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Дисертація на здобуття наукового ступеня доктора філософії в галузі знань 

09 «Біологія» за спеціальністю 091 «Біологія». Національний університет 

«Києво-Могилянська Академія», Київ, 2023. 

 

Експериментальні дані останніх років свідчать про те, що злоякісні 

стовбурові клітини можуть існувати як самостійні популяції  відносно клітин, які 

знаходяться у стані спокою, і зовсім не реагують на звичайні клітинно-токсичні 

агенти. Відомо, що більшість стовбурових клітин у дорослому організмі 

перебувають у стані G0, що дозволяє клітинам довготривало перебувати у 

гемопоетичних нішах та у разі потреби переходити до проліферації. Завдяки 

знаходженню поза клітинним циклом стовбурові клітини більш стійкі до 

ушкоджень ДНК. Ця особливість «сплячих» стовбурових клітин дає змогу 

зберегти «золотий запас» від всіляких стресових подій і тим самим сприяти 

лікуванню. Разом з тим існує популяція гемопоетичних клітин-попередників, на 

рівні яких відбувається реалізація процесів проліферації і диференціювання, 

оскільки вони є чутливими до дії цитокінів, які викидаються у випадку нестачі 

клітин крові на периферії. Роль гемопоетичних клітин-попередників 

недооцінена, і вона виявилася вагомішою, ніж вважалося раніше. Незважаючи на 

те, що завдяки використанню мишиних моделей з’являється все більше доказів 

про існування стовбурових клітин, що ініціюють лейкемію, менш відомо про 

зміни на рівні компартменту стовбурових клітин у пацієнтів з 

мієлодиспластичним синдромом (МДС). Хоча припускається, що МДС є 

«захворюванням стовбурових клітин», вагомі докази цього твердження досі 

відсутні, крім того, лишається невідомим рівень пошкодження гемопоетичних 
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клітин-попередників у пацієнтів із МДС, що складають цілу групу попередників, 

які відрізняються за відстанню їх від стовбурової клітини. Крім того, незважаючи 

на описані хромосомні аномалії, мутації і епігенетичні зміни при МДС, що 

спостерігаються в попередниках, етапи розвитку, на яких відбуваються 

патогенні події, ще не визначені. Для вирішення цих питань необхідні нові 

методичні підходи для виявлення різних типів клітин-попередників завдяки 

фенотипуванню і/чи культивуванню ранніх гемопоетичних клітин. 

Доцільність визначення морфологічних і функціональних показників 

гемопоетичних клітин-попередників з кісткового мозку мишей, щурів і людини 

обумовлена необхідністю поглиблення знань про особливості їх 

функціонування, вирішення питання про гетерогенність клітин-попередників у 

різних ссавців і людини, як загальне виявлення біологічної природи і потенцій у 

культурі клітин in vitro і in vivo в нормі і порушеннях гемопоезу. Тож метою 

дисертаційної роботи було визначення гетерогенності гемопоетичних клітин-

попередників в культурі in vitro і in vivo для з’ясування іхньої ролі у формуванні 

патологічного процесу при МДС-IB. 

Щоб відповісти на ці питання, ми провели дослідження популяції 

прогеніторних клітин у пацієнтів з підтипом МДС-ІB. Ми вивчали культури 

гемопоетичних стовбурових клітин в умовах in vitro і in vivo. Вперше було 

виявлено гетерогенну групу типів колоній (КУО-ГЕММ, КУО-Г, КУО-ГМ і 

КУО-ММ), ранні представники яких (КУО-ГЕММ і КУО-Г) були притаманні 

саме МДС-ІВ, а пізні (КУО-ГМ і КУО-ММ) – нормальному гемопоезу. Було 

встановлено оптимальні терміни культивування гемопоетичних клітин-

попередників для людини (12-14 діб), миші (10 діб) та щура (8 діб). Було 

проаналізовано відповідь прогеніторних клітин на дію підвищених доз цитокінів 

(G-CSF, GM-CSF, IL-3) а також їх комбінації у культурі, та виявлено, що 

найкращий ефект викликає саме комбінація вказаних факторів, значно 

підвищуючи ефективність колонієутворення. Дослідженням культуральних 

особливостей клітин-попередників при МДС-ІВ було продемонстровано 
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знижену у порівнянні з нормою здатність до колонієутворення останніх, де 

кількість клітин у клоні не перевищувала 50, а у нормі – 500. Крім того, якісний 

склад колоній характеризувався наявністю хаотично розміщених примхливих 

форм клітин. 

Вперше було продемонстровано, що наявність стромальної підложки зі 

здорових кістковомозкових клітин не впливає на дефектність гемопоетичних 

клітин-попередників при МДС-ІВ. У свою чергу, фідерний шар з 

кістковомозкових клітин осіб з МДС здатний до підтримки гемопопетичних 

клітин від здорових осіб. Тож, дефекти кровотворної функції слід шукати у 

гемопоетичних клітинах-попередниках з урахуванням їх гетерогенності. У 

майбутньому вирішення поставлених питань сприятиме у підборі тактики 

лікування злоякісних захворювань крові, серед яких МДС має особливе місце, як 

захворювання, що з високою імовірністю може переростати у гостру мієлоїдну 

лейкемію. Результати роботи можна рекомендувати для експериментальних 

досліджень МДС-ІВ. Отримані у культурі дані про МДС-ІВ можуть у комбінації 

з клінічними, цитогенетичним, лабораторними та імунофенотиповими даними 

слугувати додатковою ознакою при постановці діагнозу МДС у ініціальній 

стадії. 

Ключові слова: гетерогенність, мієлодиспластичний синдром, метод 

культивування in vitro та in vivo, кінетика розвитку патологічного процесу у 

культурі, клітинні механізми, морфологія клітин, фактори росту, міграція клітин-

попередників, клітини системи крові, гемопоез, проліферація, стовбурові 

клітини, кістковий мозок, мезенхіма, цитокіни. 

 

ABSTRACT 

 

Pakharenko M. V. Heterogeneity of hematopoietic progenitor cells in cell culture 

in vitro and in vivo in norm and in myelodysplastic syndrome. – Qualifying scientific 

work as a manuscript. 
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Experimental data from recent years suggest that malignant stem cells can exist 

as independent populations relative to cells that are at rest and do not respond at all to 

conventional cellular toxic agents. It is known that most stem cells in an adult organism 

are in the G0 state, which allows cells to stay in hematopoietic niches for a long time 

and, if necessary, proceed to proliferation. Due to being outside the cell cycle, stem 

cells are more resistant to DNA damage. This feature of "dormant" stem cells makes it 

possible to preserve the "gold reserve" from all sorts of stressful events and thereby 

promote treatment. At the same time, there is a population of hematopoietic progenitor 

cells, at the level of which the processes of proliferation and differentiation occur, since 

they are sensitive to the action of cytokines, which are ejected in the event of a shortage 

of blood cells in the periphery. The role of hematopoietic progenitor cells is 

underestimated, and it turned out to be more significant than previously thought. 

Although more evidence of leukemia-initiating stem cells is emerging through the use 

of mouse models, less is known about changes at the level of stem cell compartment in 

patients with myelodysplastic syndrome (MDS). Although it is assumed that MDS is a 

“stem cell disease”, there is still no strong evidence of this statement, in addition, the 

level of damage to hematopoietic progenitor cells in patients with MDS, which 

constitute a whole group of progenitors that differ in their distance from the stem cell, 

remains unknown. In addition, despite the described chromosomal abnormalities, 

mutations and epigenetic changes in MDS observed in progenitors, the stages of 

development at which pathogenic events occur have not yet been determined. To solve 

these issues, new methodological approaches are needed to identify different types of 

progenitor cells and solve questions that can be answered through phenotyping and/or 

culturing early hematopoietic cells. 
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The expediency of determining the morphological and functional parameters of 

hematopoietic progenitor cells from the bone marrow of mice, rats and humans is due 

to the need to deepen knowledge about the peculiarities of their functioning, to address 

the issue of heterogeneity of progenitor cells in different mammals and humans, as a 

general identification of the biological nature and potentials in cell culture in vitro and 

in vivo in normal and disorders of hematopoiesis. Therefore, the aim of the dissertation 

was to determine the heterogeneity of hematopoietic progenitor cells in vitro and in 

vivo to clarify their role in the formation of the pathological process in MDS-IB. 

To answer these questions, we studied the population of progenitor cells in 

patients with MDS-IB subtype. We studied hematopoietic stem cell cultures in vitro 

and in vivo. For the first time, a heterogeneous group of colony types (CFU-GEMM, 

CFU-G, CFU-GM and CFU-MM) was identified, the early representatives of which 

were characteristic of MDS-IB, and the later ones – of normal hematopoiesis. The 

optimal terms of cultivation of hematopoietic progenitor cells for humans (12-14 days), 

mice (10 days) and rats (8 days) were established. The response of progenitor cells to 

high doses of cytokines (G-CSF, GM-CSF, IL-3) and their combination in culture was 

analyzed, and it was found that the combination of these factors has the best effect, 

significantly increasing the efficiency of colony formation. The study of the cultural 

characteristics of progenitor cells in MDS-IВ demonstrated a reduced ability to colony 

formation of the latter compared to the norm, where the number of cells in a clone did 

not exceed 50, and in the norm – 500. In addition, the qualitative composition of the 

colonies was characterized by the presence of chaotically arranged capricious cell 

forms. 

For the first time, it was demonstrated that the presence of a stromal substrate of 

healthy bone marrow cells does not affect the defectiveness of hematopoietic 

progenitor cells in MDS-IВ. In turn, the feeder layer of bone marrow cells from 

individuals with MDS is capable of supporting hematopoietic cells from healthy 

individuals. Therefore, defects in hematopoietic function should be sought in 

hematopoietic progenitor cells, taking into account their heterogeneity. In the future, 
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the resolution of these issues will help in the selection of treatment tactics for malignant 

blood diseases, among which MDS has a special place as a disease that is highly likely 

to develop into acute myeloid leukemia. The results of this work can be recommended 

for experimental studies of MDS-IВ. The data obtained in culture on MDS-IВ can, in 

combination with clinical, cytogenetic, laboratory and immunophenotypic data, serve 

as an additional feature in the diagnosis of MDS in the initial stage. 

Key words: heterogeneity, myelodysplastic syndrome, method of cultivation in 

vitro and in vivo, kinetics of pathological process development in culture, cell 

mechanisms, cell morphology, growth factors, migration of progenitor cells, blood 

system cells, hematopoiesis, proliferation, stem cells, bone marrow, mesenchyme, 

cytokines.  
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ВСТУП 

 

Обгрунтування вибору теми дослідження. Експериментальні дані 

останніх років свідчать про те, що злоякісні стовбурові клітини можуть існувати 

як самостійні популяції  відносно клітин, які знаходяться у стані спокою, і зовсім 

не реагують на звичайні клітинно-токсичні агенти. Відомо, що більшість 

стовбурових клітин у дорослому організмі перебувають у стані G0, що дозволяє 

клітинам довготривало перебувати у гемопоетичних нішах та у разі потреби 

переходити до проліферації. Завдяки знаходженню поза клітинним циклом 

стовбурові клітини більш стійкі до ушкоджень ДНК [142]. Ця особливість 

«сплячих» стовбурових клітин дає змогу зберегти «золотий запас» від всіляких 

стресових подій і тим самим сприяти лікуванню. Разом з тим існує популяція 

гемопоетичних клітин-попередників, на рівні яких відбувається реалізація 

процесів проліферації і диференціювання, оскільки вони є чутливими до дії 

цитокінів, які викидаються у випадку нестачі клітин крові на периферії. Роль 

гемопоетичних клітин-попередників була недооцінена у реалізації патологічного 

процесу при порушеннях гемопоезу, на тепер вона виявилася вагомішою, ніж 

вважалося раніше. Незважаючи на те, що завдяки використанню мишиних 

моделей з’являється все більше доказів про існування стовбурових клітин, що 

ініціюють лейкемію, менш відомо про зміни на рівні компартменту стовбурових 

клітин у пацієнтів з  мієлодиспластичним синдромом (МДС). На долю МДС з 

надлишком бластів (МДС-ІB) припадає 40 % випадків МДС [124]. Причина 

виникнення МДС залишається до кінця невизначеною, але можна з впевненістю 

сказати, що це клональне захворювання зі змінами, які сталися завдяки мутаціям, 

що призвели до цитогенетичних порушень і охоплюють відділ стовбурової 

клітини. Проте єдиної точки зору щодо ролі гемопоетичних клітин-

попередників, найближчих нащадків стовбурової клітини і прогностичної 

цінності клональних культуральних методів досліджень при 

мієлодиспластичному синдромі (МДС) немає [41]. Припускають, що сигнальні 
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шляхи, що регулюють проліферацію, диференціювання та чутливість до 

апоптозу ГСК та клітин-попередників КМ в процесі еволюції захворювання 

задіяні і при МДС [70]. 

Незважаючи на припущення, що МДС є «захворюванням стовбурових 

клітин»,  вагомі докази цього твердження досі відсутні, крім того, невідомий 

рівень пошкодження гемопоетичних клітин-попередників у пацієнтів із МДС, що 

складають цілу групу попередників, які відрізняються за відстанню  їх від 

стовбурової клітини і відповіддю на дію цитокінів.  Більше того, незважаючи на 

описані хромосомні аномалії, мутації і епігенетичні зміни при МДС, що 

спостерігаються в попередниках, етапи розвитку, на яких відбуваються 

патогенні події,  ще не визначені. Дискусійним залишається питання про місце 

строми у формуванні патологічного процесу при МДС. 

Для вирішення цих питань необхідні нові методичні підходи  виявлення 

різних типів клітин-попередників,  в тому числі завдяки фенотипуванню і/чи 

культивуванню ранніх гемопоетичних клітин. 

Доцільність визначення  морфологічних і функціональних показників 

гемопоетичних клітин-попередників з кісткового мозку мишей, щурів і людини  

в нормі і порушенні гемопоезу, в умовах впливу мікрооточення зумовлена 

необхідністю поглиблення знань про особливості їх функціонування, вирішення 

питання про гетерогенність клітин-попередників у різних ссавців і людини, як 

загальне виявлення біологічної природи і потенцій у культурі клітин in vitro і in 

vivo в нормі і у разі порушень гемопоезу. 

Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Робота була 

виконана у рамках державних  тем  кафедри лабораторної діагностики 

біологічних систем Національного університету «Києво-Могилянська академія»: 

«Роль компонентів мікрооточення у моделюванні гемопоетичної ніші in vitro» 

(№ держреєстрації: 0116U004704, 02.2016-12.2017 рр.) та «Оцінка 

морфологічних та функціональних особливостей клітин-попередників при 

злоякісному процесі» (№ держреєстрації: 0119U103427, 09.2019-09.2024 рр.).  
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Мета і завдання дослідження. Об’єкт: дослідження особливостей 

культуральних і цитологічних характеристик гемопоетичних клітин-

попередників при МДС-IB і у нормі в культурі in vitro in vivo. Предмет: 

властивості гемопоетичних клітин-попередників хворих на МДС-IB, 

культивованих in vitro і in vivo.  

Метою дисертаційної роботи було визначення гетерогенності 

гемопоетичних клітин-попередників в культурі in vitro і in vivo для з’ясування 

іхньої ролі у формуванні патологічного процесу при МДС-IB. 

Для реалізації мети були поставлені наступні завдання: 

1. Вивчити кількісні і якісні показники кісткового мозку хворих на 

МДС-IB і порівняти їх з  контролем. 

2. Визначити різні типи колоній гемопоетичних клітин-попередників  

миші, щура і людини в культурі клітин in vitro і in vivo. 

3. Зробити морфологічну оцінку вмісту культивованих колоній.   

4. Зробити аналіз залежності кількості мононукларів з кісткового мозку 

пацієнтів з МДС з кількістю колоній, культивованих in vitro. 

5. Визначити вплив цитокінів (G-CSF, GM-CSF і IL-3) на ефективність 

колонієутворення гемопоетичних клітин-попередників при МДС-IB і у 

контрольної групи осіб в культурі in vitro. 

6. Отримати стромальні підложки з кістковомозкових клітин пацієнтів 

з МДС-IB і контрольної групи осіб.  

7. Дослідити вплив на проліферативну активність гемопоетичних 

клітин-попередників стромальних підложок, отриманих від пацієнтів з МДС-IB 

і контрольної групи осіб.  

8. Визначити роль гетерогенності гемопоетичних клітин-попередників 

на перебіг МДС. 

Методи дослідження. У дисертаційній роботі було використано методи 

культивування стовбурових клітин-попередників у нормі та при МДС-IB у 

культурах in vitro та in vivo; методи забарвлення клітин за Паппенгеймом; 
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цитохімічний метод забарвлення клітин на виявлення активності 

мієлопероксидази за Loele; метод культивування мезенхімальних стромальних 

клітин; метод культивування у гелевих дифузійних камерах на стромальних 

підложках; метод центрифугування; метод інвертованої та світлової 

мікроскопій; статистичні методи обробки отриманих результатів. 

Наукова новизна отриманих результатів. Вперше, на підставі 

культуральних досліджень, отримані дані про гетерогенність гемопоетичних 

клітин-попередників у культурі. Виявлена наявність 4 типів колоній: КУО-

ГЕММ, КУО-Г, КУО-ГМ і КУО-ММ у людини, миші і щура, яка  розлядається, 

як загальнобіологічне явище. Проте  показано, що при МДС-IB переважають 

ранні попередники КУО-ГЕММ та КУО-Г, а у нормі – пізні КУО-ММ, що 

пояснює залучення в патологічний процес при МДС ранніх форм попередників. 

Визначені оптимальні терміни колонієутворення в культурі, які відповідають для 

кісткового мозку мишей – 10 добам, для щура – 8 добам і для людини 12-14 добам 

культивування. Вперше продемонстровано на моделі з гелевими дифузійними 

камерами, що наявність нормальної підложки не впливає на дефектну 

кровотворну функцію кісткового мозку пацієнтів з МДС-IB  в культурі, і 

навпаки, наявність стромальної підложки, отриманої з клітин пацієнтів з МДС-

IB не пригнічують гемопоез в культурі нормальних гемопоетичних клітин. 

Визначена оптимальна концентрація цитокінів для миші, щура і людини. Вперше 

показано вплив подвійної концентрації цитокінів G-CSF, GM-CSF і IL-3 і їх 

комплекса на підвищення ефективності колонієутворення в культурі при МДС. 

Практичне значення отриманих результатів. Результати дисертаційної 

роботи суттєво розширюють уявлення про рівень пошкодження відділу 

стовбурових клітин при МДС-IB і вказують про залучення більш примітивних 

рівнів клітин-попередників у патологічний процес, частково пояснюючи той 

факт, що вони нечутливі до дії більшості терапевтичних препаратів.  Беручи до 

уваги, що при МДС ГКП демонструють дефектну пригнічену реакцію на 

цитокіни, проте, все ж таки здатні на відповідь при збільшенні дози препаратів, 
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і особливо, при їх комбінації. Таким чином можна рекомендувати такий підхід 

при вивченні цієї патології в експерименті, а при складанні лікувальних 

протоколів враховувати дані, отримані поза організмом, в культурі клітин. 

Наявність в культурі МДС дефектних клітин-попередників, які дають початок 

колоніям  примхливої форми з обмеженою кількістю клітин і порушеннями у 

диференціюванні свідчить про те, що результати культуральних досліджень 

поруч з клінічними, лабораторними, цитогенетичними  і імунофенотиповими 

даними можуть слугувати додатковою діагностичною ознакою при виявленні 

захворювання МДС на ініціальній стадії розвитку. 

Особистий внесок здобувача. Дисертація, яку представляє автор, є 

закінченою науковою працею, в якій висвітлені власні результати. Особистий 

внесок автора полягає у проведенні інформаційного пошуку, підборі і обробці 

даних літератури, проведенні експериментальних досліджень, аналізі 

результатів, формулюванні висновків та їх статистичній обробці, написанні і 

оформленні дисертації. У наукових працях, що опубліковані у співавторстві, 

відбито результати спільного планування, проведення експериментів та 

обговорення результатів. Автору належить у спільних роботах 80% творчого 

доробку.  Разом із науковим керівником, проф. Н. М. Білько інтерпретовано 

результати і сформульовано висновки. 

Апробація матеріалів дисертації. Результати наукової роботи здобувачки 

було обговорено на всеукраїнських та міжнародних науково-практичних 

конференціях, а саме: Науково-практичній конференції молодих вчених 

«Фундаментальна медицина: інтегральні підходи до терапії хворих з 

онкопатологією» (4–5 лютого 2019 р., м. Київ, Україна); ІІ науково-практичній 

internet-конференції з міжнародною участю «Механізми розвитку патологічних 

процесів і хвороб та їхня фармакологічна корекція» (21 листопада 2019 р., м. 

Харків, Україна); XХVІ Щорічній науковій конференції Інституту ядерних 

досліджень НАН України (8-12 квітня 2019 р., м. Київ, Україна); ХVІ 

міжнародній науковій конференції студентів і аспірантів присвяченій 75 річниці 
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створення біологічного факультету та 90 річниці від дня народження М. Деркача 

«Молодь і поступ біології» (27 – 29 квітня 2020 р., м. Львів, Україна); International 

Scientific Conference on Medicine organized within the frame of the 78th International 

Scientific Conference of the University of Latvia (12 March 2020, Riga, Latvia); 25th 

Congress of the European Hematology Association (Virtual Edition 2020) (June 11-

14, 2020., Frankfurt, Germany); International Scientific Conference on Medicine 

organized within the frame of the 79th International Scientific Conference of the 

University of Latvia (10 February 2021, Riga, Latvia); ХVIІ міжнародній науковій 

конференції студентів і аспірантів «Молодь і поступ біології» (19-21 квітня 2021 

р., м. Львів, Україна); International Scientific Conference on Medicine organized 

within the frame of the 80th International Scientific Conference of the University of 

Latvia (11 February 2022, Riga, Latvia); ІV науково-практичній конференції 

студентів та молодих вчених з міжнародною участю «Від експериментальної та 

клінічної патофізіології до досягнень сучасної медицини і фармації» (19 травня 

2022 р., м. Харків, Україна); XXIIІ Wilsede Meeting. Modern Trends in Human 

Leukemia and Cancer (June 24-27, 2023, Wilsede, Germany). 

