 
градієнті щільності Hystopaque (1,077 г/мл). 
Процедуру здійснювали за допомогою АС 133+ 
антитіл-кон'югованих супермагнетичних мікро-
намистинок з використанням MiniMACS колонок 
25 MS+ (Miltenyi Biotec, Germany) [6]. Співвідно­
шення частин до клітин становило 1 6 : 1 . Після 
інкубації клітини відмивали льодяним PBS з 1 % 
BSA і 5 mM EDTA. Клітинну суспензію пропус­
кали через 25 MS+ колонку MiniMACS, з її по­
дальшим промиванням. Збагачені примітивними 
популяціями клітинні суспензії отримували після 
того, як колонку звільняли від дії магнітного поля 
MiniMACS і вимивали її вміст розчином вище­
вказаного складу. 

Інкубацію АС 133+ клітин проводили впро­
довж 12-ти, 16-ти і 18-ти годин з Flt-3 (Sigma) 
в концентрації 10 нг /мл середовища в умовах 
С 0 2 інкубатора при 37 °С. Після заміни середо­
вища в культуру додавали комплекс цитокінів 
у таких концентраціях: 10 нг/мл LIF; 10 нг/мл 
IL-3; GM-CSF 10 нг/мл (Sigma) і культивували 
протягом одного тижня в живильному середо­
вищі DMEM з 15 % FCS в С 0 2 інкубаторі (Jouan) 
з 5 % С 0 2 , при 37 °С і абсолютній вологості. 

Для оцінки функціональної повноцінності 
клітин проводили клоногеннии аналіз із визна­
ченням кількості клітинних агрегатів-колоній 
(КУОк) і кластерів (КлУО), утворених у напів­
рідкому агарі на 14-ту добу культивування [7; 8] 
у присутності GM-CSF 10 нг/мл (Sigma). За ре­
зультатами клоногенного аналізу визначали 
найбільш ефективний термін інкубації з Flt3. 

Обравши оптимальний термін інкубації з Flt3 
у подальшому оцінювали функціональну актив­
ність АС клітин у довготривалій культурі в при­
сутності фідерного шару зі строми фетальної 
печінки 7-8 тижнів гестації з додаванням комп­
лексу рекомбінантних цитокінів (20 нг/мл SCF; 
50 нг/мл IL-3; 20 IL-6 нг/мл; 10 нг/мл GM-CSF) 
(Sigma). Фідерні шари готували заздалегідь. Де-
загрегацію фетальної печінки проводили фермен­
тативно з використанням 0,25 % розчину Trypsin 
EDTA (Sigma) [9]. Сформований моношар об­
робляли Мітоміцином С у концентрації 2 мг/мл 
протягом двох годин у стандартних умовах С 0 2 

інкубатора [10]. Використовували оригінальний, 
запатентований спосіб культивування клітин у 
порожнині гелевої дифузійної камери [11]. Клі­
тинні суспензії, інкубовані з Flt3 та неінкубовані 
(контроль), у концентрації 1-103/мл, вводили 
в порожнину дифузійної камери в об'ємі 0,2 мл. 

Камери переносили в шестилункові пластикові 
планшети фірми Nunc (2 камери на 1 лунку) 
з фідерним шаром, а-лунки заповнювали по­
вним живильним середовищем із додаванням 
комплексу рекомбінантних цитокінів (20 нг/мл 
SCF; 50 нг/мл IL-3; 20 нг/мл IL-6; 10 нг/мл GM-
CSF) (Sigma) та культивували протягом 5 тижнів 
зі зміною половини супернатанту свіжим середо­
вищем кожні 3 доби. 

У процесі культивування на 2, 3 та 5 тижнях 
оцінювали кількість ядровмісних клітин (ЯВК) та 
проводили клоногенний аналіз у напіврідкому 
агарі для визначення кількості функціонально 
повноцінних клітин-попередників (КУО-ГМ). 
Проліферативний потенціал (ПП) оцінювали як 
співвідношення колоній до кластерів. У довго­
тривалій культурі оцінювали абсолютну кількість 
КУО-ГМ в 1 мл. 

Статистичну обробку даних проводили з за­
стосуванням програм STATISTICA® 5.0 (США) 
та Microsoft Excel 2003. Достовірність різниці 
середніх значень двох сукупностей оцінювали за 
допомогою критерію Стьюдента [12]. 

Результати та обговорення 

АС133+ клітини є найближчими нащадками 
гемопоетичних стовбурових клітин. Вони харак­
теризуються здатністю до довготривалого під­
тримання гемопоезу in vitro, таким чином, вони 
є перспективною моделлю для експансії крово­
творних клітин-попередників [13]. 