Публікації: Результати дисертаційного дослідження було опубліковано у 

18 наукових працях, зокрема 1 – у фаховому виданні, що індексується у 

міжнародній наукометричній базі Scopus, 4 – у наукових фахових виданнях 

України, 12 – тези доповідей на конференціях. 

Структура та обсяг дисертації: Дисертаційна робота складається зі 

вступу, 8 розділів, висновків, списку використаних джерел та 2 додатків. Робота 

містить 17 рисунків та 10 таблиць. Загальний обсяг роботи – 131 сторінка. 

Список використаних джерел (викладений на 16 сторінках) містить 142 пункти.  
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РОЗДІЛ 1. ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ 

 

1.1. Гемопоез ссавців у нормі та роль стовбурових клітин у цьому 

процесі  

 

Гемопоез ссавців – це складна ієрархічна система безперервного 

оновлення кровотворних клітин, що ґрунтується на збалансованості процесів 

їхнього утворення і руйнування. Кровотворення відбувається у кістковому 

мозку, що розташований у стромі трубчастих та деяких плоских кісток і є 

тканинним поєднанням ретикулярних та стромальних клітин, у якому 

знаходяться гемопоетичні клітини, а також мережа капілярів [10]. Таким чином, 

у кістковому мозку існує високоорганізоване гемопоетичне мікрооточення, що 

формує «ніші», у яких знаходяться стовбурові клітини – мультипотентні клітини, 

здатні до самовідтворення і диференціювання у зрілі клітини крові або імунної 

системи [16, 142].  

Під час пренатального розвитку ссавців локалізація осередків 

кровотворення поступово змінюється. Умовно цей процес можна розділити на 

мезобластичний етап (у жовтковому мішку), печінковий і медулярний, проте 

вони значною мірою перекриваються [98, 113].  

Гемопоез ссавців починається у стінках жовткового мішка, де з’являються 

перші кровотворні острівці. Частина гемопоетичних стовбурових клітин, які 

вважають клітинами 1-ї генерації, виходить у кровоносне русло та потрапляє у 

печінку, де починається печінковий етап гемопоезу [60]. Тут утворюються 

стовбурові клітини 2-ї генерації, що потрапляють у тимус, селезінку та кістковий 

мозок, і таким чином починається медулярний етап гемопоезу [114].  

У постнатальному періоді кровотворення центральним органом системи 

гемопоезу стає кістковий мозок; у ньому знаходяться стовбурові клітини 3-ї 

генерації [102]. Проте тимус, селезінка та лімфовузли також залишаються 

задіяними у цьому процесі, оскільки у них відбувається дозрівання Т- і В-
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лімфоцитів. Невелика частина кровотворних клітин-попередників також 

циркулює у периферійній крові.  

У кістковому мозку в результаті поділу і диференціювання 

проліферативного пулу гемопоетичних стовбурових клітин та клітин-

попередників утворюються усі клітини крові – гранулоцити, еритроцити, 

мегакаріоцити, лімфоцити, моноцити [62]. Дані деяких досліджень свідчать про 

те, що перш ніж перейти до мієлоїдного і лімфоїдного напряму 

диференціювання, гемопоетичні стовбурові клітини здатні дати початок 

мієлоеритроїдним та мієлолімфоїдним клітинам-попередникам [15, 61]. 

Кістковий мозок щосекунди продукує значну кількість кровотворних 

клітин більш ніж 10 різних типів протягом всього життя людини [114]. За 

стабільних умов щогодини утворюється близько 10 млн. червоних клітин крові 

та близько 1 млн. білих клітин крові, і у той же час суворо контролюється 

кількість зрілих клітин усіх паростків гемопоезу, що циркулюють у периферійній 

крові [110].  

Дослідження кількості гемопоетичних стовбурових клітин у кістковому 

мозку, проведене методом лімітуючих розведень, свідчить, що цей показник 

знаходиться в межах від 1×10 000 до 1×100 000 клітин [50]. 

Кістковий мозок містить не лише гемопоетичні клітини, а й мезенхімальні 

стромальні клітини, що формують гемопоетичне мікрооточення, забезпечують 

підтримуючу функцію і продукують ростові фактори, які впливають на поділ та 

дозрівання кровотворних клітин [27]. Крім того, у створенні гемопоетичної ніші 

та регуляції  функціонування стовбурових клітин активну участь беруть 

васкулярні ендотеліальні клітини [121]. 

Дослідження структури кістковомозкових ніш дозволило виявити деякі 

відмінності у розташуванні стовбурових клітин та клітин-попередників, а саме: 

перші схильні перебувати у мікрооточенні, збагаченому синусоїдами та 

мегакаріоцитами, а останні знаходяться ближче до поверхні кістки, де міститься 

більше капілярів [73, 112].  



24 
 

Гемопоетичні стовбурові клітини володіють високою здатністю до 

самовідновлення [16]. Більшість стовбурових клітин у дорослому організмі 

перебувають у стані G0, що дозволяє клітинам довготривало перебувати у 

гемопоетичних нішах та у разі потреби переходити до проліферації. Завдяки 

знаходженню поза клітинним циклом стовбурові клітини більш стійкі до 

ушкоджень ДНК [142]. У відповідь на системну потребу або певне ушкодження 

ці стовбурові клітини здатні переходити до асиметричного поділу, що дозволяє 

отримати більш диференційовані клітини [20].  

Порівняно невелика частина гемопоетичних стовбурових клітин 

(вважається, що близько 5 %) постійно перебуває у мітотичному циклі, тобто 

готова до поділу та диференціювання. Дочірні клітини, які утворилися, можуть 

або слугувати самовідновленню (підтримка компартменту стовбурових клітин), 

або диференціюватися та переходити на стадію клітин-попередників. Крім того, 

гемопоетичні стовбурові клітини можуть напряму переходити до подальшого 

диференціювання, без клітинного поділу [53]. 

Для збалансованої регенерації органів і тканин та гомеостазу загалом 

стовбурові клітини повинні проходити чітко визначену послідовність етапів, на 

кожному з яких здійснюється вибір подальшого шляху – виживання клітини чи 

клітинна загибель, поділ клітини чи стан спокою, диференціювання чи 

самовідновлення, міграція чи її відсутність. Ці процеси мають бути суворо 

контрольованими, інакше може відбутися виснаження пулу стовбурових 

гемопоетичних клітин і розлад кровотворення, або ж надмірна проліферація і 

неконтрольована експансія клітин [84]. 

Стовбурові кровотворні клітини морфологічно доволі гомогенні. Вони 

характеризуються експресією певних поверхневих маркерів, зокрема, CD34 та 

CD133, Sca-1, c-Kit, а також lin–, проте кількість та варіабельність маркерів дуже 

залежить від стадії диференціювання кровотворних клітин [27]. Вважається, що 

першим на мембрані стовбурових клітин з’являється маркер CD34, а потім 

антиген гістосумісності ІІ класу (HLA-DR) [72]. 
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За підрахунками деяких дослідників, маркер CD34 експресується у 0,2–3 % 

ядровмісних клітин кісткового мозку, кордової крові та мобілізованої 

периферійної крові [72]. Більш примітивні клітини, отримані при дослідженні 

субполуляцій Lin− CD34+, експресують поверхневий антиген CD59, рецептор 

васкулярного ендотеліального ростового фактора-2 (VEGFR2), а також незначні 

рівні c-Kit (CD117), Thy-1 (CD90) та поверхневого антигену CD38 [72].  

CD133 є важливим поверхневим антигеном гемопоетичних стовбурових 

клітин людини – з його допомогою можна з великою ймовірністю відібрати саме 

CD34-позитивні клітини, адже зазвичай серед CD133-позитивних клітин буде 

більше 90 % клітин із маркером CD34 [52].  

Стовбурові клітини відрізняються не тільки за поверхневими маркерами, 

що формують їх фенотип, а й за тим, у якій стадії клітинного циклу знаходяться, 

а також різною відповіддю на ті чи інші регуляторні сигнали, що надходять від 

гемопоетичного мікрооточення [30]. Тому на сьогодні методи виявлення 

гемопоетичних стовбурових клітин зазвичай базуються на дослідженні їхніх 

функціональних властивостей, оскільки фенотипові характеристики цих клітин 

доволі нестабільні. Навіть високоочищені популяції гемопоетичних стовбурових 

клітин доволі гетерогенні щодо здатності до диференціювання та кінетики 

репопуляції, що підтверджує значимість клональних методів досліджень [16].  

Поки що залишається відкритим питання, як формуються субпопуляції у 

пулі стовбурових клітин – шляхом генетичного програмування під час їхнього 

розвитку або ж внаслідок впливу зовнішніх регуляторних факторів та 

відповідних кровотворних ніш [30].  

Гемопоетичні стовбурові клітини можна умовно розділити на два типи: 

клітини із довготривалою репопулюючою здатністю (LT-HSC), що здатні 

забезпечувати самовідновлення і мають потенціал до диференціювання 

протягом всього життя, а також клітини із короткотривалою репопулюючою 

здатністю (ST-HSC), які походять від LT-HSC та володіють більш обмеженим 

потенціалом до самовідновлення, хоча зберігають мультипотентність [90]. 
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Особливу зацікавленість викликають стовбурові клітини, що володіють 

довготривалою репопулюючою здатністю (LT-HSC), тому значну увагу 

приділяють розробці підходів, які дозволяють їх виявити [32, 34]. 

Клітини системи крові можна розподілити на п’ять класів – 

мультипотентні стовбурові клітини, поліпотентні та біпотентні, уніпотентні 

клітини-попередники, а також клас морфологічно розпізнаваних клітин (бласти, 

дозріваючі і зрілі) [138]. Мультипотентні стовбурові клітини вступають у 

диференціювання стохастично та потребують наявності гемопоетичного 

мікрооточення, що сприяє їх підтримці. Поліпотентні і біпотентні клітини 

володіють нижчим потенціалом до поділу та диференціювання. Їх 

функціонування регулюється факторами росту і колонієстимулюючими 

факторами. Уніпотентні клітини-попередники здатні диференціюватися лише в 

одному напрямку, наприклад, мегакаріоцитарному [134].  

Таким чином, система гемопоезу, центральним органом якої у дорослому 

організмі є кістковий мозок, здійснює постійне оновлення пулу клітин крові за 

рахунок наявності мультипотентних стовбурових клітин та клітин-попередників. 

На відміну від стовбурових клітин, гемопоетичні клітини-попередники є більш 

комітованими і не мають здатності до тривалого постійного самовідтворення. 

Процес кровотворення регулюється ростовими факторами, що синтезуються 

гемопоетичним мікрооточенням.  

 

1.2. Регуляція кровотворення гемопоетичним мікрооточенням  

 

Проліферація і диференціювання гемопоетичних клітин у кістковому 

мозку регулюється кровотворним мікрооточенням, що складається із 

мезенхімальних стромальних клітин, а також адипоцитів, остеобластів, 

ендотеліальних і ретикулярних клітин та макрофагів [119, 51]. Клітини, які 

формують гемопоетичні ніші, продукують значну кількість юкстакринних і 



27 
 

паракринних сигналів – зокрема, це ростові фактори, хемокіни, цитокіни, 

морфогени та молекули адгезії [59].  

Мультипотентні мезенхімальні стромальні клітини є критично важливими 

у регуляції стовбуровоклітинної ніші та у підтримці гемопоетичних клітин [11]. 

Завдяки цим властивостям їх активно використовують як новітній 

терапевтичний інструмент у лікуванні захворювань системи кровотворення [54]. 

Зокрема, котрансплантація мезенхімальних стовбурових клітин разом із 

гемопоетичними підвищує їх здатність до приживлення [88]. На сьогодні відомо, 

що склад стромальних клітин кісткового мозку не менш різноманітний, ніж його 

гемопоетичний компартмент, проте ієрархічні відносини між різними видами 

стромальних клітин і вплив кожного з них на кровотворення поки що досліджені 

недостатньо [22].  

Одними із ключових модуляторів функціонування кровотворних 

стовбурових клітин та їх нащадків є клітини-похідні остеобластів. Ці клітини 

створюють спеціалізовані лімфоїдні ніші, підтримують дозрівання В-клітин, а 

також необхідні для утворення Т-лімфоцитів [139, 75]. Результати ряду 

експериментів підтверджують те, що активація остеобластів призводить до 

експансії пулу гемопоетичних стовбурових клітин та підвищує їх довготривалу 

репопулюючу здатність [23, 123].  

Однак серед клітин, які формують гемопоетичне мікрооточення у 

кістковому мозку, є також ті, що володіють інгібіторним впливом щодо 

кровотворних клітин – це адипоцити [95]. Оскільки вони є негативними 

регуляторами процесу кровотворення, можна припустити, що фактори, які 

інгібують адипогенез у кістковому мозку, можуть сприяти відновленню 

гемопоезу, зокрема, після трансплантації [104]. 

Варто зазначити, що гемопоетичні стовбурові клітини та клітини-

попередники не є пасивними мішенями екзокринних сигналів, адже вони 

активно впливають на функціонування ніші та підтримують власну 

мультипотентність і здатність до самовідновлення [59]. 
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Належне функціонування гемопоетичних клітин визначається як 

знаходженням у відповідній ніші, так і дією регуляторних факторів, більшість із 

яких синтезується у кістковому мозку [77]. Деякі з них утворюються у нирках та 

печінці (наприклад, еритропоетин і тромбопоетин); також вони можуть 

вироблятися клітинами імунної системи.  

Частина із цих молекул є розчинними і можуть впливати на гемопоетичні 

клітини без прямого контакту із стромою, проте деякі є мембранозв’язаними і 

діють лише при безпосередній взаємодії між клітинами. Зокрема, відомо, що при 

втраті такого контакту із стромою стовбурова клітина починає 

диференціюватися, оскільки перестають діяти фактори, які забезпечували її 

перебування у недиференційованому стані [24].  

Ростові фактори впливають на гемопоетичні стовбурові клітини та 

клітини-попередники через мембранні рецептори, що зумовлює їхню 

проліферацію і диференціювання. На різних стадіях цього процесу гемопоетичні 

клітини володіють чутливістю до різних цитокінів, оскільки у процесі дозрівання 

змінюється набір відповідних мембранних рецепторів на їхній поверхні [126].  

Для кожного паростка кровотворення характерні свої ростові фактори, 

проте є цитокіни із доволі широким спектром дії, що здатні впливати на 

більшість гемопоетичних клітин на різних стадіях їх дозрівання. Одна і та сама 

клітина може синтезувати різні види цитокінів, а один і той же цитокін може 

синтезуватися різними клітинами.  

Зазвичай фактори, що діють на ранніх етапах гемопоезу та впливають 

безпосередньо на стовбурові клітини, виокремлюють у групу ранньодіючих. У 

той же час фактори, що взаємодіють із більш диференційованими клітинами, 

називають пізньодіючими.  

Серед чинників, які діють на кровотворення, присутні інтерлейкіни, 

колонієстимулюючі фактори (КСФ), еритропоетин і тромбопоетин, а також 

фактор некрозу пухлин (TNF), фактор стовбурових клітин (SCF, ліганд Kit), 

ліганд Flt-3. Більшість із них належить до родини цитокінів, проте ліганд Flt-3, 
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SCF, та макрофагальний КСФ належать до лігандів рецепторних тирозинкіназ. 

Крім того, на функціонування гемопоетичних клітин вливають сигнальні шляхи 

Wnt і Notch [113, 119].  

 Слід зазначити, що усім цим факторам притаманний складний характер дії, 

адже один цитокін може володіти декількома різними ефектами, а декілька 

різних цитокінів – однаковими ефектами. Умовно їх можна розподілити на ті, що 

мають широкий спектр дії, та ті, що специфічні лише для певної групи клітин 

[111].  

SCF, відомий також як ліганд Kit, steel-фактор, або ж фактор росту тучних 

клітин, продукується стромальними клітинами кісткового мозку. Він діє як на 

стовбурові клітини, прискорюючи їх входження у клітинний цикл, так і на 

клітини-попередники. Загалом SCF діє як ко-стимулятор інших цитокінів, 

оскільки їхня дія значно посилюється при поєднанні з цим фактором [67, 112].  

Ліганд Flt-3 також володіє тирозинкіназною активністю. Його рецептор 

Flt-3 (CD135) експресується більшою мірою на мієлоїдних клітинах-

попередниках, проте його виявляють і на лімфоїдних клітинах. Самотужки 

ліганд Flt-3 не здатен підтримувати колонієутворення гемопоетичних клітин, та 

він стає ефективним при поєднанні з Г-КСФ, а також інтерлейкіном-3 та SCF 

[89].  

TNF (або ще кахексин) є цитокіном, що існує у трансмембранній та 

розчинній формі. Його мембранна форма присутня в основному на 

моноцитах/макрофагах. Основна роль TNF – це регуляція функціонування 

імунних клітин. Крім того, він стимулює фагоцитоз та є хемоатрактантом для 

нейтрофільних гранулоцитів. TNF продукується макрофагами значною мірою у 

відповідь на дію інтерлейкіну-1 [127].  

Інтерлейкін-1 – це надродина з 11 цитокінів, що беруть участь у регуляції 

кровотворення, імунній відповіді та реакціях запалення. Ці цитокіни 

продукуються моноцитами, макрофагами, В-лімфоцитами, дендритними 

клітинами, а також фібробластами та епітеліальними клітинами. Інтерлейкін-1 
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активує Т-лімфоцити, зумовлює дозрівання В-лімфоцитів, активує NK-клітини; 

крім того, він є кофактором інтерлейкіну-3 та інтерлейкіну-6 [21]. Він також 

впливає на стромальні клітини кровотворного мікрооточення.  

Дуже суттєвим фактором впливу на функціонування гемопоетичних 

клітин є інтерлейкін-3. Його ще називають мульти-КСФ, адже він індукує 

проліферацію і диференціювання як ранніх плюрипотентних стовбурових 

клітин, так і більш диференційованих клітин-попередників. Інтерлейкін-3 

продукується активованими Т-хелперами, тучними клітинами, еозинофілами, 

NK-клітинами. Також він сприяє росту тучних клітин і вивільненню гістаміну 

[126].  

Фактором, що активно впливає на диференціювання гемопоетичних 

стовбурових клітин, є інтерлейкін-6. Його продукують макрофаги, Т-хелпери, В-

лімфоцити та клітини ендотелію. Інтерлейкін-6 також сприяє диференціюванню 

В-клітин у плазматичні клітини, секреції антитіл плазматичними клітинами, а 

також бере участь у реакціях запалення [63]. 

Стромальні клітини кісткового мозку синтезують інтерлейкін-7, що 

впливає на проліферацію і диференціювання лімфоїдних клітин-попередників 

[133, 66]. 

Серед інтерлейкінів чимало тих, які регулюють функціонування саме 

клітин лімфоїдного ряду. Зокрема, інтерлейкін-10, який вважається 

протизапальним цитокіном, продукується моноцитами, макрофагами, Т- і В-

клітинами та тучними клітинами, сприяє активації В-клітин, стимуляції Т-

хелперів, а також продукції цитокінів макрофагами [135]. Інтерлейкін-8 діє на 

лімфоцити, а також на нейтрофільні і базофільні гранулоцити. Його продукують 

макрофаги, лімфоцити, епітеліальні й ендотеліальні клітини [91].  

Важливим компонентом цитокінового сигналювання в імунній системі є 

інтерлейкін-2, оскільки він регулює активність лейкоцитів та лімфоцитів. 

Зв’язуючись із відповідними рецепторами на їх поверхні, інтерлейкін-2 активує 

В-лімфоцити та NK-клітини, а також є фактором росту Т-лімфоцитів [109, 66]. 
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Він зумовлює диференціювання Т-клітин у ефекторні Т-лімфоцити і Т-клітини 

пам’яті [14].  

Інтерлейкін-4 продукується Т-хелперами, тучними клітинами і 

макрофагами. Він діє на активовані В-клітини, Т-клітини, моноцити та клітини 

ендотелію [46]. Крім того, макрофаги синтезують інтерлейкін-15, що теж 

впливає на Т-клітини і активовані В-клітини та індукує продукцію NK-клітин 

[79]. 

Т-лімфоцити синтезують інтерлейкін-9 та інтерлейкін-14, що діють на В-

клітини. Інтерлейкін-9 також впливає на Т-лімфоцити і тучні клітини [42]. У 

регуляції диференціювання В-клітин важливу роль відіграють також 

інтерлейкін-5 та інтерлейкін-13, які продукуються Т-хелперами і тучними 

клітинами. Інтерлейкін-13 діє на моноцити та здатний пригнічувати продукцію 

макрофагами прозапальних цитокінів [46], а інтерлейкін-5 сприяє продукції 

еозинофільних гранулоцитів [122].  

Інтерлейкін-12 впливає на диференціювання активованих Т-лімфоцитів у 

цитотоксичні Т-клітини. Його синтезують Т- і В-клітини, макрофаги та 

дендритні клітини [131]. 

Важливими регуляторними чинниками у процесі гемопоезу є 

колонієстимулюючі фактори – макрофагальний (М-КСФ), гранулоцитарний (Г-

КСФ) [74], гранулоцитарно-макрофагальний (ГМ-КСФ). Г-КСФ та М-КСФ є 

відносно лінієспецифічними, тоді як ГМ-КСФ і мульти-КСФ діють на рівні 

примітивних гемопоетичних клітин і зумовлюють їхню експансію та дозрівання 

[19]. Вони продукуються в основному стромою кісткового мозку. Ці фактори 

стимулюють проліферацію гемопоетичних клітин-попередників та сприяють їх 

диференціюванню [67].  

З описаних вище факторів до ранньодіючих можна віднести інтерлейкін-1, 

інтерлейкін-3, інтерлейкін-6, SCF і TNF. Крім того, слід зазначити, що 

інтерлейкін-1 і TNF здатні індукувати синтез Г-КСФ і ГМ-КСФ.  
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Еритропоетин здатний стимулювати проліферацію і диференціювання 

комітованих клітин-попередників еритропоезу. Він впливає на еритроїдні 

бурстутворюючі одиниці (БУО-Е), активізуючи їх поділ і диференціювання, а 

також проеритробласти і базофільні еритробласти [33]. Еритропоетин 

необхідний для належної проліферації і диференціювання КУО-Е.  

Мегакаріоцитопоез також відбувається за участю еритропоетину, адже він 

сприяє диференціюванню клітини-попередника мегакаріоцитів [58]. Відомо, що 

рецептори до еритропоетину присутні не тільки на еритроїдних і 

мегакаріоцитарних клітинах-попередниках, а й на гемопоетичних стовбурових 

клітинах, стромальних та ендотеліальних клітинах.  

Тромбопоетин, який ще називають mpl-ліганд, є регулятором не тільки 

мегакаріоцитопоезу. Він здатний діяти на гемопоетичні клітини різних стадій 

розвитку. Тромбопоетин продукується стромальними клітинами кісткового 

мозку, а також клітинами нирок і печінки. Тромбопоетин відіграє певну роль у 

еритропоезі, зумовлюючи проліферацію і диференціювання еритроїдних клітин 

[103]. 

Серед сигнальних шляхів, що беруть участь у регуляції функціонування 

гемопоетичних стовбурових клітин, найбільш вивченими є Wnt і Notch [113, 

117].  

Відомо, що гемопоетичні стовбурові клітини експресують Notch1. Крім 

того, такі сигнальні інтермедіати Notch-шляху, як Notch1, Notch3 а також їх 

ліганди Jagged1 і Dll1, експресуються остеобластами, що свідчить про Notch-

опосередкований обмін сигналами у межах кістковомозкової ніші [23, 99]. Проте 

роль Notch1 та інших рецепторів цього шляху в регуляції стовбуровоклітинної 

ніші залишаються не до кінця з’ясованими. Однак точно відомо те, що існує 

безпосередній зв’язок між Notch- і Wnt-сигналюванням, що, швидше за все, 

відіграє свою роль на ранніх етапах кровотворення [113]. 

Сигнальний шлях Wnt є радше групою з кількох високо-консервативних 

сигнальних шляхів, що передають паракринні і аутокринні сигнали між 
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клітинами та забезпечують їх диференціювання. Виокремлюють один т. зв. 

канонічний Wnt-шлях та два неканонічні. У процесах самовідновлення 

гемопоетичних стовбурових клітин беруть участь усі вищезазначені Wnt-шляхи 

[83]. Проте відомо, що неканонічний ліганд Wnt5a здатний інгібувати 

канонічний Wnt-шлях, хоч так само сприяє самовідновленню стовбурових клітин 

[97]. У той же час Ctnnb1, що може вважатися первинною мішенню Wnt-

сигналювання, сприяє самовідновленню гемопоетичних клітин, однак, швидше 

за все, інгібує їх диференціювання [70]. Відомо також, що Ctnnb1 та інші 

інтермедіати Wnt-шляху часто надмірно експресуються на гемопоетичних 

клітинах при лейкемії [70]. 

Усе сказане вище стосується внутрішньої дії Wnt-сигналів безпосередньо 

на стовбурові клітини. Проте існують дані, які підтверджують можливість їх 

зовнішнього впливу – через стромальні клітини. Наприклад, зростання експресії 

Ctnnb1 у цих клітинах підвищує самопідтримну і приживлення гемопоетичних 

стовбурових клітин [96].  

До чинників, що впливають на кровотворення у кістковому мозку, 

належать також гормони і паракринні фактори, зокрема, паратироїдний гормон, 

естроген і простагландин Е2 [94]. Гемопоетичні стовбурові клітини та клітини-

попередники не володіють рецепторами до паратироїдного гормону, тож він діє 

на них опосередковано – через остеобласти і остеокласти [23].  

У той же час естроген впливає на гемопоетичні клітини напряму, оскільки 

стовбурові клітини володіють рецепторами до цього гормону, проте він здійснює 

свій вплив і опосередковано, через клітини гемопоетичної ніші [94].  

Простагландин Е2 здатний діяти напряму на гемопоетичні стовбурові 

клітини, оскільки вони експресують відповідні рецептори [56]. Це сприяє 

самовідновленню кровотворних стовбурових клітин та їх хоумінгу, а також 

інгібує апоптоз.  

Загалом можна стверджувати, що нормальне функціонування пулу 

гемопоетичних клітин у кістковому мозку забезпечується спільною дією 
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клітинних елементів мікрооточення, регуляторних факторів, у тому числі деяких 

гормонів, а також сигналів, що опосередковуються нейронами.  

Дуже важливим є аналіз взаємодії між мезенхімальними та кровотворними 

клітинами у кістковому мозку при дослідженні патологічних станів, що 

виникають у системі гемопоезу [139]. Наприклад, було з’ясовано, що лейкемію 

можуть зумовити мутації у тих клітинах-складових кістковомозкової ніші, що не 

є гемопоетичними – а саме, у остеобластах [71].  

Результати нещодавніх досліджень підтверджують, що механізми 

розвитку, а також успішність терапії злоякісних захворювань гемопоетичної 

системи, таких як мієлодиспластичні синдроми, гостра мієлоїдна лейкемія, 

мієлопроліферативні неоплазми, залежать не тільки від особливостей самих 

злоякісних клітин, а й від дії кістковомозкового мікрооточення [73, 65].  

Дослідження мезенхімальних стромальних клітин у осіб із МДС дозволило 

виявити порушення у їх функціонуванні, що можуть призводити до розвитку 

цього захворювання. Так, було проаналізовано Wnt-шлях сигналювання у 

кістковомозковій ніші та виявлено зміни у регуляції канонічного і неканонічного 

Wnt-шляхів, а також дефектне диференціювання клітин у остеогенному та 

адипогенному напрямках. У той же час застосування терапевтичних агентів, що 

здатні активувати канонічний Wnt-сигналінг, підвищило проліферацію 

кістковомозкових клітин [70]. 

Отже, ідентифікація елементів мікрооточення та механізмів регуляції 

компартменту гемопоетичних клітин дозволить краще зрозуміти тканинний 

гомеостаз і регенерацію системи кровотворення [29]. Вивчення клітинних та 

молекулярних компонентів гемопоетичної ніші створює можливості для 

розробки новітніх терапевтичних стратегій при захворюваннях системи 

кровотворення, зокрема, при анеміях, дефектах коагуляції та неопластичних 

захворюваннях [54].  
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1.3. Мієлодиспластичний синдром – загальна характеристика та 

особливості  

 

Мієлодиспластичний синдром – це клональне неопластичне захворювання 

кровотворної системи, яке характеризуються неефективним гемопоезом, 

дисплазією кісткового мозку та цитопенією у периферійній крові, іноді 

фатальною, а також високим ризиком трансформації у гостру лейкемію [17]. Так, 

ризик трансформації МДС у гостру мієлоїдну лейкемію становить 20 % протягом 

5 років [136].   

У більшості випадків МДС виникає через мутації у мультипотентних 

стовбурових клітинах кісткового мозку, внаслідок чого порушуються процеси 

диференціювання клітин та зростає рівень апоптозу. При цьому відбувається 

клональна експансія аномальних клітин.  

Загалом мієлодиспластичні синдроми – це гетерогенна група доволі 

рідкісних захворювань, що виникають в основному в осіб літнього віку (близько 

половини пацієнтів старші за 70 років). Частота виникнення МДС в середньому 

становить 4 випадки на 100 000 осіб на рік [93].  

Зазвичай на ранніх стадіях захворювання будь-які симптоми відсутні, а 

згодом можуть розвинутись такі ознаки, як анемія, кровотечі, часті інфекції, 

спленомегалія та гепатомегалія, втрата ваги. Анемія зумовлює втомлюваність і 

слабкість, а тромбоцитопенія може спричинити геморагічний діатез. У близько 

20 % осіб, хворих на МДС, можуть бути практично відсутні будь-які симптоми 

хвороби. Причинами смертності при МДС у більшості випадків стають 

інфекційні захворювання і геморагії [93]. 

МДС може бути первинним, тобто зумовленим певними успадкованими 

порушеннями у геномі (близько 90 % усіх випадків захворювання),  або ж 

вторинним, набутим (близько 10 % випадків) [55].  

Первинний МДС є наслідком незворотного прогресуючого клонального 

порушення у гемопоетичних стовбурових клітинах, нащадки яких 
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диференціюються і дозрівають, проте отримані з них клітини крові 

функціонально і структурно неповноцінні [36]. Кістковий мозок при МДС може 

бути гіперклітинним або гіпоклітинним; у той же час у периферійній крові 

спостерігається різке падіння кількості еритроцитів, лейкоцитів та тромбоцитів 

[36]. Це зумовлено аномальною проліферацією клітин і блокадою їх 

диференціювання [81]. Як правило, найбільш типовим видом цитопенії при МДС 

є анемія; найрідше зустрічаються випадки захворювання із тромбоцитопенією 

[140].   

Зазвичай МДС розвивається із невеликої популяції гемопоетичних 

стовбурових клітин, що містять певні мутації геному та характеризуються 

порушеннями у його епігенетичній регуляції. Ці клітини здатні персистувати в 

організмі людини і внаслідок неопластичної проліферації роблять свій внесок у 

прогресію цього захворювання [118]. Так, було з’ясовано, що гемопоетичні 

стовбурові клітини із клональним порушеннями можуть продовжувати 

персистувати в організмі хворого на МДС навіть за наявності повної 

морфологічної ремісії після терапії агентами, що регулюють метилювання ДНК 

(азацитидин і воріностат) [132].  

Стовбурові клітини при первинному МДС володіють рядом поверхневих 

маркерів, зокрема, таких як CD99, CD123, IL1RAP [118]. У випадку МДС 

високого ризику гемопоетичні стовбурові клітини можуть також мати ознаки, що 

притаманні фенотипово примітивним клітинам – Lin–, CD34+, CD38, CD90+ [132], 

а також CD49f+ та CD45RA– [115].  

Вторинний МДС виникає внаслідок дії певного мутагену, наприклад, при 

терапії ряду захворювань (хвороби Ходжкіна, неходжкінської лімфоми, 

множинної мієломи) або у результаті дії певного токсичного агента, зокрема, 

бензену чи толуолу. Доведеним також є вплив на появу МДС таких сполук, як 

алкілюючі хіміотерапевтичні агенти, а також інгібітори ДНК-топоізомерази ІІ 

[55]. Крім зазначених вище чинників, до факторів ризику також належать вплив 

іонізуючої радіації, наприклад, при радіотерапії, а також дія важких металів – 
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ртуті і свинцю [93]. Також появі МДС може сприяти терапія автоімунних 

розладів.  

Іноді окремо виділяють саме ті випадки захворювання на МДС, де 

доведеним є їх виникнення внаслідок терапії (t-МДС, therapy-related) [26]. 

Дослідники стверджують, що частка таких захворювань може становити 20 % 

від загальної кількості.  

Для діагностики МДС зазвичай застосовують кількісний і якісний аналіз 

клітин периферійної крові, біоптатів і аспіратів кісткового мозку, цитогенетичні 

дослідження гемопоетичних клітин, виявлення однонуклеотидних 

поліморфізмів у цих клітинах, тести на наявність соматичних мутацій, проточну 

цитометрію та імунофенотипування, FISH і клоногенні дослідження 

(колонієутворення) [31, 41]. Ефективним є також застосування молекулярних 

маркерів, що дозволяють виявити генетичні зміни, які спричиняють ту чи іншу 

форму цього захворювання. Крім того, завдяки дослідженню геному визначені 

прогностичні маркери, на основі яких можна робити припущення про подальший 

перебіг МДС і підбирати оптимальні терапевтичні підходи [31].  

Діагностування МДС може бути утрудненим через значну кількість інших 

факторів, що здатні зумовити цитопенію. Іноді МДС розвивається паралельно із 

іншим захворюванням, наприклад, MDS/MPN (MDS/MPN overlap syndromes, 

тобто поєднання МДС та мієлопроліферативних неоплазм), що дуже ускладнює 

діагностику [107, 47, 35]. Точний діагноз повинен базуватися на поєднанні 

клінічних даних та морфологічних досліджень гемопоетичних клітин, а також 

імунофенотипування і генетичного тестування [48].  

Загалом, «золотим стандартом» у діагностуванні МДС є цитоморфологія 

периферійної крові та кісткового мозку, цитогенетика із диференційним 

забарвленням хромосом (G-бендинг), гістоморфологія і аналіз соматичних 

мутацій [93]. 
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Схеми класифікації МДС базуються на таких критеріях, як морфологічні 

особливості гемопоетичних клітин і їх вміст, рівень дисплазії, наявність 

кільцевих сидеробластів [85], фіброз і гіпоклітинність кісткового мозку [48]. 

За ФАБ-класифікацією 1982 р. було виокремлено 5 форм МДС: 

рефрактерна анемія; рефрактерна анемія з надлишком бластів; рефрактерна 

анемія з надлишком бластів у трансформації; рефрактерна анемія з кільцевими 

сидеробластами; хронічна мієломоноцитарна лейкемія [55].  

Наприкінці 1990-х рр. експерти ВООЗ розробили класифікацію МДС, яка 

включала, поряд із морфологічними ознаками патологічних клітин, дані 

цитогенетичного, молекулярно-генетичного та імуноцитологічного аналізу. У 

1999 р. було опубліковано удосконалену класифікацію пухлин гемопоетичної і 

лімфоїдної тканин, внаслідок чого з’явилися нові категорії МДС. Таким чином, 

виокремили 8 форм МДС: рефрактерна анемія; рефрактерна анемія з кільцевими 

сидеробластами; рефрактерна цитопенія з мультилінійною дисплазією; 

рефрактерна цитопенія з мультилінійною дисплазією та кільцевими 

сидеробластами; рефрактерна анемія з надлишком бластів; МДС 

некласифікований; МДС, асоційований з ізольованою делецією del(5q) [45, 129].  

У 2008 р. ВООЗ розробила нову схему класифікації пухлин гемопоетичної 

та лімфоїдної тканин, у якій більшою мірою враховувалися дані генетичних 

досліджень, проте також бралася до уваги морфологія гемопоетичних клітин 

периферійної крові і кісткового мозку [124, 137, 25]. Так, за класифікацією 2008 

р. виокремлювали 7 форм МДС: рефрактерні цитопенії (зокрема, рефрактерна 

анемія, рефрактерна нейтропенія, рефрактерна тромбоцитопенія), рефрактерна 

анемія з кільцевими сидеробластами, рефрактерна цитопенія з мультилінійною 

дисплазією, рефрактерна анемія з надлишком бластів, МДС некласифікований, 

МДС, асоційований з del(5q), рефрактерна анемія дитячого віку [40, 130]. 

Згодом було ідентифіковано ряд унікальних біомаркерів, пов’язаних із 

певними мієлоїдними неоплазмами та гострими лейкеміями, в основному 

завдяки аналізу експресії генів і сиквенсу нового покоління [44]. Внаслідок цього 
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з’явилася змога значно покращити діагностичні критерії при МДС, а також 

оцінити прогностичну значимість тих категорій захворювань, які були включені 

у загальну класифікацію [13]. 

У 2016 р. було розроблено та опубліковано 4-ту класифікацію ВООЗ 

мієлодиспластичних неоплазм, що представляє перегляд попередньої 

класифікації, радше ніж нову класифікацію, і включає нові клінічні, 

прогностичні, морфологічні, імунофенотипові та генетичні дані [18]. У цій 

класифікації як найбільш важливі критерії ідентифікації різних форм МДС 

використовують не тип цитопенії, а ступінь вираженості дисплазії 

та відсотковий вміст бластних клітин у крові та кістковому мозку. 

Згідно з цією класифікацією, виділяють 7 форм МДС: МДС із 

однолінійною дисплазією (МДС-ОЛД); МДС із кільцевими сидеробластами 

(МДС-КС, в межах цієї підгрупи існують варіанти МДС-КС із однолінійною 

дисплазією та МДС-КС із мультилінійною дисплазією); МДС із мультилінійною 

дисплазією (МДС-МЛД); МДС із надлишком бластів (МДС-НБ); МДС 

некласифікований (МДС-Н); МДС із ізольованою хромосомою del(5q) (так 

званий 5q синдром); рефрактерна цитопенія дитячого віку [13, 49]. У сучасній 

класифікації ВООЗ рефрактерна цитопенія дитячого віку залишається 

як попередня нозологічна форма. 

Дедалі більшого значення у класифікації типів МДС набувають генетичні 

особливості клітин, зокрема, наявність цитогенетичого маркера  del(5q), мутація 

SF3B1 та мутація TP53 [78]. 

У 2022 р. були опубліковані класифікація ICC (International Consensus 

Classification) і 5-та класифікація ВООЗ (WHO-класифікація, WHO5). Згідно з 

цією класифікацією, усі форми МДС тепер вважаються мієлодиспластичними 

неоплазмами, що характеризуються цитопенією і морфологічною дисплазією 

[39,  141]. Їх розподіляють на ті, що мають конкретні генетичні аномалії, та ті, 

що мають певні характеристики морфологічного характеру [69].  
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До групи МДС із генетичними аномаліями належать 3 форми 

захворювання: МДС із низьким вмістом бластів та ізольованою делецією 5q 

(МДС-5q); МДС із низьким вмістом бластів і мутацією SF3B1 (МДС- SF3B1); 

МДС із біалельною інактивацією TP53 (МДС- biTP53) [13].  

До групи МДС, які визначаються за морфологічними ознаками, належать 

4 форми захворювання: МДС із низьким вмістом бластів (МДС-LB); МДС 

гіпопластичний (МДС-h); МДС із підвищеним умістом бластів (МДС-IB); МДС 

із фіброзом (МДС-f) [69, 64].  

Такі зміни у класифікації є наслідком того, що більшого значення надають 

саме генетично зумовленим типам захворювання, тоді як менше наголошують на 

тих ознаках групування, які використовували раніше для виокремлення груп 

ризику (вміст бластів, наявність кільцевих сидеробластів, кількість паростків 

кровотворення із дисплазією) [69]. У той же час для визначення ризиків надають 

перевагу більш комплексним схемам, таким як IPSS-R (Міжнародна 

прогностична система оцінки для МДС, Revised International Prognostic Scoring 

System for MDS) [43, 78]. 

Визначення типу МДС на основі генетичних та молекулярних 

особливостей захворювання має критичне значення для вибору терапевтичної 

стратегії і прогнозування перебігу хвороби [48].  

У подальшому, швидше за все, класифікація МДС відбуватиметься саме на 

основі типів генетичних порушень у клітинах, проте їхні морфологічні 

характеристики також слід брати до уваги, оскільки вони відображають 

фенотиповий прояв наявних генетичних аномалій [48].  

Вважається, що переважна більшість випадків захворювання на МДС 

зумовлена певними порушеннями у геномі – це можуть бути цитогенетичні 

аномалії, мутації генів та аномальна експресія генів [57].  

Згідно з даними деяких досліджень, характерні генетичні аномалії 

виявляються у 90 % осіб із МДС [31, 80]. На сьогодні виявлено близько 50 генів, 

мутації у яких можуть бути пов’язані із МДС. За деякими оцінками, клональні 
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цитогенетичні аномалії присутні у 50-60 % осіб із МДС. Найчастіше серед них 

трапляються делеції хромосом 5q та 7q, моносомія 7, трисомія 8, а також складні 

каріотипи [57]. 

Генетичні мутації, які були виявлені у осіб із МДС, зазвичай стосуються 

тих генів, що забезпечують сплайсинг РНК, наприклад, гени SF3B1, SRSF2, 

U2AF1, ZRSR2, LUC7L2, DDX41 [28, 68]. Найчастіше це мутація гену SF3B1, тож 

на основі цього виокремлюють таку форму захворювання, як МДС із низьким 

вмістом бластів та мутацією SF3B1 (МДС-SF3B1) [86, 87]. Крім того, 

трапляються випадки МДС із мутацією гена TP53; цю форму захворювання 

називають МДС із біалельною інактивацією TP53 (МДС-biTP53). Мутацію TP53 

зазвичай пов’язують із агресивністю перебігу захворювання; вона часто 

виявляється паралельно з делецією хромосоми 5q [57, 80, 106]. 

Наявність певних соматичних мутацій у геномі підвищує ризик появи 

МДС – йдеться про мутації у таких генах, як DNMT3A, TET2 і  ASXL1 [37].  

Новітні геномні технології, такі як однонуклеотидний поліморфізм та 

секвенування нового покоління, дозволили виявити ще один ряд мутацій, які 

також залучені до патогенезу МДС [100]. Ідеться про гетерозиготні делеції, що 

зумовлюють гаплонедостатність експресії генів (наприклад, гени CSNK1A1, 

DDX41 на хромосомі  5 та гени CUX1, LUC7L2, EZH2 на хромосомі 7) [57].  