Ми оцінювали найбільш ефективний термін 
інкубації клітин фракції АС 133+ кордової крові 
з Flt3. Клоногенний аналіз неінкубованої фракції 
АС 133+ клітин кордової крові (контроль), про­
ведений у м'якому агарі, показав ріст колоній 
трьох типів та кластерів. Невисокий рівень кло-
ногенної активності АС 133+ клітин (31,4 ± 2,15), 
на наш погляд, зумовлений їхньою примітивні­
стю та обмеженою здатністю реагувати на при­
сутність GM-CSF у культурі, що не давало змо­
ги розкрити повністю їх проліферативний потен­
ціал (1,88 ± 0,41) (рис. 1). 

Використання Flt3 призводило до збільшен­
ня кількості колоній (КУОк) і показника про-
ліферативного потенціалу вже після 12-ї години 
дії. Найефективнішою була інкубація з Flt3 про­
тягом 16-ти годин, яка призводила до збільшен­
ня у 7 разів кількості КУОк (212,5 ± 4,59) та 
максимального збільшення ПП (10,01 ± 0,96). 
Продовження терміну інкубації клітин до 18-ти 
годин не збільшувало показники клоногенної 
активності, при цьому проліферативний потен­
ціал значно зменшувався (рис 1 а, б). Отримані 
дані покладено в основу патенту України [15]. 
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Рис. t. Вплив терміну інкубації з Flt3 на гемопостичну активність АС133+ клітин кордової крові: 
а) клоногенна активність клітин-попередників; б) проліферативний потенціал. 

Таке збільшення кількості колонісутворюю-
чих одиниць у культурі після інкубації Flt3, мож­
ливо, пов'язане з тим, що фактор росту Flt3 
функціонує шляхом активації рецепторів Flt3-TH 
розінкінази на поверхні гемопоетичних клітин-по­
передників і сприяс переходу примітивних клітин-
попередників до цитокінзалежного стану [14]. 

У процесі довготривалого культивування 
АС133+ клітин, інкубованих з Flt3 протягом 16-ти 
годин, у дифузійних камерах у присутності фі­
дерного шару та комплексу рекомбінантних ци-
токінів, спостерігалася проліферація гемопоетич­

них клітин-попередників, що призводило до їх 
експансії впродовж усього терміну культивування 
(5-ти тижнів) на тлі високих показників їх функ­
ціональної активності (рис. 2). 

Довготривала підтримка гемопоезу в куль­
турі АС 133+ клітин кордової крові досягалась за 
відсутності їх безпосереднього контакту з фідер­
ним шаром і здійснювалась шляхом дистанцій­
ної регуляції кровотворення гуморальними фак­
торами, що вироблялись клітинами фідерного 
шару, а також завдяки присутності екзогенних 
рекомбінантних цитокінів. 

Рис. 2. Вплив 16-ти годинної інкубації з Flt3 на гемопостичну активність АС133+ клітин кордової крові в довготривалій 
культурі: а) ядровмісні клітини; б) клоногенна активність; в) проліферативний потенціал; г) кількість КУО-ГМ в 1 мл. 
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Інкубація очищеної фракції АСІ33+ клітин 
у повному живильному середовищі з Flt3 про­
тягом 16-ти годин з наступним культивуванням 
на фідері зі строми фетальної печінки та комп­
лексу рекомбінантних цитокінів зумовлювала 
значне збільшення кількості ЯВК упродовж усього 
терміну культивування у порівнянні з неінкубо-
ваиими клітинами. Так, максимальне збільшення 
кількості ЯВК, у 55 разів, було отримано на 5-му 
тижні культивування для інкубованих з Flt3 
клітин, тоді, як для неінкубованих клітин цей 
показник зріс у 27 разів у відповідний термін 
культивування (рис. 2 а). Крім того, відзначено 
зростання показників клоногенної активнос­
ті клітин-попередників грануломоноцитопоезу 
(рис. 2 б, в), що підтверджується збільшенням 
абсолютної кількості клітин-попередників (КУО-
ГМ) у довготривалій культурі (рис. 2 г). 

Таким чином, інкубація з Flt3 клітин фракції 
АС 133+ протягом 16-ти годин з подальшим пе­
ренесенням клітин у довготривалу культуру при-
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зводила до збільшення їх кількості впродовж 
усього терміну культивування, а також сприяла 
збереженню високих показників клоногенної 
активності гранулоцитарно-моноцитарних попе­
редників. Беручи до уваги особливість дії рос­
тового фактору Flt3 у культурі, вважаємо, що 
використання етапу інкубації АС 133+ клітин із 
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INFLUENCE O F FLT3 G R O W T H FACTOR O N F U N C T I O N A L 

ACTIVITY OF AC133+ C O R D B L O O D C E L L S CULTIVATED IN VITRO 

The article concerns investigation of functional activity of AC 133+ cord blood cells. It was shown, 
that incubation of AC 133+ cells with Flt3 growth factor followed by prolonged cultivation in the diffusion 
chambers with fetal liver stromal feeder increases number of hematopoietic cells during the complete 
duration of cultivation. Cells cultured with this method where characterized by high clonogenic activity 
of granulocyte-macrophage lineages. 