Дані ряду доклінічних досліджень свідчать про те, що МДС високого 

ризику та споріднена з ним гостра мієлоїдна лейкемія характеризуються одними 

й тими ж генетичними аномаліями. Гостра мієлоїдна лейкемія, що має риси, 

близькі до МДС, відрізняється від de novo лейкемії саме наявністю таких 

хромосомних аномалій, як делеції 5q, 7/7q, 20q, що типові і для МДС [140, 105].  

Слід зазначити, що окрім генетичних порушень, у гемопоетичних клітинах 

хворих на МДС виявляються епігенетичні зміни, зокрема, порушення у профілях 

метилювання ДНК [132]. Генетичні мутації,  які зумовлюють ці порушення 

епігенетичних процесів, найчастіше стосуються генів модифікації гістонів 
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(наприклад, ASXL1 та EZH2), а також генів метилювання ДНК (TET2, DNMT3A, 

IDH1/IDH2) [57, 80]. 

Гетерогенна природа МДС вимагає комплексних і персоналізованих 

терапевтичних підходів.  Лікувальні алгоритми при МДС залежать від коректної 

діагностики та точних прогностичних стратегій [31]. Прогноз перебігу 

захворювання здійснюється на основі міжнародної прогностичної системи IPSS-

M (Molecular International Prognostic Scoring System), що бере до уваги усі ризики, 

зокрема, наявність соматичних мутацій [93]. 

За наявності МДС низького ризику терапія зазвичай спрямована на 

подолання цитопенії та запобігання ускладненням, таким як кровотечі і складні 

інфекції. Крім того, важливим є усунення наслідків частих трансфузій, а саме, 

застосування препаратів для хелатування заліза. При МДС високого ризику 

головною метою лікування є модифікувати перебіг захворювання, обмежити 

його прогресію та покращити показники виживаності пацієнтів [108].  

До терапевтичних підходів при МДС належить, у першу чергу, алогенна 

трансплантація гемопоетичних стовбурових клітин, що може сприяти повному 

одужанню, проте не завжди можлива для пацієнтів літнього віку. Поширеним 

також є застосування ростових факторів, наприклад, еритропоетину і 

гранулоцитарного колонієстимулюючого фактора [55].  

Доволі ефективними є гіпометилюючі агенти (азацитидин), 

імуномодулюючі препарати та підтримуюча терапія – трансфузія еритроцитів 

разом з препаратами для хелатування заліза, а також застосування 

тромбоцитарної маси [120, 93].  

Ефективність гіпометилюючих агентів (5-азацитидин і децитабін) при 

лікуванні МДС пояснюється тим, що саме метилування ДНК є критичним у 

регуляції експресії генів, а втрата контролю за цим процесом може призвести до 

неконтрольованої проліферації клітин кісткового мозку [38].  
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Ці підходи не можуть забезпечити повне одужання пацієнтів із МДС, проте 

вони підвищують якість їхнього життя, запобігаючи цитопенії та подальшій 

прогресії захворювання.  

Серед цитопеній, які присутні при МДС, більш поширеною є анемія, і її 

доволі успішно лікують агентами, що стимулюють еритропоез. Проте 

тромбоцитопенія і нейтропенія, що трапляються рідше, і досі потребують 

розробки більш ефективних препаратів для терапії [108].  

Інгібітори ДНК-метилтрансферази забезпечують належний профіль 

метилювання ДНК у гемопоетичних клітинах і сповільнюють прогресію МДС до 

гострої мієлоїдної лейкемії [128, 38].  

Оскільки клітини при МДС доволі швидко проліферують і можуть мати 

високу теломеразну активність, ефективним виявився препарат іметелстат, що є 

інгібітором теломерази [116]. 

Деякі препарати застосовуються лише для пацієнтів із МДС, спричиненим 

конкретними мутаціями та цитогенетичними аномаліями – зокрема, леналідомід 

є ефективним для осіб із делецією 5q, а луспатерцепт – при мутації SF3B1 [93].  

Краще розуміння МДС високого ризику і механізмів прогресії 

захворювання дозволило розробити нові терапевтичні підходи, зокрема, 

застосування препарату венетоклакс разом із гіпометилюючими агентами, а 

також триплетну терапію та засоби, що ефективні при конкретних мутаціях, 

включно з FLT3 і IDH1/2 [140, 125].  

МДС має складну патофізіологію, що зумовлює наявність численних 

мішеней потенційних терапевтичних втручань. В останні роки було досягнуто 

значного прогресу у розробці моделей для доклінічного вивчення МДС, що 

дозволило детальніше дослідити патогенез цього захворювання, а також виявити 

молекули-мішені у клітинах-попередниках для його подальшої таргетної терапії 

[118].  

Загалом, вивчення гемопоетичних стовбурових клітин та клітин-

попередників при МДС дозволяє виявити ті сигнальні шляхи, які можуть стати 



44 
 

цілями для розробки нових ефективних терапевтичних стратегій щодо цього 

захворювання [118].  
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РОЗДІЛ 2. МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ 

 

2.1. Отримання кісткового мозку досліджуваних ссавців 

  

2.1.1. Виділення клітин кісткового мозку миші та щура. Виділення 

клітин кісткового мозку проводили за загальною методикою у нашій 

модифікації. Джерелом клітин у лабораторних тварин є стегнова, плечова та 

гомілкова кістки. Вибір тварин для експерименту залежить від поставлених 

завдань експериментатора. Найчастіше використовують лінійних лабораторних 

тварин, яких отримують шляхом імбридингу. В експерименті використовували 

мишей лінії СВА, статево зрілих самців вагою 30 – 32 г, а також щурів Wistar, 

статево зрілих самців вагою 450 – 480 г.  

При проведенні досліджень дотримувались міжнародних правил та 

принципів Європейської конвенції «Про захист хребетних тварин, які 

використовуються для експериментів та інших наукових цілях» (Страсбург, 

1986), і «Загальних етичних принципів експериментів на тваринах» (Київ, 2001) 

та Закону України № 3447 «Про захист тварин від жорстокого поводження» IV 

від 21.02.2006 р. (Додаток 2). 

Евтаназію мишей проводили методом цервікальної дислокації спинного 

мозку у шийному відділі. Щурів виводили з експерименту у парах ефіру.  

Поміщали тушки тварин в ємність із 3 % розчином пероксиду водню на кілька 

хвилин для знезараження шкіри та хвоста. Тушки висушували за допомогою 

стерильної марлі та поміщали в іншу ємність із 70 % розчином етилового спирту 

на кілька хвилин для знезараження шкіри, хутра та хвоста. Далі робили розріз на 

шкірі в нижній третині живота по середній лінії, продовжуючи розріз по середній 

лінії стегна вниз до стопи.  

Для  відділення шкіри від тканин, робився круговий надріз в районі таза, 

після чого відділяли шкіру, відтягнувши її в напрямку таз-стопа. Для виділення 

комплексу задніх кінцівок в області вертлюжної западини робився надріз, таким 
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чином, щоб тазостегновий суглоб залишався інтактним. У середині стопи 

робився круговий надріз, що дозволяло відокремити шкірний клапоть. При 

цьому гомілковостопний суглоб залишався цілий.  

Після виділення стегнові кістки переносили у першу із трьох чашок Петрі 

діаметром 60 мм (перша та друга нестерильні, третя – стерильна). 

Відокремлювали м'язи від кісток та відрізали суглоб, не пошкодивши епіфізи 

кістки. Після цього кістку промивали кілька разів у фізіологічному розчині у 

двох чашках  з додаванням антибіотиків пеніциліну та стрептоміцину. У другій 

чашці Петрі проводили транспортування кістки до ламінарного бокса, де за 

дотриманням умов асептики перекладали кістку у третю стерильну чашку Петрі. 

Наступні маніпуляції та очищення кістки проводили в асептичних умовах. 

2.1.2. Отримання суспензії кістковомозкових клітин ссавців. Оцінка 

життєздатності та підрахунок кількості кровотворних клітин. Для 

отримання суспензії мононуклеарів кісткового мозку у стерильний 

пеніциліновий флакон за допомогою шприца на 1 мл вносили живильне 

середовище типу DMEM, із 9 % FBS, 1 % L-глутаміну (2мМ) та антибіотики: 

пеніцилін та стрептоміцин. Стерильними ножицями, тримаючи кістку за діафіз, 

обережно відрізали епіфізи.  

Тримаючи кістку у вертикальному положенні над пеніциліновим 

флаконом, за допомогою шприца з голкою великого діаметра вставляли голку у 

кістковомозковий канал. Після цього над пеніциліновим флаконом починали 

повільно промивати кістковомозковий канал з двох сторін до повного видалення 

клітин з каналу (при цьому кістка ставала білою і злегка прозорою). Потім двічі 

змінювали голки меншого діаметру та ресуспендували отриману суспензію 

кілька разів. Далі відбирали 100 мкл суспензії та вносили в інший пеніциліновий 

флакон та додавали 900 мкл середовища. 

Таким чином, нами було отримано суспензію, розведену у 10 разів. Після 

цього, для підрахунку кількості кровотворних клітин, за допомогою 

автоматичної піпетки відбирали 10 мкл суспензії та вносили у камеру Горяєва. 
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Підрахунок кількості клітин проводили за допомогою інвертованого мікроскопа 

у 5 квадратах по діагоналі.  

 Далі робили розрахунок за формулою:  

      

     Х•5•1000•10 

 

Х – отримана кількість клітин; 

5 – перерахунок на 25 квадратів; 

1000 – початковий об'єм середовища (1 мл); 

10 – кількість розведень. 

Після завершення роботи з концентрованою суспензію, пеніциліновий 

флакон залишали за температури танучого льоду (0 °C). 

2.1.3. Культивування клітин кісткового мозку ссавців in vitro. Перед 

культивуванням проводили розрахунки кількості клітин для постановки 

експерименту у 24-лунковому планшеті. В одну лунку, об'ємом 500 мкл, 

вміщується суспензія наступного складу: живильне середовище DMEM, із 9 % 

FBS, 1 % L-глутаміну (2мМ) та з антибіотиками пеніциліном і стрептоміцином; 

ростовий фактор (GM-CSF) у концентрації 20 нг/мл; агар у концентрації 0,33 %; 

початкова суспензія з клітин. Для достовірності отриманих результатів 

дослідження проводили у 3 повторах, тобто використовували 3 лунки.  У пусті 

лунки по периметру вносили по 500 мкл фізіологічно розчину для створення 

вологості. Культивування клітин кісткового мозку відбувалось у термостаті 

протягом 8 діб для щура, 10 діб для миші за умов присутності 5 % вуглекислого 

газу, абсолютній вологості, 37 °C. 

2.1.4. Оцінка колонієутворення кровотворними клітинами ссавців. 

Аналіз результатів культивування кровотворних клітин проводили за допомогою 

інвертованого мікроскопа. Підраховували 3 види колоній – компактні, компактні 

з “вінчиком” (змішані) та дифузні. За колонію приймали агрегати, що містили 

більше 40 клітин. Клітинні агрегати, які складаються з 20 – 40 клітин, вважали 
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великими кластерами, а від 3 до 20 клітин – малими кластерами. 

2.1.5. Підготовка препаратів гемопоетичих клітин ссавців і їх 

морфологічна оцінка. 

2.1.5.1. Підготовка препаратів культивованих клітин (pick-up). Цей 

метод дозволив нам більш детально дослідити вміст однієї колонії, 

використовуючи світловий мікроскоп. Спочатку під інвертованим мікроскопом 

обирали колонію (більше 40 клітин). Потім її переносили на заздалегідь 

підготовлене предметне скельце та розподіляли по всій площі.  Забарвлювали за 

Паппенгеймом та досліджували під світловим мікроскопом. 

2.1.5.2. Підготовка цитоцентрифужних препаратів клітин кісткового 

мозку. Метод підготовки цитоцентрифужних препаратів дозволив нам провести 

якісний аналіз досліджуваних клітин. Для цього, нами було використано 

суспензії для культивування in vitro з відомою кількістю клітин. Препарати 

кісткового мозку отримували за допомогою центрифугування на цитоцентрифузі 

протягом 1 хв, при 500 об/хв. Під час використання спеціальних кювет для 

цитоцентрифуги, клітинний матеріал розпластувався на предметному склі у 

фіксованому колі діаметром близько 5 мм. Далі препарати висушували на 

повітрі, забарвлювали за Паппенгеймом та мікроскопіювали під світловим 

мікроскопом. 

2.1.5.3. Підготовка препаратів клітин периферійної крові 

лабораторних тварин. Нами було проведено забір периферичної крові мишей 

та щурів за допомогою видалення кінчика хвоста. Процедура виконувалась 

шляхом підрізання (ампутації) кінчика хвоста довжиною не більше 1 мм (у 

мишей) або 2 мм (у щурів). Попередньо, хвіст обробляли 70 % етилового спирту. 

Мазки висушували на повітрі та маркували. Наступним етапом було забарвлення 

отриманих препаратів за Паппенгеймом та дослідження під світловим 

мікроскопом. 

2.1.5.4. Забарвлення препаратів лабораторних тварин за 

Паппенгеймом. Для забарвлення мазків периферичної крові, pick-up та 
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цитоцентрифужних препаратів нами був використаний метод за Паппенгеймом. 

За допомогою забарвлення препарату найбільш чітко виявляється детальна 

структура як ядра, так і цитоплазми.  

Забарвлення отриманих препаратів проводили під витяжною шафою 

(Labcaire Systems, Великобританія) із використанням гематологічних барвників. 

Попередньо зафіксовані препарати периферичної крові та кісткового мозку 

забарвлювали за методом Паппенгейма барвником-фіксатором Май-Грюнвальда 

(Макрохім, Україна) та барвником Романовського-Гімза (Sigma, США). 

Останній складається з лужної (Азур ІІ) і кислої (еозин) частин. Азур ІІ 

забарвлює структури клітин в яскраво-синій колір, а еозин – в рожево-червоний. 

Лужні частини клітин зв’язуються і забарвлюються кислими барвниками, а кислі 

– лужними.   

  

2.2. Виділення і культивування клітин кісткового мозку людини в 

нормі і порушенні гемопоезу  

 

Донорами кісткового мозку виступали умовно здорові особи, що 

проходили планове лікування в ДУ «Інститут травматології та ортопедії НАМН 

України». Дослідження виконувались згідно з загальноприйнятими етичними 

нормами та принципами, визнаними Гельсінською декларацією Всесвітньої 

Медичної Асоціації, яка передбачає інформовану згоду донорів на участь у 

наукових дослідженнях (Додаток 2). Пацієнти надавали письмову згоду для 

проведення наукових досліджень з їх біологічним матеріалом. Досліджуваним 

матеріалом людини виступав кістковий мозок з фрагментів ребер  гематологічно 

здорових осіб, котрі перенесли торакальну операцію.  Крім того,  

використовували кістковий мозок, отриманий при діагностичній стернальній 

пункції, якщо після оцінки препаратів виявлялася відсутність 

онкогематологічного захворювання.  

Із зразків кісткового мозку готували суспензію кістково-мозкових клітин. 
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Здійснювали розділення суспензії у градієнті щільності Histopaque. Для цього 

суспензію клітин кісткового мозку в обсязі 1 мл змішували із 3 мл розчину PBS. 

Отриману суміш обережно нашаровували на 3 мл розчину Histopaque (під кутом 

45°) у центрифужній пробірці. Здійснювали центрифугування протягом 30 хв. 

при 750 g. Результатом центрифугування було розділення гемопоетичних клітин. 

Після цього вилучали мононуклеари та тричі відмивали центрифугуванням у 10 

мл PBS протягом 10 хв. при 650 g. Після цього клітини змішували із живильним 

середовищем та проводили культивування за умов in vitro. 

2.2.1. Забір і визначення показників кісткового мозку та периферійної 

крові пацієнтів із МДС. Об'єктом дослідження був кістковий мозок і 

периферична кров хворих з мієлодиспластичним синдромом (МДС-ІВ), що 

перебувaли нa стaцioнaрнoму лiкувaннi гeматoлoгiчнoгo віддiлення ДУ 

«Інститут гематології і трансфузіології». Дo дoслiджувaнoї групи вхoдили 

пaцiєнти, яким дiaгнoз було встaнoвленo вперше. Всі пацієнти перед початком 

дослідження підписували добровільну інформовану згоду. 

Зa чaс виконaння рoбoти булo прoвeдeнo дoслiдження бiолoгiчнoгo 

мaтеріaлу у культурі клiтин in vitro та in vivo вiд 20 пaцiєнтiв. 

Зaбiр кiсткoвoгo мoзку здiйснювaв лікар шляхoм стернaльнoї пункцiї зa 

дoпoмoгoю гoлки Кaсирськoгo тa стерильнoгo шприцa. 2 мл КМ відбирали у 

прoбiрку, що містила середовище для культивування DMEM (Sigma, СШA) тa 

гепaрин (Sigma, СШA); (у спiввiднoшеннi 9:1, вiдпoвiднo), iз дoтримaнням 

асептичних умoв. Мaтерiал трaнспoртувaли зa тeмперaтури 00С. 

З метою отримання фракції мононуклеарів суспензію клiтин спoчaтку 

рoзводили рoзчинoм PBS (Sigma, СШA) у співвідношенні 1:3 для зменшення 

йoгo щiльнoстi, a пoтiм центрифугувaли прoтягoм 30 хвилин при 750 g у градієнтi 

щiльнoстi. Для цoгo використoвувaвся Hystopaque (Gibco, СШA) зi щiльнiстю 

1,077 г/мл. Особливість методики полягає в тому, що еритроїдна маса і 

багатоядерні клітини при центрифугуванні осідають на дно пробірки, а 

мононуклеари кісткового мозку формують біле кільце на межі фаз сироватка-
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Hystopaque (Білько Н.М., 2006, Гольдберг Е.Д., 1992). Кільце відбирали за 

допомогою автоматичної піпетки і отримані міелокаріоцити тричі відмивали в 

розчині PBS (Sigma, США). 

Пiдрaхунoк кiлькoстi клiтин у суспензiї прoвoдили мелaнжерним мeтoдoм 

у кaмeрi Гoряєвa iз використaнням мiкрoскoпa (Zeiss, Нiмеччина) при збiльшеннi 

× 400. Визначення значення живих та мертвих клiтин виконували iз 

зaстoсувaнням рoзчину трипaнoвoгo синього (Sigma, СШA). 

2.2.2. Культивувaння клiтин in vitro у нaпiврiдкoму aгaрi. 

Культивувaння клiтин in vitro у нaпiврiдкoму aгaрi прoвoдили у 24-лунковому 

плaншетi (Nunc, Німеччина). Суспензію для культивування гoтувaли нa oснoвi 

середoвищa DMEM (Sigma, СШA), яке мiстилo 20 % фетaльнoї телячoї 

сирoвaтки (Sigma, СШA), L-глютaмiн (Sigma, СШA) та антибіотики (пеніцилin 

(Київмедпрепарат, Укрaїнa) тa стрептоміцин (Київмедпрепарат, Укрaїнa ) пo 100 

Од/мл). Крiм тoгo, дo культурaльнoгo середoвищa дoдaвaли ГМ-КСФ (Sigma, 

СШA), який пoпередньo рoзвoдили стерильним фізіологічним розчином тaк, щoб 

йoгo кiнцевa кoнцентрaцiя стaнoвилa 40 нг/мл. 

Для отримання нaпiврiдкoгo середoвищa використoвувaли бaктoaгaр 

(Difco, СШA) iз вихiднoю кoнцентрaцiєю 3,3 %, з метою oтримaння кiнцевої 

кoнцентрaцiї пiсля рoзведення 0,033%. Суспензiю клiтин кiсткoвoгo мoзку 

дoдaвaли тaким чинoм, щoб кiнцевa їх кoнцентрaцiя вiдпoвiдaлa зaдaнiй (1×105 

мoнoнуклеaрiв). Планшет розмiщaли в СO2-iнкубaтoр (LEEC, Велика Британія) 

зa умoв вoлoгoстi 100 %, 5 % кoнцентрaцiї СO2 тa температури 37 °С. 

2.2.3. Культивування клітин in vitro у метилцелюлозі. Культивування 

клітин in vitro в метилцелюлозі проводили у 24-лунковому планшеті (Nunc, 

Німеччина). Готували суспензію клітин із використанням середовища DMEM 

(Sigma, США) із додаванням 10 % фетальної телячої сироватки (Sigma, США), 2 

мМоль L-глутаміну (Sigma, США) та антибіотиків: пеніциліну 

(Київмедпрепарат, Україна) та стрептоміцину (Київмедпрепарат, Україна) по 100 

Од/мл.  
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Для отримання напіврідкого середовища клітинну суспензію змішували з 

комерційним розчином метилцелюлози (Sigma, США). Культура клітин 

передбачала таку їх концентрацію, що в одній лунці культурального планшета 

знаходилося 100 тис. культивованих клітин. Після стандартизації суспензію 

вносили в лунки планшету (Nunc, Німеччина). 

Культивування проводили у СО2-інкубаторі (LEEC, Велика Британія) за 

умов 100 % вологості, концентрації СО2 5 % та температури 37 °С. 

2.2.4.  Аналіз результатів культивування у напіврідкому середовищі in 

vitro. Обрахунок результатів здійснювали на 12-14-ту добу культивування із 

використанням інвертованого мікроскопа (Zeiss, Німеччина) зі збільшенням 

×100. За колонію приймали агрегати, до складу яких входило більше 40 клітин. 

Клітинні агрегати, що містили від 2 до 40 клітин, вважали кластерами.  

Ефективність колонієутворення (ЕКУ) та кількість колонієутворюючих 

одиниць (КУO) вираховували як кількість колоній на 1×105 культивованих 

мієлокаріоцитів. Під поняттям кількість кластероутворюючих одиниць (КлУО) 

розуміли число кластерів на 1×105 мієлокаріоцитів.  

Для морфологічної оцінки клітин, які складають клон, колонії 

індивідуально виділяли із шару бактоагару за допомогою автоматичної піпетки 

та ресуспендували у середовищі DMEM (Sigma, США). Препарати виготовляли 

за допомогою цитоцентрифугування (Shandon, Німеччина) протягом 1 хв. при 

360 g, підсушували на повітрі та забарвлювали за методом Паппенгейма. 

Диференційний підрахунок та дослідження морфологічних особливостей клітин 

проводили за допомогою мікроскопа (Leika, Японія) за імерсійного збільшення 

× 630.  

2.2.5. Цитохімічне визначення мієлопероксидазної активності в 

препаратах, культивованих у напіврідкому середовищі in vitro. Виявлення 

активності мієлопероксидази проводили за методом Loele (1936) [82]. 

Цитоцетрифужні препарати гемопоетичних клітин фіксували у парах 10%-вого 
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нейтрального формаліну протягом 3 хв. Далі на зразки наносили інкубаційну 

суміш, що містила: 

- бензидин – 20 мг; 

- 40%-вий етиловий спирт – 10 мл; 

- 3%-вий розчин перекису водню – 0,02 мл. 

Інкубували зразки за кімнатної температури протягом  6 хвилин. Після 

цього промивали препарати водою та підсушували. Наступним етапом було 

забарвлення зразків за Романовським-Гімза протягом 30 секунд, промивання у 

воді та підсушування. Далі висушені препарати мікроскопіювали під світловим 

мікроскопом з імерсійною олією при збільшенні у 630 разів. Активність 

мієлопероксидази виявлялася у вигляді жовтувато-коричневих гранул у 

цитоплазмі гемопоетичних клітин [5]. 

2.2.6.  Культивування клітин у суспензійній культурі in vitro. 

Культивування клітин у суспензійній культурі in vitro проводили у 24-лунковому 

планшеті (Nunc, Німеччина). Суспензію для культивування готували на основі 

середовища DMEM (Gibco, США) із 10 % фетальної телячої сироватки (Sigma, 

США) без додавання ростових факторів. Суспензію клітин кісткового мозку 

додавали таким чином, щоб кінцева їх концентрація відповідала заданій (1×105 

мононуклеарів). Планшет вміщували у СО2-інкубатор (LEEC, Велика Британія) 

за умов 100 % вологості, 5 % концентрації СО2 та температури 37 °С. 

2.2.7. Аналіз результатів культивування у суспензійній культурі in 

vitro. Обрахунок результатів здійснювали у визначений термін після початку 

культивування. Для цього культуральну суспензію відбирали до центрифужної 

пробірки і центрифугували протягом 7 хвилин при 500 g та зливали супернатант. 

Дo пробірок із осадом додавали по 1 мл середовища DMEM (Gibco, США), 

ресуспендували осад, виготовляли препарати за допомогою цитоцентрифуги, 

забарвлювали за Паппенгеймом та здійснювали диференційний підрахунок 

гемопоетичних клітин за допомогою мікроскопа (Leika, Японія) за імерсійного 

збільшення × 630.  
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2.3. Культивування клітин in vivo у дифузійних камерах з напіврідким 

агаром 

 

З метою виявлення впливу факторів мікрооточення на функціональну 

активність клітин кісткового мозку при МДС здійснювали їх дослідження в 

культурі клітин in vivo. 

Гемопоетичні клітини культивували в порожнині дифузійної камери за 

методом Д.І. Білько [4]. Дифузійна камера, використана в роботі, виготовлена з 

пористого інертного гідрогелю і містить блок  діаметром 1 см, внутрішню 

порожнину об’ємом 0,2 мл і висоту 0,5 см. Такі камери отримали назву 

«амфікультуральні капсули» завдяки своїй можливості забезпечувати підтримку 

життєдіяльності клітин, що знаходяться в порожнині камери; їх використовують 

при культивуванні в системі як in vitro, так і in vivo. Заздалегідь камери 

стерилізували в 45% етанолі, потім відмивали у фізіологічному розчині (PBS) 

впродовж 24 годин при кімнатній температурі. 

2.3.1. Підготовка тварин-реципієнтів до оперування. За добу до 

імплантації гелевих камер, тварин-реципієнтів обробляли циклофосфаном 

(Arterium, Україна) у дозі 200 мг/кг маси тварин для пригнічення їх імунологічної 

активності. Всі маніпуляції із тваринами проводили відповідно до вимог 

біоетики та міжнародних принципів Європейської конвенції про захист тварин і 

національного законодавства з гуманного поводження із тваринами, що 

використовуються для експериментальних та інших наукових цілей (Commission 

of European Communities). 

2.3.2. Культивування гемопоетичних клітин-попередників у 

дифузійних камерах in vivo. Наркотизовану тварину закріплювали на 

операційному столі та за допомогою скальпеля робили надріз шкіри вздовж 

черева по умовній центральній лінії. Обережно, щоб не пошкодити внутрішніх 

органів, по білій лінії живота, робили розріз очеревини та вносили дифузійні 
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камери в черевну порожнину. Після цього тварину зашивали, підхоплюючи 

голкою одночасно шкіру та очеревину. 

На 12-14-ту добу культивування тварин забивали методом цервікальної 

дислокації спинного мозку у шийному відділі, вилучали камери, очищали їх від 

сполучної тканини та під інвертованим мікроскопом (Zeiss, Німеччина) 

підраховували загальну кількість колоній (агрегати, що складаються більш, ніж 

із 40 клітин) та кластерів (до 40 клітин), що утворилися в процесі культивування.  

2.3.3. Дослідження морфологічних особливостей клітин кісткового 

мозку після культивування in vivo.  Препарати клітинних агрегатів готували за 

допомогою цитоцентрифуги (Shandon, Великобританія). Для цього за 

допомогою автоматичної піпетки під інвертованим мікроскопом (Zeiss, 

Німеччина) вилучали окремі клітинні агрегати і переносили в кювету 

цитоцентрифуги, додаючи 35 мкл середовища DMEM для вимивання клітин із 

кювети. З метою кращого розпростування клітинних агрегатів на предметному 

склі для можливості кращого розпізнавання морфологічних особливостей 

окремих клітин, препарати центрифугували при 150 g. Після цього предметні 

скельця висушували під витяжною шафою.  

Для контрастного забарвлення клітин на препаратах використовували 

метод Паппенгейма. Для цього на препарати спочатку наносили 96% етиловий 

спирт на 5 хвилин для фіксації клітин на предметному склі. Далі на скельця 

наносили барвник Май-Грюнвальда на 45 с, потім, не змиваючи барвника, на 

скельця вносили таку ж кількість води і забарвлювали препарати ще 45 с. По 

закінченні часу забарвлення скельця акуратно промивали дистильованою водою 

і на 35 с занурювали в розчин Романовського-Гімза. Після забарвлення 

препарати висушували під витяжною шафою і вивчали під інвертованим 

мікроскопом (Leika, Німеччина).  

Підрахунок клітин проводили наступним чином: рахували по лінії Міандра 

100 клітин в полі зору мікроскопа і серед цих 100-а клітин диференціювали 

бластні клітини, промієлоціти, мієлоціти, метамієлоцити, паличкоядерні і 
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сегментоядерні клітини, а також макрофаги. Визначали індекс дозрівання клітин 

кісткового мозку в культурах in vitro і in vivo за формулою:   

𝐼 = 𝑁
𝐷⁄  (Гриньова І. І. , 2009),  де 

I - індекс дозрівання клітин кісткового мозку,  

N - сума недиференційованих (бласти, проміелоціти, міелоціти і 

метамієлоцити),  

D - сума більш зрілих клітин кісткового мозку (паличкоядерні і 

сегментоядерні нейтрофіли, а також макрофаги). Інші клітини моноцитарно-

макрофагальної ланки кровотворення після культивування в напіврідкому агарі, 

за винятком макрофагів, важко морфологічно відрізнити від ранніх клітин 

гранулоцитарної ланки кровотворення. Крім того, з часом, якщо неправильно 

визначати час культивування, в клітинних агрегатах переважають макрофаги.  

 

2.4. Культивування гемопоетичних клітин на стромальному фідері 

 

2.4.1. Отримання фідерного шару з клітин кісткового мозку. Клітинну 

суспензію, отриману в результаті стернальної пункції пацієнтів без злоякісних 

захворювань системи крові звільняли від еритроцитів. Для цього до суспензії 

додавали 0,1% метилцелюлози і залишали на 30 хв при кімнатній температурі. 

Таким чином досягалося розділення суміші клітин на фракції. Еритроцити 

завдяки гравітації спускалися у нижній шар. 

Суспензію клітин  змішували з культуральним середовищем наступного 

складу: DMEM, 10% FCS, 1% L-глютаміну (220 mМ/мл) (Sigma-Aldrich, США), 

25 Од/мл канаміцину, з розрахунку 1х106 клітин в 1 мл і переносили у пластикові 

культуральні планшети об’ємом 25 см2 фірми Nunc (Данія). Культивування 

проводили в СО2-інкубаторі – 5% СО2 при 37°C і абсолютній вологості. 

Експлантація на першому етапі всієї отриманої клітинної суспензії дозволяє 

клітинам, які здатні проявляти адгезивні властивості, прикріплятися до поверхні 

пластика. Через добу вилучали супернатант з неадгезованими клітинами і 
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заміняли на свіже середовище такого ж складу. Потім середовище міняли кожні 

72 години шляхом зміни половини супернатанту свіжим середовищем до 

моменту формування первинного моношару на 7-й-10-й день культивування. 

Наступним етапом проводили субкультивування клітин. Для цього клітини 

знімали з поверхні культуральної посудини за допомогою розчину 0,25% 

Trypsin-EDTA (Sigma-Aldrich), відмивали центрифугуванням 10 хвилин при 650 

g, після видалення супернатанту додавали 12 мл середовища і ретельно 

перемішували. Потім клітини заморожували в культуральному середовищі під 

захистом кріопротектора диметилсульфоксиду (ДМСО) в кінцевій концентрації 

5% і зберігали в рідкому азоті (-196º С). 

У відповідний день клітини розморожували на водяній бані (+40º С) за 7-

10 днів до проведення основного експерименту. Потім додавали культуральне 

середовище вищевказаного складу і переносили в шестилункові пластикові 

планшети Nunc в концентрації 1×105 клітин на лунку. При досягненні моношару 

клітини обробляли Мітоміцином-С (Sigma-Aldrich, США) в концентрації 2 

мкг/мл впродовж 2 годин при 37°C і 5% CO2, як описано Ponchio L., таким чином, 

зупиняючи процеси клітинного поділу. Потім моношар 5 разів відмивали 

розчином PBS, додавали культуральне середовище і використовували як 

фідерний шар. Час від моменту отримання матеріалу до завершення 

приготування клітинної суспензії не перевищував 4-х годин. Всі маніпуляції з 

клітинами проводили за кімнатної температури. 

2.4.2. Культивування гемопоетичних клітин у дифузійних камерах у 

присутності стромального фідерного шару in vitro. Досліджувані суспензії 

гемопоетичних клітин розводили культуральним середовищем (DMEM + 15% 

FCS + 1% l-глютамін + 25 Од/мл канаміцин) до концентрації 5×105/мл. Клітинні 

суспензії, за допомогою туберкулінового шприца, вводили в порожнину гелевої 

дифузійної камери в об’ємі 0,2 мл на 1 камеру. Потім дифузійні камери 

переносили в шестилункові пластикові матраци Nunc із заздалегідь 

приготованими фідерними шарами, з розрахунку 1 камера на 1 лунку. Для 
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контролю дії фідерних шарів, камеру з досліджуваними клітинами культивували 

за відсутності фідерного шару (без фідера). Кожну культуральну лунку 

заповнювали середовищем, в об’ємі 8 мл так, щоб дифузійна камера була 

повністю зануреною. Культуральне середовище міняли кожні 72 години шляхом 

заміни половини супернатанту свіжим середовищем. Культивування проводили 

в СО2 - інкубаторі (Jouan, Франція) при 5% СО2, 37°C і абсолютній вологості, 

протягом 5 тижнів. У процесі культивування, на 2-му, 3-му і 5-му тижнях 

змішували вміст шести дифузійних камер, оцінювали зміни в середніх 

кількостях ядровмісних клітин і проводили клоногенний аналіз з підрахунком 

колонієутворюючих одиниць (КУО-ГМ) у напіврідкому агаровому середовищі.  

 

2.5. Статистична обробка результатів дослідження  

 

Для обробки результатів використовували програму MS Exel. Для всіх 

вибірок оцінювалась відповідність емпіричних розподілів нормальному 

розподілу за критеріями Колмогорова та Пірсона. Для кількісних показників 

первинна статистична обробка включала розрахунок середнього арифметичного 

(х̅), похибки середньоарифметичного значення (Sx), середньоквадратичного 

відхилення (δ) [6]. 

  



59 
 

РОЗДІЛ 3. ОСОБЛИВОСТІ КОЛОНІЄУТВОРЕННЯ 

ГЕМОПОЕТИЧНИХ КЛІТИН-ПОПЕРЕДНИКІВ МИШІ, ЩУРА І 

ЛЮДИНИ У ГЕЛЕВИХ ДИФУЗІЙНИХ КАМЕРАХ IN VIVO 

 

3.1. Кінетика формування клітинних агрегатів із кісткового мозку, 

вилученого у людини і ссавців, у культурі гелевих дифузійних камер in vivo

  

Доцільність визначення морфологічних і функціональних показників 

гемопоетичних клітин-попередників з кісткового мозку мишей, щурів і людини 

обумовлена необхідністю поглиблення знань про особливості їхнього 

функціонування, вирішення питання про гетерогенність клітин-попередників у 

різних ссавців і людини, як загальне виявлення біологічної природи і потенцій у 

культурі клітин in vivo [27, 28, 9]. 

Кістковий мозок миші, щура і людини отримували у стерильних умовах 

так, як описано у розділі 2. Культивування  проводили в гелевих дифузійних 

камерах, занурених у організм лінійних мишей, оброблених за добу 

цитостатиком  ендоксаном (Baxter Oncology GmbH, Німеччина).  

Аналіз отриманих даних показав, що кількість клітинних агрегатів, 

утворених під час культивування у напіврідкому агарі, лінійно зростала із 

збільшенням концентрації ядровмісних клітин (ЯВК), що занурювали у гелеву 

дифузійну камеру перед культивуванням, як мишей і щурів, так і людини (рис. 

3.1.) [3]. У випадку застосування найнижчої концентрації мононуклеарів 

кісткового мозку (0,5×105 клітин на камеру), клітинні агрегати не утворювались 

взагалі. Відсутність колоній та кластерів після культивування у напіврідкому 

агарі протягом двох тижнів може бути пов’язана, імовірно, з відсутністю 

міжклітинних взаємодій, що є важливими для виживання клітин в умовах 

культивування ex vivo. 
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Рис. 3.1. Кількість КУО-ГМ, утворених в умовах культивування суспензії 

клітин кісткового мозку пацієнтів без злоякісних гематологічних захворювань в 

залежності від концентрації ЯВК, експлантованих у культуру. 

 

У випадку ж, коли концентрація ЯВК кісткового мозку у ссавців і пацієнтів 

без злоякісних гематологічних захворювань, занурених у дифузійну камеру, була 

вищою за 4,0 × 105 клітин на камеру, візуалізація окремих клітинних агрегатів 

значно ускладнювалася надмірною щільністю, демонструючи зливний ріст. Саме 

тому, для проведення досліджень використовувалась кінцева концентрація 

1,0х105 клітин на камеру, як для ссавців, так і для людини. 

У подальшому вивчали кінетику утворення колоній і кластерів клітинами 

кісткового мозку у ссавців і осіб без злоякісних гематологічних захворювань при 

культивуванні у напіврідкому середовищі in vivo на 3-ю, 7-у, 9-у, 12-у, 14-у та 

16-у добу культивування для визначення оптимального терміну тривалості 

експерименту. Підрахунок утворених клітинних агрегатів у зазначені терміни 

культивування проводили під інвертованим мікроскопом Nikon із 

використанням збільшення × 200. 

У культурах кісткового мозку людини перші агрегати, що складались із 3–

9 клітин виявляли на 3-ю добу культивування. Такі скупчення клітин вважаються 
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кластерами. Спостереження за ними впродовж культивування надалі показало, 

що вони збільшувались у розмірах із продовженням терміну культивування. 

Перші колонії з’являлися на 5-7-у добу культивування. Надалі відбувалось 

збільшення кількості колоній, максимальна їх кількість спостерігалась на 12-14-

у добу. У всіх наступних дослідженнях розрізняли два основні типи клітинних 

агрегатів: колонії (колонієутворюючі одиниці, КУО), кількість клітин в яких 

становила 40 і більше та кластери (кластероутворюючі одиниці, КлУО), які 

містили від 3 до 39 клітин. По характеру розташування клітин визначали три 

типи колоній, що виявлялись у культурі: компактні колонії, компактні із 

вінчиком і дифузні колонії. Виявилося, що колонії є об’ємними, ростуть у агарі 

як у горизонтальній, так і у вертикальній площині (рис 3.2.). 

 

 

Рис. 3.2. Компактна колонія з вінчиком, утворена після культивування 

суспензії клітин-попередників кісткового мозку, вилученого з грудини, у 

напіврідкому агарі протягом 12 діб. Інвертований мікроскоп. 

100 µm 
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Кількість кластерів з першого дня появи колоній, зменшувалася. 

Пояснення цьому спостереженню можна шукати у тому, що частина клітинних 

агрегатів, прийнятих за кластери, у результаті проліферації формує колонії, а 

нові кластери на цей час вже не утворюються. Розмір колоній збільшувався до 

12-ї доби, кількість клітин у них коливалася від 40 до 500. 

З часом (на 16-у добу) кількість компактний колоній зменшувалась, а 

дифузних колоній ставало більше. В результаті колонії втрачали свої кордони і 

зливалися. Саме тому обрахунок результатів при проведенні подальших 

досліджень проводили на 12-14-й день після початку культивування, а не 

пізніше.  

На наступному етапі досліджень вивчали кінетику формування клітинних 

агрегатів кістковомозковими клітинами мишей і щурів. Результати свідчили про 

те, що є достовірна різниця у мишей і щурів, як у поведінці культивованих клітин 

впродовж спостереження, так і у колонієутворюючій здатності кістковомозкових 

клітин. Якщо ефективність колонієутворення кісткового мозку осіб без 

онкогематологічної патології складала 36,8±2,3, кластерів – 72,3±8,4, для миші 

кількість колоній становила 30,8±2,0, кластерів – 62,0±2,1, а щурів – 24,5±2,5, а 

кластерів 80,0±7,6. Після оцінки кількості колоній і кластерів, отриманих з 

кожного джерела біологічного матеріалу, визначали проліферативний потенціал, 

який представляє співвідношення колоній до кластерів (табл.3.1.). Для людини 

цей показник становив 2, для миші також 2, а для щура 3,3. Здатність до 

ефективного кластероутворення у групі щурів, може бути пов’язаною з 

біологічної особливістю функціонування кровотворної системи у щурів.  
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Таблиця 3.1 

Ефективність колонієутворення гемопоетичних клітин-попередників 

кісткового мозку у ссавців і пацієнтів без онкогематологічних відхилень 

Місце забору 

кістковомозко

вих клітин 

(КМ) 

Кількість 

обстежени

х 

Колонієутво-

рююча 

активність 

КУО-ГМ 

Кластероутво

рююча 

активність 

КлУО-ГМ 

Поліферативний 

потенціал (ПП) 

Стернальний 

пунктат 

людини 

10 36,8± 2,3 72,3 ±8,4 2,0 

КМ з 

стегнової 

кістки миші 

CBA 

10 30,8 ± 2,0 62,0±2,1 2,0 

КМ з 

стегнової 

кістки щура 

Wistar 

8 24,5 ± 2,5 80,0±7,6 3,3 

Всього 28    

*-Різниця між показниками статистично достовірна 

 

Аналіз цитологічних препаратів показав, що вони мали особливості у 

формі і клітинному складі. Так, якщо клітини у колоніях кісткового мозку 

людини і миші мали округлу форму, то у щурів вони були витягнутої форми 

(еліпсоподібної). Колонії в перших двох випадках були шароподібними, 

об’ємними, у третьому – примхливої форми. У всіх трьох випадках вони 

складалися з мієлоїдних клітин різного ступеня зрілості. У центрі колоній 

розміщувалися проліферуючі клітини (бластні, промієлоцити, мієлоцити, 

метамієлоцити), по периферії – клітини, що втратили здатність проліферувати, а 
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саме палочкоядерні і сегментоядерні лейкоцити (рис. 3.3.). Індекс дозрівання 

мієлоцитів, що визначався під час аналізу клітинного складу агрегатів, 

утворених в результаті культивування, визначали як співвідношення між числом 

незрілих форм мієлокаріоцитів (бласти, промієлоцити, мієлоцити, 

метамієлоцити) та кількістю більш диференційованих клітин (паличкоядерні та 

сегментоядерні гранулоцити). За морфологією гранулоцити відрізнялися у 

обстежених груп. Так, у мишей і щурів, починаючи з мієлоцита, ядро приймало 

форму кільця і далі в процесі диференціювання воно тільки ставало тонше і 

грубіше, в той час як у людини у мієлоцита, метамієлоцита і паличкоядерного 

лейкоцита ядро мало форму місяця, стаючи тоншим у процесі дозрівання. У 

сегментоядерного лейкоцита формувалося ядро з фрагментів з перетинками, в 

той час як у миші і щура ядро виглядало як тонке кільце, яке ніколи не 

переривалося. 

 

 

Рис. 3.3. Компактна колонія, утворена в результаті культивування суспензії 

ЯВК кісткового мозку пацієнта без онкогематологічної патології на 12-й день у 

100 µm 
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гелевих дифузійних камерах з напіврідким агаром. Забарвлення за 

Паппенгеймом. 

 

Кількість макрофагів у клітинних агрегатах, отриманих в культурі клітин 

кісткового мозку людини, миші і щура не мала статистично достовірної різниці 

(p>0,05). Проте, їх кількість збільшувалася по мірі подовження терміну 

культивування. Збільшення кількості макрофагів у культурі на пізніх термінах 

культивування свідчить про трансформацію частини моноцитів у макрофаги. 

 Для оптимального терміну культивування, зазвичай, характерним є 

переважний ріст компактних і змішаних колоній. Макрофаги в них знаходяться 

у незначній кількості. Для перезрілої культури, навпаки, спостерігали 

переважний ріст дифузних колоній, які складалися, у більшості, з 

макрофагальних клітин. Ці спостереження були покладені у основу вибору 

оптимального терміну культивування клітин-попередників людини, миші і щура. 

Оптимальним терміном зняття результатів експериментів в культурі з 

напіврідким агаром in vivo для кісткового мозку людини визначений 12-14-й 

день, для миші – 10-й день, а для щура – 8-й. Кістковий мозок був культивованим 

у однакових умовах дифузійних камер. Така різниця у виборі оптимального 

терміну культивування, очевидно, пов’язана з біологічною природою об’єктів 

дослідження. Аналіз морфологічних особливостей клітин, які формували колонії 

не виявив достовірної відмінності у якісному складі клітин, що формували 

клітинні агрегати.  

Таким чином, визначений найбільш придатний термін зняття результатів 

експериментів – 12-14-а доба культивування для кісткового мозку людини, 10-й 

день – для миші і 8-й день – для щура. Кількість клітин, що була вибрана, як 

оптимальна для проведення подальших досліджень у всіх трьох випадках, 

становила 5×105 клітин в 1мл, або 1×105 клітин на одну камеру. Про це свідчить 

проліферативний потенціал колонієутворення (табл.3.1). Отримані дані 

поглиблюють уявлення про функціонування і кінетику росту стовбурових клітин 
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і їхніх найближчих нащадків в організмі ссавців і людини і мають практичний 

вихід для подальших досліджень кровотворення в нормі і при злоякісних 

захворюваннях.  

  

3.2. Гетерогенність гемопоетичних клітин-попередників, отриманих з 

кісткового мозку людини і ссавців у культурі гелевих дифузійних камер  

  

В культурі з напіврідким агаром in vivo нами отримано кілька типів 

колоній, які різняться як за своєю формою , так і за клітинним складом. Нами 

проведено аналіз типів колоній, що утворювались при культивуванні 

гемопоетичних клітин: КУО-ГЕММ (колонієутворюючі одиниці 

гранулоцитарно-еритроїдно-мегакаріоцитарні), КУО-Г (колонієутворюючі 

одиниці гранулоцитарні), КУО-М (колонієутворюючі одиниці макрофагальні) і 

КУО-ГМ (колонієутворюючі одиниці гранулоцитарно-макрофагальні). За 

даними наших досліджень відносний вміст гранулоцитарно-макрофагальних 

попередників серед усіх комітованих гемопоетичних попередників переважає у 

всіх трьох об’єктах спостереження (людини, миші, щура) (табл.3.2). 

Було виявлено, що кількість змішаних колоній (КУО-ГEMM) з кісткового 

мозку людини дорівнювала 2,0±0,9 на 105 експлантованих клітин, в той час як 

для гранулоцитарних колоній (КУО-Г) цей показник був у 9 разів більшим і 

дорівнював 18,3±3,5 на 1х105 експлантованих клітин. Встановлено, що кількість 

моноцитарно-макрофагальних колоній (КУО-MМ) перевищувала кількість 

змішаних колоній у 6 разів і дорівнювала 13,5±3,3, в той час як у порівнянні з 

гранулоцитарними колоніями цей показник був значно меншим.  

 

 

 

 

 



67 
 

Таблиця 3.2 

Здатність до колонієутворення клітин з кісткового мозку хворих без 

онкогематологічної патології і ссавців на 1х105 експлантованих клітин у 

культурі дифузійних камер in vivo  

Джерело 

матеріалу 

Типи колоній х105 

КУО-ГЕММ КУО-Г КУО-M КУО-ГM 

Людина 

(n=10) 
2,0±0,9* 18,3±3,5* 13,5±3,3* 36,8±2,3* 

Миша (n=10) 1,5±0,8* 10,4±2,8* 18,5±2,8* 30,8±2,0* 

Щур (n=8) 1,8±0,7* 8,4±1,8* 30,7±2,5* 24,5±2,5* 

Примітка:* – різниця між вказаними показниками статистично достовірна 

p≤0,05 

 

Найбільша колонієутворююча здатність відмічалася для гранулоцитарно-

макрофагальних колоній (КУО-ГM) і дорівнювала 36,8±2,3 на 105 

експлантованих клітин.  

У мишей і щурів характер росту в культурі відрізнявся. Так, в них 

виявлявся менший рівень КУО-Г, ніж у людини (10,4±2,8, 8,4±1,8 і 18,3±3,5, 

відповідно). Різниця статистично достовірна (p≤0,05). Рівень КУО-ГМ 

переважав у порівнянні з іншими типами колоній, як у людини, так і у ссавців. І 

все ж цей показник у людини виявився набагато більшим, ніж у ссавців 

(табл.3.2). Різниця статистично достовірна (p≤0,05). А от щодо моноцитарно-

макрофагальних попередників (КУО-ММ), то їхня кількість у щурів виявилася 

більшою (30,7±2,5). Різниця статистично достовірна, як у порівнянні з мишою, 

так і з людиною 18,5±2,8 і 13,6±2,5, відповідно. Перевага макрофагальних 

колоній у мишей і, особливо, у щурів, так як і їх схильність до кластероутворення 

в культурі пов’язана з біологічними особливостями ссавців і повинна 

враховуватись при проведенні культуральних досліджень. 
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Таким чином, отримані дані, які вказують на особливості поведінки клітин 

миші, щура і людини в культурі гелевих дифузійних камер. І все ж таки головною 

задачею цього розділу було довести, що гетерогенність гемопоетичних клітин-

попередників не є перевагою кісткового мозку людини, а має ширше розуміння, 

охоплюючи представників біологічного світу, на прикладі мишей і щурів.  

  



69 
 

РОЗДІЛ 4. ВИВЧЕННЯ ОСОБЛИВОСТЕЙ ГЕМОПОЕЗУ У ПАЦІЄНТІВ З 

МДС-ІB В КУЛЬТУРІ IN VITRO 

 

4.1. Процедура отримання біологічного матеріалу  

 

 У 2022 р. вийшла 5-та редакція Класифікації Всесвітньої організації 

охорони здоров'я гематолімфоїдних пухлин: Мієлоїдні і гістоцитарні дендритні 

неоплазми. Згідно з цією класифікацією, усі форми МДС є мієлодиспластичними 

неоплазмами, що характеризуються цитопенією і морфологічною дисплазією 

[39,  141]. Їх розподіляють на ті, що мають конкретні генетичні аномалії, та ті, 

що мають певні характеристики морфологічного характеру [69]. До групи МДС 

із генетичними аномаліями належать 3 форми захворювання: МДС із низьким 

вмістом бластів та ізольованою делецією 5q (МДС-5q); МДС із низьким вмістом 

бластів і мутацією SF3B1 (МДС- SF3B1); МДС із біалельною 

інактивацією TP53 (МДС- biTP53) [13]. До групи МДС, які визначаються за 

морфологічними ознаками, належать 4 форми захворювання: МДС із низьким 

вмістом бластів (МДС-LB); МДС гіпопластичний (МДС-h); МДС із підвищеним 

умістом бластів (МДС-IB); МДС із фіброзом (МДС-f) [69, 64]. 

У наших дослідженнях згідно нової редакції класифікації були 

представлені пацієнти, які визначаються за морфологічними ознаками і належать 

до форми захворювання: МДС із підвищеним вмістом бластів (МДС-ІB). Ця 

форма за минулої редакції мала назву МДС РАНБ-І та МДС РАНБ-ІІ 

(рефрактерна анемія з надлишком бластів). Саме за такими назвами (МДС РАНБ-

І та МДС РАНБ-ІІ) результати дисертаційної роботи були опубліковані протягом 

минулих років [1, 2, 7, 8]. В дисертаційній роботі надалі вказується назва в новій 

редакції. Діагноз пацієнтам був поставлений співробітниками ДУ «Інститут 

гематології та трансфузіології НАМН України» з урахуванням показників 

периферичної крові, кісткового мозку, молекулярно-генетичних і фенотипових 

досліджень. Зразки кісткового мозку отримували лікарі-гематологи з 
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діагностичною метою і в об’ємі 1 мл в пробірці з живильним середовищем 

DMEM в суміші з гепарином (10%) передавали для проведення культуральних 

досліджень. Розглядався біологічний матеріал хворих з МДС-ІB у ініціальний 

період захворювання до призначення лікування. Пацієнти давали інформовану 

письмову згоду на проведення досліджень. Робота проводилася на основі 

Договору про творче співробітництво між інститутом і Національним 

університетом «Києво-Могилянська академія».  

 

4.2. Аналіз кількісних і якісних показників периферійної крові хворих 

на МДС-ІB 

 

 У всіх 20-ти пацієнтів з МДС-ІB у показниках периферичної крові 

визначали  бластні клітини (4-5%), зниження кількості еритроцитів до 4х1012; у 

половини з них відмічали ретикулоцитопенію [8]. Задіяний був і 

гранулоцитарний паросток кровотворення. У 5 пацієнтів виявлялася 

панцитопенія. У 10 визначали лейкопенію з нейтропенією. Порушення 

морфології нейтрофільних елементів знаходили у всіх хворих. Так, фрагментація 

ядер виявлялася у 2% випадків, токсогенна зернистість – у 4%, вакуолізація ядра 

та цитоплазми – у 3,5%, а дегрануляція цитоплазми – у 5% хворих. Ці показники 

відрізняються від контроля. Різниця статистично достовірна (p<0,05). Якісні 

зміни у морфології нейтрофільних елементів представлені у таблиці (табл.4.1). 

Таблиця 4.1  

Якісні зміни у нейтрофільних елементах у периферичній крові 

пацієнтів з МДС-ІB 

Показники МДС Група порівняння  

Фрагментація ядер, %  2,0±0,05*  1,77±0,01 

Токсогенна зернистість, %  4,0±0,08*  1,65±0,02 

Вакуолізація ядра та цитоплазми, %  3,5±0,05*  2,0±0,03 

Дегрануляція цитоплазми, %  5,0±0,09*  1,54±0,02 

Примітка: * — cтатистично достовірна різниця, p<0,05 
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4.3. Оцінка морфологічного складу препаратів кісткового мозку 

обстежених осіб 

 

На предметних скельцях готували препарати кісткового мозку. Фіксацію і 

забарвлення препаратів проводили, як вказано у розділі 2. Аналіз препаратів у 

контролі (10 осіб без захворювань системи крові) і з вперше виявленим МДС-ІB 

(20 осіб) робили під світловим мікроскопом (Leika) за збільшення х900. 

Таблиця 4.2 

Показники кісткового мозку хворих на МДС у порівнянні з контролем 

M±m 

Назва клітинних 

елементів 

Розподіл типів клітин при       

МДС-ІB (20 зразків) 

Розподіл типів клітин у 

контролі (10 зразків)  

Бластні клітини 4,8±0,7 1,1±0,4 

Метамієлоцити  7,3±0,5 2,1± 0,7 

Паличкоядерні 

нейтрофільні 

гранулоцити 

10,2±1,1 3,1±0,5        

Сегментоядерні 

нейтрофільні 

гранулоцити 

38,5±7,7 68,4±5,8 

Лімфоцити 39,6±3,33 26,4±5,2 

Моноцити  16,2±2,8 4,5±1,5 

ШОЕ мм/год 43,7±7,8 3,8±1,3 

 

Так, в контролі кістковий мозок представляв сукупність дозріваючих і 

зрілих клітин з мінімальною кількістю бластів (табл. 4.2). Відсоткове 

співвідношення клітин кісткового мозку людини становило: бластні клітини – 

1,5 %, мієлобласти – 0,3 %, нейтрофільні мієлоцити – 15,5 %, нейтрофільні 
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метамієлоцити – 16,3 %, нейтрофільні промієлоцити – 4,2 %, паличкоядерні – 

21,2 %, сегментоядерні – 20,6 %, лімфоцити – 5,5 %, моноцити – 1,2 %. 

У 15 пацієнтів з МДС-ІВ кістковий мозок виявився гіперпластичним, у 

решті випадків – гіпопластичним. У всіх пацієнтів спостерігали порушення 

гемопоезу, а саме, дисфункцію мієлоїдного паростку кровотворення. Визначали 

збільшення відсотку бластних клітин до 5% і зміни у морфології як ранніх 

проліферуючих клітин, так і функціонально зрілих. Фрагментація ядер 

спостерігалася у 3%, токсогенна зернистість – у 4-5%, вакуолізація ядра і 

цитоплазми – у 3-5% випадків, дегрануляція – у 3-7%. 

 

4.4. Особливості функціонування гемопоетичних клітин-попередників 

в культурі іn vitro 

 

Із метою встановлення особливостей функціональної активності 

гемопоетичних стовбурових клітин та клітин-попередників кісткового мозку 

(КМ) пацієнтів з МДС-ІB у порівнянні з контрольною групою осіб проводили 

підрахунок кількості клітинних агрегатів, утворених після 12 діб культивування 

у напіврідкому середовищі in vitro. Аналіз отриманих результатів показав, що 

колонії, які були сформовані кістковомозковими клітинами осіб без 

онкогематологічної патології містили від 50 до 200 клітин гранулоцитарного і 

моноцитарного ряду різного ступеня диференціювання.  

За формою при МДС, так як і в нормі, розрізняли три типи колоній: 

компактні (рис. 4.1. а), змішані (рис. 4.1. б) і дифузні (рис. 4.1. в) [7]. Проте, в разі 

культивування кістковомозкових клітин у нормі, переважали компактні колонії 

округлої форми, які складали 60 % від решти типів колоній.  
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Рис.4.1. Колонії гемопоетичних клітин-попередників у культурі кісткового 

мозку здорових донорів in vitro: а – колонія компактного типу; б – компактна з 

вінчиком; в – дифузна колонія. Зб. х 200. Інвертований мікроскоп [2]. 

 

Примітивні клітини, які проліферують, формували центр колоній (бласти, 

промієлоцити), їх оточували проліферуючі клітини – мієлоцити і метамієлоцити, 

тоді як дозріваючі клітини (палочкоядерні і сегментоядерні лейкоцити) 

знаходились на периферії колоній (рис.4.2.).  

 

а б 

в 



74 
 

 

Рис.4.2. Фрагмент гранулоцитарно-моноцитарної колонії в нормі. 

Забарвлення за Паппенгеймом. А – бласт, б – мієлоцит, в – метамієлоцит, г – 

паличкоядерний лейкоцит, г – сегментоядерний лейкоцит. Збільшення х 630. 

 

При МДС поряд з пригніченням колонієутворюючої активності визначали 

зменшення кількості клітин у клонах. Цей показник не перевищував 50 клітин, 

що свідчило про обмежену здатність клітин-попередників до проліферації [2]. 

Спостерігався порушений порядок знаходження клітин у клонах, коли більш 

примітивні і дозріваючі клітини розташовувались хаотично. Колонії мали 

примхливу форму. Серед них переважали дифузні колонії і дифузні з вінчиком 

(рис. 4.3.). 

а 

д 

б 

г 
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Рис.4.3. Дифузна колонія при МДС. Забарвлення за Паппенгеймом. Зб.х 

250.  

 

Томас Олофсон та колеги (1976), продемонстрували залежність між 

кількістю колоній у напіврідкому агарі in vitro та числом лейкоцитів у 

периферичній крові. Такі результати вони отримали, культивуючи 

мононуклеарні клітини периферичної крові при хронічній фазі ХМЛ. Автори 

припустили, що це могло свідчити про те, що в периферичну кров пацієнтів 

потрапила велика кількість бластних клітин, котрі за морфологічними 

характеристиками були схожі на лейкоцити, але мали високу клоногенну 

активність [101]. Подібні результати наштовхнули нас на думку дослідити 

залежність між кількістю колоній та числом мононуклеарних клітин у 1 мл 

кісткового мозку у хворих на МДС-ІB.  

Кількість колонієутворюючих одиниць перераховували на 1 мл кісткового 

мозку пацієнта. У результаті досліджень виявили пряму кореляційну залежність 

(r=0,9765) між кількістю мононуклеарних клітин та числом колоній у 1 мл 

кісткового мозку (рис.4.4.). 
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Рис. 4.4. Кореляційний аналіз зв'язку між кількістю клітинних агрегатів та 

кількістю мононуклеарів кісткового мозку у хворих на МДС-ІB. 

 

Таким чином, у роботі виявлено особливості колонієутворення in vitro в 

культурі з напіврідким агаром кісткового мозку пацієнтів при МДС-ІB. 

Встановлено, що у хворих на момент діагностики захворювання відбувається 

пригнічення колонієутворюючої здатності клітин-попередників, зменшення 

кількості клітин у колоніях і поява примхливих форм клітинних агрегатів із 

змінами у диференціюванні в культурі. Визначені інформативні показники 

морфофункціональних характеристик стовбурових клітин та їх нащадків в 

культурі, такі як колонієутворююча здатність і клітинний вміст колоній. Крім 

того, отримані нами дані дозволяють зробити висновок, щодо ролі 

гемопоетичних клітин-попередників у формуванні патологічного процесу при 

МДС, про що свідчить здатність гемопоетичних стовбурових клітин та клітин-

попередників кісткового мозку до утворення дефектних клонів у культурі  in 

vitro.  
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В зв’язку з тим, що в культурі in vitro при МДС-ІB формуються колонії з 

обмеженою кількістю клітин, порушеною проліферативною активністю і 

викривленим диференціюванням, можна вважати, що були виявлені зміни 

функціональної активності клітин-попередників при МДС-ІB, і вони свідчать 

про глибину патологічного процесу, який захоплює рівень гемопоетичних 

клітин-попередників, найближчих нащадків стовбурових клітин [1]. 
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РОЗДІЛ 5. ВИЗНАЧЕННЯ ГЕТЕРОГЕННОСТІ ВМІСТУ КОЛОНІЙ 

ГЕМОПОЕТИЧНИХ КЛІТИН-ПОПЕРЕДНИКІВ В КУЛЬТУРІ З 

МЕТИЛЦЕЛЮЛОЗОЮ IN VITRO ПРИ МДС-ІB 

 

5.1. Аналіз різних типів колоній, які утворювались у культурі 

мононуклеарів з кісткового мозку хворих на МДС-ІB in vitro 

 

Культуральні дослідження були проведені у метилцелюлозі (див. розд. 2), 

яка, на відміну від напіврідкого агару, сприяє формуванню в культурі клітинних 

агрегатів різного напрямку диференціювання, чим розширює діапазон 

можливостей для вивчення особливостей гемопоезу в нормі і при МДС-ІB. 

Результати культивування гемопоетичних клітин-попередників хворих на 

МДС у метилцелюлозі свідчили про наявність чотирьох типів колоній у культурі. 

Вони поділялися на гранулоцитарно-еритроїдно-мегакаріоцитарно-

макрофагальні чи змішані, (КУО-ГЕММ), гранулоцитарні (КУО-Г), 

гранулоцитарно-макрофагальні (КУО-ГМ), моноцитарно-макрофагальні (КУО-

ММ) (табл. 5.1). 

Таблиця 5.1 

Здатність до колонієутворення мононуклеарів з кісткового мозку 

хворих на МДС-ІB in vitro (на 1х105 експлантованих клітин (n = 20) 

Типи колоній х105 

КУО-ГЕММ КУО-Г КУО-MM КУО-ГM 

3,1±0,2* 18,0±1,2* 13,6±2,5* 28,5 ± 2,2* 

Примітка:* – різниця між вказаними показниками статистично достовірна 

p≤0,05 

 

Було виявлено, що кількість змішаних колоній (КУО-ГЕММ) у хворих на 

МДС-ІB дорівнювала 3,1±0,2 на 105 експлантованих клітин. Кількість 
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моноцитарно-макрофагальних колоній (КУО-ММ) перевищувала кількість 

змішаних колоній в 4 рази, в той час як для гранулоцитарних колоній цей 

показник був більшим майже в 6 разів і дорівнював 18,0±1,2 на 105 

експлантованих клітин. Найбільша колонієутворююча здатність відмічалася для 

гранулоцитарно-макрофагальних колоній (КУО-ГМ) і дорівнювала 28,5 ± 2,2 на 

105 експлантовваних клітин.  

Для підтвердження мієлоїдного походження вмісту отриманих клітинних 

агрегатів проводили оцінку мієлопероксидазної активності. Для аналізу вмісту 

колоній гемопоетичних клітин-попередників вилучали колонії за допомогою 

мікропіпетки і вивчали на предметному скельці під інвертованим мікроскопом з 

наступним цитохімічним забарвленням для виявлення мієлопероксидазної 

активності (див. розділ 2). Оцінка морфології гемопоетичних клітин у колоніях 

здійснювалася за допомогою світлової мікроскопії (Рис. 5.1.). Мієлоїдний 

паросток кровотворення характеризувався наявністю яскравої реакції на 

мієлопероксидазу, але для більш зрілих своїх представників, а саме 

паличкоядерних та сегментоядерних гранулоцитів, та мієлоїдних клітин зі стадії 

мієлобласта. 
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Рис.5.1. Мієлопероксидазна активність гемопоетичних клітин фрагменту 

гранулоцитарно-макрофагальної колонії при МДС-IB. Дозабарвлення за 

Паппенгеймом. Зб.х 630. 

 

У колоніях у центрі визначали поодинокі бластні клітини; поряд з ними 

знаходились мієлоцити, метамієлоцити. На відстані по периферії відмічали 

палочкоядерні і сегментоядерні клітини (рис.5.2.). Підраховували 100 клітин і 

розділяли їх за морфологією на 2 групи. Перша група це клітини, які 

проліферують. До них відносили бластні клітини, мієлоцити і метамієлоцити. 

Друга група складалася з клітин, які диференціюються, а саме, палочкоядерних і 

сегментоядерних клітин. Співвідношення клітин першої групи до другої 

визначали як індекс диференціювання.  
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Рис.5.2. Фрагмент гранулоцитарно-макрофагальної колонії. А – мієлоцит, 

б – паличкоядерний гранулоцит, в – сегментоядерний гранулоцит. Забарвлення 

за Паппенгеймом. Збільшення х 630. 

 

5.2. Порівняльний аналіз колонієутворення гемопоетичних клітин-

попередників, отриманих з кісткового мозку хворих на МДС-ІВ і 

контрольної групи осіб при культивуванні в умовах in vitro 

 

Порівняння відносного вмісту різних типів колоній, що утворюються при 

культивуванні клітин з обох груп, показало, що гемопоетичні клітини-

попередники мають різний потенціал до диференціювання in vitro, і при МДС-ІB 

він є нижчим. Проте проліферативний потенціал при МДС переважав. Так, аналіз 

отриманих даних показав, що вміст змішаних колоній при МДС був дещо 

більшим, ніж у контрольній групі і дорівнював 3,1±0,2, в той час як для пацієнтів 

без онкогематологічної патології він дорівнював 2,5±0,6 (табл. 5.2).  

 

 

а 
а 

в 

б 
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Таблиця 5.2 

Здатність до колонієутворення мононуклеарів з кісткового мозку 

контрольної групи осіб (на 1х105 експлантованих клітин in vitro (n = 10) 

Типи колоній х105 

КУО-ГЕММ КУО-Г КУО-MM КУО-ГM 

2,5±0,6* 10,4±1,2* 15,3±2,0* 46,5 ± 3,4* 

Примітка:* – різниця між вказаними показниками статистично достовірна 

p≤0,05 

 

Порівняльний аналіз різних типів клітин-попередників у метилцелюлозі 

показав, що значення їх різнилися, підтверджуючи гетерогенний характер росту 

гемопоетичних колоній як при МДС-ІB, так і у контролі (рис.5.3.). 

 

 

Рис. 5.3. Порівняння вмісту змішаних колоній (КУО-ГEMM) при МДС-ІВ 

і контрольній групі в умовах культивування in vitro, (p≤0,05). 
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Відповідно, вміст гранулоцитарних колоній був майже вдвічі більшим при 

МДС у порівнянні з контролем і дорівнював 18,0, в той час у контролі він 

становив 10,4±1,2 (рис 5.4).  

 

 

Рис. 5.4. Порівняння вмісту гранулоцитарних колоній (КУО-Г) при МДС-

ІB і у контрольній групі в умовах культивування in vitro, (p≤0,05). 

 

Найбільша колонієутворююча здатність відмічалась для гранулоцитарно-

макрофагальних колоній, як для МДС-ІB, так і для контроля (28,5±2,2 і 46,5±3,4, 

відповідно) (рис.5.5). Проте, перевага контрольних показників була 

переконлива; різниця між КУО-ГМ в обох випадках статистично достовірна 

(p≤0,05).  
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Рис.5.5. Порівняння вмісту гранулоцитарно-макрофагальних колоній 

(КУО-ГМ) при МДС-ІB і в контрольній групі в умовах культивування in vitro, 

(p≤0,05). 

 

А от щодо моноцитарно-макрофагальних попередників (КУО-ММ), 

кількість їх як при МДС, так і у контролі виявилася співставною і дорівнювала 

13,6±2,5* і 15,3±2,0, відповідно (рис.5.6).  
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Рис.5.6. Порівняння вмісту моноцитарно-макрофагальних колоній (КУО-

ММ) при МДС-ІВ і в контрольній групі в умовах культивування in vitro, (p≤0,05). 

 

Таким чином можна зробити висновок, що популяція гемопоетичних 

клітин-попередників як при МДС, так і в контролі, гетерогенна.  

При МДС-ІB переважаючими є КУО-ГЕММ та КУО-Г, в той час як в 

контролі перевага надається більш зрілим попередникам, якими вважаються 

КУО-ГM та КУО-МM (рис.5.7.).  
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Рис.5.7. Порівняння вмісту колоній (КУО) при МДС-ІВ і в контрольній 

групі в умовах культивування in vitro, (p≤0,05). 

 

5.3. Порівняльний аналіз різних типів колонієутворення у контрольної 

групи осіб in vitro i  in vivo 

 

Аналіз колонієутворення різних типів колоній у обох культуральних 

системах підтвердив думку про гетерогенність гемопоетичних клітин-

попередників (табл.5.3).  
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Таблиця 5.3 

Здатність до колонієутворення мононуклеарів з кісткового мозку 

контрольної групи осіб у культуральних системах in vitro i in vivo (на 1х105 

експлантованих клітин) 

Культуральна 

система 

Типи колоній х105 

КУО-ГЕММ КУО-Г КУО-MM КУО-ГM 

in vitro 2,5±0,6*  10,4±1,2* 15,3±2,0 46,5 ± 3,4* 

in vivo 4,0±0,9* 18,3±3,5* 13,5±3,3 36,8 ± 2,3* 

Примітка:* – різниця між вказаними показниками статистично достовірна 

p≤0,05 

 

Якщо в системі in vivo явно переважав клас гранулоцитарних попередників 

і змішаних, в системі in vitro – гранулоцитарно-макрофагальних. Різниця 

статистично достовірна (p≤0,05).  

 

5.4. Порівняльний аналіз різних типів колонієутворення у групи осіб з 

МДС-ІВ in vitro i  in vivo 

 

Результати культуральних досліджень свідчать про те, що при МДС-ІB як 

в культурі in vitro, так і в гелевих дифузійних камерах культивуються 4 типи 

колоній, різних за своїми морфофункціональними характеристиками. Оскільки 

біологічний матеріал був використаний в експериментах однаковий, то різниця 

у колонієутворенні різних типів колоній може бути пов’язана з тим, що наявність 

в культурі in vitro метилцелюлози є стимулюючим фактором для росту КУО-ГМ 

і КУО-ММ. А переважний ріст in vivo КУО-Г і КУО-ГЕММ може свідчити про 

те, що в системі in vivo створені умови для культивування більш ранніх 

попередників, ніж КУО-ГМ і КУО-ММ. 
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Цей феномен також можна пояснити тим, що в гетерогенній популяції 

гемопоетиичних клітин-попередників існують короткоживучі (ST-HSC) і 

довгоживучі фракції стовбурових клітин (LT-HSCs). Друга вважається більш 

примітивною, у той час як перша містить попередники, які більш зрілі і швидко 

закінчують свій життєвий цикл. Дані інших авторів свідчать про те, що 

компартмент примітивних стовбурових клітин (LT-HSCs)  має глибокі зміни в 

метилюванні ДНК і містить аномалії каріотипу.  
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РОЗДІЛ 6. ДОСЛІДЖЕННЯ ВЗАЄМОДІЇ ГЕМОПОЕТИЧНИХ І 

СТРОМАЛЬНИХ КЛІТИН-ПОПЕРЕДНИКІВ ПРИ МДС-ІВ У 

ДОВГОТРИВАЛІЙ КУЛЬТУРІ IN VITRO 

 

6.1. Визначення ефективності використання стромальної підложки 

для підтримки гемопоезу у гелевих дифузійних камерах, занурених у 

культуру in vitro 

 

Строма в культурі використовується як підложка для культивування 

гемопоетичних клітин. Вона являє собою матрикс для подальшої підтримки 

гемопоезу. Проте завжди у таких культурах є ризик контамінації стромальними 

клітинами. Для того, щоб уникнути потрапляння стромальних клітин у суспензію 

гемопоетичних клітин ми використали гелеві дифузійні камери, у внутрішню 

порожнину яких вводили гемопоетичні клітини. Камери занурювали у живильне 

середовище над стромальним шаром клітин. Завдяки вдало підібраним 

співвідношенням компонентів гелю, камери не сідали на фідер і не плавали на 

поверхні, а знаходились у середніх шарах середовища і були подібні субмарині 

[4]. 

На першому етапі роботи ми провели отримання адгезивних клітин з 

кісткового мозку для визначення їх кількості, необхідної для формування 

підложки для подальшого їх використання у якості фідера при культивуванні на 

них гемопоетичних клітин (див. розділ 2). Використовували кілька концентрацій 

клітин від 1х106 до 1х107. Аналіз результатів показав, що концентрація клітин 

1х106 не здатна сформувати конфлюентний шар (рис.6.1. а), тоді як концентрація 

клітин 1х107 призводила до відшаровування адгезивних клітин від поверхні 

пластика. 5х106 була такою концентрацією клітин, яка формувала цілісний шар 

адгезованих клітин, здатних підтримувати гемопоез (рис. 6.1. б). У подальшому 

ми притримувалися цієї концентрації клітин для отримання фідерів з нормальних 

кістковомозкових клітин, які готувалися заздалегідь.  
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Рис. 6.1. Визначення необхідної для підтримки гемопоезу кількості 

стромальних клітин в культурі in vitro. А – концентрація клітин 1х106; Б – 

концентрація клітин 5х106. Інвертований мікроскоп. Збільшення х200. 

 

Культивували гемопоетичні клітини-попередники осіб без 

онкогематологічної патології у гелевих дифузійних камерах, занурених у 

середовище з фідерним шаром і без нього in vitro. На 2-му, 3-му і 5-му тижнях 

а 

б 
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камери вилучали з середовища і визначали клоногенну активність 

експлантованих в камеру клітин. У кожний термін аналізували по 3 зразки. 

Кількість гемопоетичних попередників, які представляли колонієутворюючі 

одиниці гранулоцитарно-макрофагальні (КУО-ГМ), отримані на кожному етапі 

культивування, порівнювали між собою. Дизайн експерименту був такий: 

гемопоетичні клітин з кісткового мозку контрольної групи осіб у концентрації 

1х105  вводили з напіврідким агаром у внутрішню порожнину камер. Камери 

занурювали у живильне середовище без фідера і з фідерним шаром, отриманим 

з кістковомозкових клітин хворих без онкогематологічної патології. Оцінку 

функціональної активності гемопоетичних клітин здійснювалася за кількістю 

КУО-ГМ, які рахували у камерах без демонтажу під інвертованим мікроскопом.  

У разі культивування без фідера колонії не формувалися. Проте кількість 

малих кластерів у варіанті без фідера становила 18,8 ± 0,4 (р<0,05) (табл.6.1). 

КУО-ГМ на фідері через два тижні дорівнювали 36,7 ± 3,2, через 3 – 48,6±3,8, 

через 5 – 28,5 ± 5,82. Через 2 тижні у культурах переважали компактні колонії I 

типу (28,2 ± 2,7), вони складали приблизно 70% від загальної кількості всіх 

колоній (рис. 6.2.). Через 3 тижні переважали колонії «з вінчиком» (32,3±2,8), а 

через 5 тижнів – дифузні (20,5±1,8). 

Таблиця 6.1 

Колонієутворення в довготривалій культурі в залежності від 

наявності фідерного шару з розрахунку на 1х105 культивованих клітин 

Показник Термін культивування, тижнів 

2 3 5 

Тип колоній 

І ІІ ІІІ І ІІ ІІІ І ІІ ІІІ 

КУО-ГМ/1х105 38,2 

± 2,7 

13,0 

± 2,7 

5,3  

± 1,5 

44,0 

±3,5 

17,8 

± 2,2 

8,2 ± 

1,3 

27,6 

 ±3,2 

11,0  

± 2,8 

10,3 

± 3,2 

Сума КУО-

ГМ/1х105 

(на фідері) 

36,7 ± 3,2* 48,6 ± 3,8* 28,5 ± 5,8* 
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Продовження табл. 6.1 

КУО-ГМ (без 

фідера) / 1×105 

- - - 

Сума КлУО-ГМ 

(без фідера) / 

1х105 

18,8±0,4 * - - 

Примітка: * відмінності у разі культивування над фідерним шаром і без 

нього достовірні (p < 0,05). 

 

 

Рис. 6.2. Колонія I-го типу в культурі з напіврідким агаром in vitro, 

отримана з клітин, культивованих у дифузійних камерах над фідерним шаром. 

Інвертований мікроскоп. х200 

 

У культурах без фідера переважали кластероутворюючі одиниці, що 

володіли обмеженою проліферативною активністю і здатністю пройти незначну 

кількість поділів (рис.6.3.). 
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Рис.6.3. Кластери великі (а) і малі (б) в культурі з напіврідким агаром, 

отримані з клітин, культивованих у дифузійних камерах без фідера. 

Інвертований мікроскоп. Х200 

 

Відсутність колоній і активне кластероутворення у культурі протягом 

перших 2-х тижнів за відсутності фідерного шару свідчили про згасання 

проліферативної і диференціювальної активності клітин у зв’язку з відсутністю 

стимуляторів гемопоезу. Продовження культивування клітин у такій системі 

було недоцільне. 

Найкращий результат, що відображається у максимальному збільшенні 

кількості клоногенних попередників у порожнині гелевої дифузійної камери, був 

отриманий за наявності фідерного шару на 3-му тижні перебування клітин в цій 

системі (табл.6.1). Кількість кластерів суттєво не відрізнялася у вказані терміни. 

Це можна пояснити тим, що кластери утворюються з більш зрілих попередників, 

які пройшли кілька поділів до потрапляння у культуру і не можуть у повній мірі 

а 

б 
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відображати гемопоез. Тому кількісний розподіл кластерів не має вирішального 

значення при оцінці проліферативного потенціалу культивованих клітин.  

 

6.2. Вивчення впливу строми, сформованої з адгерентних клітин 

кісткового мозку хворих на МДС-ІB і у нормі на колонієутворюючу 

здатність гемопоетичних клітин-попередників в культурі дифузійних камер 

in vitro 

 

В експериментах використовували стромальні підложки. Перша була 

отримана від пацієнтів без онкогематологічної патології, які формували групу 

порівняння (10 осіб). Клітини кісткового мозку хворих на МДС-ІB (20 осіб) 

занурювали у повне живильне середовище DMEM, яке нашаровувалося на 

стромальний шар, отриманий з кісткового мозку пацієнтів без 

онкогематологічної патології. Культивували гемопоетичні клітини кісткового 

мозку хворих на МДС-ІB у кількості 1х105 клітин у гелевих дифузійних камерах, 

занурених у живильне середовище над шаром стромальних клітин, отриманих 

заздалегідь від осіб без онкогематологічних захворювань (див. розділ 2). 

Визначали КУО-ГМ на 14-й день культивування. Отримали 12,4±0,9 колоній на 

1х105 експлантованих клітин. Це втричі менше, ніж в контролі. За контроль 

приймали значення КУО-ГМ гемопоетичних клітин від пацієнтів без 

онкогематологічних порушень на підложці зі здорових клітин. Цей показник 

дорівнював 36,7 ± 3,2 (рис. 6.4.). 
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Рис.6.4. Результати культивування КУО-ГМ нормального кісткового мозку 

та хворих на МДС-ІВ на підложці зі строми гематологічно здорових осіб. 

 

Другий варіант шару адгезивних клітин вирощували з кістковомозкових 

клітин хворих на МДС-ІB. Виявилось, що оптимальна концентрація стромальних 

клітин 5х106, яка була підібрана для контроля,  не призводила до формування 

цілісного шару in vitro. Він був переривчастий і формувався довше на 5 днів. Ми 

подвоїли кількість клітин і досягли формування конфлюентного шару на 14-й 

день культивування. З чого ми прийшли до висновку, що строма при МДС 

дефектна.  

Проте, у разі використання дефектного стромального шару (від МДС-ІВ) 

як фідеру для нормальних гемопоетичних клітин, отримали значення КУО-ГМ, 

співставні з нормою – 36,5 ± 4,8 колоній на 1х105 експлантованих клітин (різниця 

статистично недостовірна). Виходить, що шар з дефектної строми діяв так, як і 

шар з нормальних кістковомозкових клітин, незважаючи на те, що він був 

отриманий від хворих з МДС-ІВ. Це означає, що у фідерному шарі при МДС-ІB 

залишаються функціонально активні клітини, які здатні підтримувати гемопоез 

у обсязі, співставному з контролем.  

0 10 20 30 40 50

Норма

МДС

КУО-ГМ, на 1Х105 експлантованих клітин
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РОЗДІЛ 7. ВПЛИВ РЕКОМБІНАНТНИХ ЦИТОКІНІВ НА 

КОЛОНІЄУТВОРЮЮЧУ ЗДАТНІСТЬ ГЕМОПОЕТИЧНИХ КЛІТИН-

ПОПЕРЕДНИКІВ ПРИ МДС IN VITRO 

 

7.1. Кінетика формування клітинних агрегатів із кісткового мозку 

контрольної групи осіб у живильному середовищі із різними факторами 

росту 

 

Був проведений аналіз функціональної активності клітин-попередників 20 

пацієнтів з МДС-ІB у ініціальний період до лікування і 10 осіб, у яких при 

стернальній діагностичній пункції не виявлено онкогематологічної патології 

(контрольна група). На першому етапі, для підбору концентрацій факторів, 

культивували кістковий мозок контрольної групи осіб. Дослідження 

проводилися на тлі зростаючої концентрації трьох факторів – гранулоцитарно-

макрофагального (GM-CSF), гранулоцитарного (G-CSF) і інтерлейкіну-3 (IL-3). 

Концентрацію ростових факторів було підібрано емпірично. Мінімальна 

концентрація вважалася та, при якій з’являлися перші агрегати гемопоетичних 

клітин. З розрахунку на 1х105 експлантованих клітин вона становила 2,5 нг/мл. 

Відповідно, кількість клітинних агрегатів, більших за 40 клітин, на 14-й день 

культивування становила 6,0±1,2, 5,3±0,8 і 8,5 ±1,5, відповідно. У подальшому 

концентрації ростових факторів подвоювали. На наступному етапі вона сягала 5 

нг/мл. При підвищенні концентрації ростових факторів виявлявся значний ріст 

колонієутворення в культурі, і колонієутворююча здатність становила 12,0 ±2,5, 

10,3±1,5 і 14,1±2,3, відповідно. При концентрації ростових факторів 10 нг/мл 

КУО-ГМ сягала 22,1±2.8, 20,6±2,5 і 27,5±3,2, відповідно. Концентрація ростових 

факторів 20 нг/мл виявилася оптимальною і викликала формування колоній у 

кількості 38,3 ±3,5, 34,0 ±4,3 і 42,5±5,4, відповідно (табл.7.1). 
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Таблиця 7.1. 

Ефективність колонієутворення ГПК in vitro при зростаючих дозах 

цитокінів  

Назва цитокінів GM-CSF G-CSF IL-3 

Концентрація цитокінів, нг/мл 2,5  2,5  2,5  

КУО-ГМ 6,0±1,2 5,3±0,8 8,5 ±1,5* 

Концентрація цитокінів, нг/мл 5  5  5  

КУО-ГМ 12,0±2,5 10,3±1,5 18,1 ±2,3* 

Концентрація цитокінів, нг/мл 10  10  10  

КУО-ГМ 22,1±2,8 20,6±2,5 27,5 ±3,2* 

Концентрація цитокінів, нг/мл 20  20  20  

КУО-ГМ 38,3±3,5* 34,0±4,3*  42,5 ±5,4* 

Різниця між показниками * статистично достовірна 

 

7.2. Вплив різних факторів росту і їх комбінації на КУО-ГМ при МДС-

ІB в культурі in vitro 

 

Культури кісткового мозку хворих на МДС-ІB демонстрували глибоке 

пригнічення кровотворної функції при використанні кожного з трьох ростових 

факторів в їх оптимальних концентраціях. КУО-ГМ дорівнювала 4,0±0,5, 7,0±0,8 

і 9,3±1,5 на 1х105 експлантованих клітин, відповідно. Характерним виявилось те, 

що перші два фактори поступалися своєю активністю IL-3. Різниця статистично 

достовірна. 

На наступному етапі досліджень ми зробили дві серії експериментів: у 

першій ми вдвічі збільшили концентрацію факторів, у другій – використали їх 

комбінацію. Виявилося, що при збільшенні концентрації ростових факторів 

ефективність колонієутворення при МДС-ІB суттєво підвищувалася. Так, при 

збільшенні концентрації цитокінів вдвічі при використанні GM-CSF 

колонієутворююча здатність дорівнювала 18,3±1,8, при G-CSF – 12,1±1,5 і при 
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IL-3 – 24,5±2,1, відповідно. При використанні комплексу цитокінів їх КУО-ГМ 

дорівнювала 28,7±3,2, що статистично достовірно вище у порівнянні з 

цитокінами, діючими окремо, але не досягає значень контрольних показників 

(табл.7.2).  

Таблиця 7.2 

Ефективність колонієутворення ГПК від МДС-ІВ при високих дозах 

цитокінів і їх комбінації у культурі in vitro 

Назва цитокіна Концентрація цитокіна КУО-ГМ 

GM-CSF 40 нг/мл 18,3±1,8* 

G-CSF 40 нг/мл 12,1±1,5* 

IL-3 40 нг/мл 24,5±2,1* 

Комбінація GM-CSF+G-

CSF+IL-3 

По 40 нг/мл 28,7±3,2* 

Різниця між показниками * статистично достовірна 

 

Аналіз результатів проведених досліджень показав, що клітини-

попередники при МДС, незважаючи на дефектний ріст, відповідають на стимул 

проліферацією клітин у клонах, проте межа відповіді при МДС-ІB стає більш 

високою, чутливість падає, і це виражається у низькому колонієутворенні. Цей 

феномен ми спостерігали на першому, самому численному, етапі захворювання 

(МДС-ІB). Він не охоплює етапи подальшого перебігу, проте, при цій формі 

відповіді на цитокіни можна досягти, збільшуючи їхню концентрацію.  

Таким чином, беручи до уваги, що при МДС ГКП демонструють дефектну 

пригнічену реакцію на цитокіни, проте все ж таки здатні на відповідь при 

збільшенні дози препаратів, і особливо, при їх комбінації, можна рекомендувати 

такий підхід при вивченні цієї патології в експерименті, а при складанні 

лікувальних протоколів враховувати дані, отримані поза організмом, в культурі 

клітин.  
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РОЗДІЛ 8. АНАЛІЗ ТА УЗАГАЛЬНЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ 

ДОСЛІДЖЕННЯ 

 

Дисертаційна робота присвячена визначенню особливостей 

функціонування гемопоетичних клітин-попередників в нормі і порушеннях 

гемопоезу (МДС). Доцільність визначення  морфологічних і функціональних 

показників гемопоетичних клітин-попередників з кісткового мозку мишей, 

щурів і людини  була обумовлена необхідністю поглиблення знань про 

особливості їх функціонування, вирішення питання про гетерогенність клітин-

попередників у різних ссавців і людини, як загальне виявлення біологічної 

природи і потенцій у культурі клітин in vivo [9]. 

Культивування гемопоетичних клітин у культурі in vitro потребує 

наявності цитокінів, які регулюють проліферативну активність клітинних 

агрегатів. Вивчаючи вплив різних рекомбінантних цитокінів на 

колонієутворюючу здатність гемопоетичних клітин-попередників in vitro, ми 

проаналізували кінетику формування клітинних агрегатів із кісткового мозку 

контрольної групи осіб у живильному середовищі із різними факторами росту. 

Дослідження проводилися на тлі зростаючої концентрації трьох факторів – 

гранулоцитарно-макрофагального (GM-CSF), гранулоцитарного (G-CSF) і 

інтерлейкіну-3 (IL-3) від 2,5 до 20 нг/мл. Концентрація ростових факторів  20 

нг/мл у контролі виявилася оптимальною і викликала формування колоній  у 

кількості  38,3 ±3,5,  34,0 ±4,3 і 42,5±5,4, відповідно. 

На наступному етапі досліджень ми зробили дві серії експериментів: у 

першій ми вдвічі збільшили концентрацію факторів, у другій – використали їх 

комбінацію. Виявилося, що при збільшенні концентрації ростових факторів 

ефективність колонієутворення при МДС-ІB суттєво підвищувалася. Так, при 

збільшенні концентрації цитокінів вдвічі (40 нг/мл) при використанні GM-CSF 

колонієутворююча здатність дорівнювала 18,3±1,8, при G-CSF – 12,1±1,5 і при 

IL-3 – 24,5±2,1. При використанні комплексу цитокінів їх КУО-ГМ дорівнювали 
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28,7±3,2, що статистично достовірно вище у порівнянні з цитокінами, діючими 

окремо, але не досягає значень контрольних показників. Таким чином, 

результати досліджень показали, що при МДС відбувається дефектне сприйняття 

стимулів. Межа чутливості знижується. Проте спроможність реагувати 

залишається, що переконливо показано у культурі. 

Цей феномен ми спостерігали на ранньому, самому численному, етапі 

захворювання (МДС-ІB). Він не охоплює етапи подальшого перебігу, але при цій 

формі, відповіді можна досягти, збільшуючи концентрацію цитокінів. Таким 

чином, беручи до уваги, що при МДС ГКП демонструють дефектну пригнічену 

реакцію на цитокіни, проте все ж таки здатні на відповідь при збільшенні дози 

препаратів, і особливо, при їх комбінації, можна рекомендувати такий підхід при 

вивченні цієї патології в експерименті, а при складанні лікувальних протоколів 

враховувати дані, отримані поза організмом, в культурі клітин. 

При культивуванні in vitro було виявлено гетерогенність типів колоній при 

культивуванні  кісткового мозку. Виявилось, що як і у людини, у ссавців 

визначаються чотири типи попередників. Результати культивування 

гемопоетичних клітин-попередників хворих на МДС-IB у метилцелюлозі 

свідчили про наявність чотирьох типів колоній у культурі. Вони поділялися на 

гранулоцитарно-еритроїдно-мегакаріоцитарно-макрофагальні чи змішані, 

(КУО-ГЕММ), гранулоцитарні (КУО-Г), гранулоцитарно-макрофагальні (КУО-

ГМ), моноцитарно-макрофагальні (КУО-ММ). Так, кількість змішаних колоній 

(КУО-ГEMM) з кісткового мозку людини дорівнювала 2,0±0,9 на 105 

експлантованих клітин, в той час як для гранулоцитарних колоній (КУО-Г) цей 

показник був у 9 разів більшим і дорівнював 18,3±3,5 на 1х105 експлантованих 

клітин. Встановлено, що кількість моноцитарно-макрофагальних колоній (КУО-

MМ) перевищувала кількість змішаних колоній у 6 разів і дорівнювала 13,5±3,3, 

в той час як у порівнянні з гранулоцитарними колоніями цей показник був значно 

меншим. Найбільша колонієутворююча здатність  на 12-14-й день відмічалася 
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для гранулоцитарно-макрофагальних колоній (КУО-ГM) і дорівнювала 36,8±2,3 

на 105 експлантованих клітин.  

У мишей  і щурів характер колонієутворення  в культурі відрізнявся, але в 

обох випадках визначалася така ж саме гетерогенність типів колоній, а саме, 

КУО-ГЕММ, КУО-Г, КУО-ГМ і КУО-ММ. Перевага макрофагальних колоній у 

мишей і, особливо, у щурів, так як і їх схильність до кластероутворення в 

культурі пов’язана з біологічними особливостями ссавців і повинна 

враховуватись при проведенні культуральних досліджень. Таким чином, було 

доведено, що гетерогенність гемопоетичних клітин-попередників не є перевагою 

кісткового мозку людини, а має ширше розуміння, охоплюючи представників 

біологічного світу, на прикладі мишей і щурів. Отримані дані, які вказують на 

особливості поведінки клітин миші, щура і людини в культурі гелевих 

дифузійних камер, поглиблюють уявлення про функціонування і кінетику росту 

стовбурових клітин і їх найближчих нащадків в організмі ссавців і людини і 

мають практичний вихід для подальших досліджень кровотворення в нормі і при 

злоякісних захворюваннях. Кістковий мозок миші, щура і людини культивувався 

в гелевих дифузійних камерах, занурених у організм лінійних мишей, 

оброблених за добу цитостатиком  ендоксаном (Baxter Oncology GmbH, 

Німеччина). Аналіз отриманих даних показав, що кількість клітинних агрегатів, 

утворених під час культивування у напіврідкому агарі, лінійно зростала із 

збільшенням концентрації ядровмісних клітин (ЯВК), що занурювали у гелеву 

дифузійну камеру перед культивуванням, як  мишей і щурів, так і людини. 

Визначений найбільш придатний термін зняття результатів експериментів – 12-

14-а доба культивування для кісткового мозку людини, 10-й день – для миші і 8-

й день – для щура. Кількість клітин, що була вибрана, як оптимальна для 

проведення подальших досліджень у всіх трьох випадках, становила 5×105 

клітин в 1мл, або 1×105 клітин на одну камеру. Про це свідчить проліферативний 

потенціал колонієутворення.  
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Із метою встановлення особливостей функціональної активності 

гемопоетичних стовбурових клітин та клітин-попередників кісткового мозку 

(КМ) пацієнтів з МДС-IB у порівнянні з контрольною групою осіб проводили 

підрахунок кількості клітинних агрегатів. Колонії мали примхливу форму. Серед 

них переважали дифузні колонії і дифузні з вінчиком. За формою при МДС, так 

як і в нормі, розрізняли три типи колоній: компактні, змішані (з вінчиком) і 

дифузні [7]. Проте в разі культивування кістковомозкових клітин у нормі 

переважали компактні колонії округлої форми, які складали 60 % від решти типів 

колоній. Примітивні клітини, які проліферують, формували центр колоній 

(бласти, промієлоцити), їх оточували проліферуючі клітини- мієлоцити і 

метамієлоцити, тоді як дозріваючі клітини (палочкоядерні і сегментоядерні 

лейкоцити) знаходились на периферії колоній. 

 При МДС поряд з пригніченням колонієутворюючої активності визначали 

зменшення кількості клітин у клонах. Цей показник не перевищував 50 клітин, 

що свідчило про обмежену здатність клітин-попередників до проліферації. 

Спостерігався порушений порядок знаходження клітин у клонах, коли більш 

примітивні і дозріваючі клітини розташовувались хаотично. Вивчення 

залежності між кількістю колоній та числом мононуклеарних клітин у 1 мл 

кісткового мозку у хворих на МДС-ІB показало, що ця залежність носить прямий 

кореляційних характер.  

Порівняння відносного вмісту різних типів колоній, що утворюються при 

культивуванні клітин групи осіб з МДС і у контролі показало, що гемопоетичні 

клітини-попередники  мають різний потенціал до диференціювання in vitro, і при 

МДС-ІB він є нижчим. Найбільша колонієутворююча здатність відмічалась для 

гранулоцитарно-макрофагальних колоній, як для МДС-ІB, так і для контроля 

(28,5±2,2 і 46,5±3,4, відповідно). А от щодо моноцитарно-макрофагальних 

попередників (КУО-ММ), кількість їх як  при МДС, так і у контролі виявилася 

співставною і  дорівнювала 13,6±2,5 і 15,3±2,0, відповідно.  
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Результати аналізу свідчать про те, що популяція гемопоетичних клітин-

попередників як при МДС, так і в контролі, гетерогенна. При МДС-ІB 

переважаючими примітивні попередники, якими є КУО-ГЕММ та КУО-Г, в той 

час як в контролі перевага надається більш зрілим попередникам, якими 

вважаються КУО-ГM та КУО-МM.  

Роль мікрооточення у механізмі розвитку МДС найкраще може бути 

продемонстрованою у культурі клітин. Для цього нами була використана модель, 

в якій можна стежити за взаємодією гемопоетичних і стромальних клітин-

попередників при МДС-IВ у довготривалій культурі in vitro. Ми використали цю 

модель для визначення ефективності використання стромальної підложки для 

підтримки гемопоезу у гелевих дифузійних камерах, занурених у культуру при 

МДС in vitro.  

Строма в культурі використовується як підложка для культивування 

гемопоетичних клітин. Вона являє собою матрикс для подальшої підтримки 

гемопоезу. Проте завжди у таких культурах є ризик контамінації стромальними 

клітинами. Для того, щоб уникнути потрапляння стромальних клітин у суспензію 

гемопоетичних клітин ми використали гелеві дифузійні камери, у внутрішню 

порожнину яких вводили гемопоетичні клітини. Камери занурювали у живильне 

середовище над стромальним шаром клітин. Завдяки вдало підібраним 

співвідношенням компонентів гелю, камери не сідали на фідер і не плавали на 

поверхні, а знаходились у середніх шарах середовища і були подібні субмарині 

[4]. 

Нами була визначена оптимальна концентрація клітин, необхідних для 

отримання шару адгезивних клітин в нормі і при МДС.  Виявилося, що у контролі 

цей показник дорівнює 5х106, а при МДС – 1х107 експлантованих клітин. 

Конфлюєнтний шар формувався з кістковомозкових клітин хворих на МДС 

пізніше на тиждень. Найкращий результат підтримки гемопоезу у камерах, 

занурених над живильним середовищем з фідером, спостерігався на 3-й тиждень 

культивування і дорівнював 48,6 ± 3,8. 
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Кількість кластерів суттєво не відрізнялася у вказані терміни. Це можна 

пояснити тим, що кластери утворюються з більш зрілих попередників, які 

пройшли кілька ділень до потрапляння у культуру і не можуть в повній мірі 

відображати гемопоез. Тому клькісний розподіл кластерів не має вирішального 

значення при оцінці проліферативного потенціалу культивованих клітин.  

На наступному етапі досліджень вивчали  вплив стромальної підложки, 

сформованої з адгерентних клітин кісткового мозку  від хворих на МДС-ІB і у 

нормі, на колонієутворюючу здатність гемопоетичних клітин-попередників в 

культурі дифузійних камер in vitro. В експериментах використовували два типи 

стромальної підложки. Перша була отримана від пацієнтів без 

онкогематологічної патології, які формували групу порівняння. Клітини 

кісткового мозку хворих на МДС-ІB занурювали у повне живильне середовище 

DMEM, яке нашаровувалося на стромальний шар, отриманий з кісткового мозку 

пацієнтів без онкогематологічної патології. Культивували гемопоетичні клітини 

кісткового мозку хворих на МДС-ІB у кількості 1х105 клітин у гелевих 

дифузійних камерах, занурених у живильне середовище над шаром стромальних 

клітин, отриманих заздалегідь від осіб без онкогематологічних захворювань. 

Визначали КУО-ГМ на 12-14-й день культивування. Отримали 12,4±0,9 колоній 

на 1х105 експлантованих клітин. Це втричі менше, ніж в контролі. За контроль 

приймали значення КУО-ГМ гемопоетичних клітин від пацієнтів без 

онкогематологічних порушень на підложці з  таких самих клітин. Цей показник 

на 12-14-й день дорівнював 36,7 ± 3,2. 

Надалі дизайн експерименту було модифіковано. Шар адгезивних клітин 

вирощували  з  кістковомозкових клітин хворих на МДС-ІB. Виявилось, що 

оптимальна концентрація стромальних клітин 5х106, яка підібрана для контроля,  

не призводила до формування цілісного шару in vitro. Він був переривчастий і 

формувався довше на 5 днів. Ми подвоїли кількість клітин і досягли формування 

конфлюентного шару на 14-й день культивування. З чого ми прийшли до 

висновку, що строма при МДС дефектна. Проте, коли використали такий 
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стромальний шар як фідер для нормальних гемопоетичних клітин, отримали 

значення КУО-ГМ, співставні з нормою – 36,5 ± 4,8 колоній на 1х105 

експлантованих клітин (різниця статистично недостовірна). Отже, шар з 

дефектної строми діяв так, як і шар з нормальних кістковомозкових клітин, 

незважаючи на те, що він був дефектним. Це означає, що у фідерному шарі  при 

МДС-ІB залишаються функціонально спроможні клітини, які здатні 

підтримувати гемопоез у обсязі, співставному з контролем, і своєчасне 

використання лікувальних засобів на цьому етапі перебігу захворювання має 

шанси на позитивний результат, щоб протидіяти трансформації у ГМЛ. 

Отже, єдиної точки зору щодо ролі гемопоетичних клітин-попередників, 

найближчих нащадків стовбурової клітини і прогностичної цінності клональних 

культуральних методів досліджень при мієлодиспластичному синдромі (МДС) 

немає [41]. На частку МДС з надлишком бластів (МДС-ІB) припадає 40 % 

випадків МДС [124]. Причина виникнення МДС залишається до кінця 

невизначеною, але можна з впевненістю сказати, що це клональне захворювання 

зі змінами, які сталися завдяки мутаціям, що призвели до цитогенетичних 

порушень і охоплюють відділ стовбурової клітини. Все більше даних дозволяють 

припускати вирішальну роль не лише гемопоетичних стовбурових клітин (ГСК), 

але й клітин-попередників кісткового мозку (ГКП) як у виникненні, так і у 

прогресуванні онкогематологічних захворювань [41, 1]. Припускають, що 

сигнальні шляхи, що регулюють проліферацію, диференціювання та чутливість 

до апоптозу ГСК та клітин-попередників КМ в процесі еволюції захворювання 

задіяні і при МДС [70]. 

Таким чином, у роботі виявлено особливості колонієутворення in vitro і  in 

vivo в культурі з напіврідким агаром кісткового мозку пацієнтів при МДС-ІB. 

Встановлено, що у хворих у момент діагностики захворювання відбувається 

пригнічення колонієутворюючої здатності клітин-попередників, зменшення 

кількості клітин у колоніях і поява примхливих форм клітинних агрегатів із 

змінами у диференціюванні в культурі. Визначені інформативні показники 
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морфофункціональних характеристик стовбурових клітин та їх нащадків в 

культурі, такі як колонієутворююча здатність і клітинний вміст колоній. Крім 

того, отримані нами дані дозволяють зробити висновок, щодо ролі 

гемопоетичних клітин-попередників у формуванні патологічного процесу при 

МДС, про що свідчить здатність гемопоетичних стовбурових клітин та клітин-

попередників кісткового мозку до утворення дефектних клонів у культурі  in 

vitro. В зв’язку з тим, що в культурі in vitro при МДС-ІB формуються колонії з 

обмеженою кількістю клітин, порушеною проліферативною активністю і 

викривленим диференціюванням, можна вважати, що було виявлено зміни 

функціональної активності клітин-попередників при МДС-ІB, і вони свідчать 

про глибину патологічного процесу, який охоплює рівень гемопоетичних клітин-

попередників, найближчих нащадків стовбурових клітин. 
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ВИСНОВКИ 

 

У дисертаційній роботі було виявлено гетерогенність гемопоетичних 

клітин-попередників в культурі in vitro і in vivo і з’ясовано їх роль у формуванні 

патологічного процесу при МДС-IB. 

1. На підставі культуральних досліджень отримані дані про 

гетерогенність гемопоетичних клітин-попередників у культурі. Виявлена 

наявність КУО-ГЕММ, КУО-Г, КУО-ГМ і КУО-ММ у людини, миші і щура 

розглядається, як загальнобіологічне явище. Проте при МДС-IB  виявляється 

перевага ранніх попередників КУО-ГЕММ, КУО-Г, а у нормі – пізніх КУО-ГМ і 

КУО-ММ, що пояснює залучення в патологічний процес при МДС ранніх форм 

попередників. 

2. Доведено, що терміни зняття результатів культивування 

гемопоетичних клітин-попередників різняться у миші, щура і людини. 

Оптимальним терміном для миші є 10 діб, для щура – 8, а для людини – 12-14 

діб.  

3. Показано, що ефективність колонієутворення збільшується з 

підвищенням концентрації цитокінів і потребує вдвічі більшого стимулу при 

культивуванні гемопоетичних клітин від пацієнтів з МДС-IB. Оптимальною 

концентрацією в контролі для G-CSF, GM-CSF, IL-3 була 20 нг/мл, а для клітин 

від пацієнтів з МДС-IB – 40 нг/мл. 

4. Доведено, що у разі використання комплексу цитокінів (GM-CSF, G-

CSF, IL-3) колонієутворююча здатність клітин-попередників від пацієнтів з 

МДС-ІВ значно зростає, у порівннянні з такими показниками для цитокінів, що 

діяли окремо (28,7±3,2 до 18,3±1,8, 12,1±1,5 та 24,5±2,1 відповідно). 

5. Виявлена пряма кореляційна залежність між кількістю 

мононуклеарів в 1 мл кісткового мозку і кількістю сформованих колоній у 

пацієнтів з МДС-IB. 
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6. Показано, що в культурі з напіврідким агаром як in vitro, так і in vivo 

при МДС формується у півтора рази менше колоній, ніж у нормі. Кількість 

клітин в них не перевищує 50, а в нормі – 500. Колонії володіють примхливою 

формою і складаються з клітин різного ступеня зрілості, які розташовуються 

хаотично, тоді як в нормі вони знаходяться в колонії за ступенем зрілості – від 

бластної клітини у центрі, до промієлоцитів, мієлоцитів та метамієлоцитів по 

мірі руху до периферії. По периферії розташовуються палочкоядерні і 

сегментноядерні гранулоцити. 

7. Культивування гемопоетичних клітин від пацієнтів з МДС-IB у 

гелевих дифузійних камерах, занурених у живильне середовище з стромальною 

підложкою, отриманої з кістковомозкових клітин контрольної групи осіб, не 

призводило до виправлення морфології клітин; гемопоез залишався дефектним. 

Заміна стромальної підложки на підложку з клітин, вилучених у пацієнтів з МДС, 

не впливала негативно на нормальні гемопоетичні клітини, культивовані у 

гелевих дифузійних камерах. 

8. Було виявлено, що для формування стромальної підложки у 

контролі, оптимальною концентрацією кістковомозкових клітин є 5х106, а при 

МДС – 1х107 клітин. 

9. Пошкодження чи дефекти гемопоезу при МДС-IB, виявлені в 

культурі клітин in vitro i in vivo,  а саме, пригнічення колонієутворення, обмежена 

кількість клітин у клонах, примхлива форма колоній, хаотичне розташування 

клітин у клонах, персистування довгоживучої популяції пропонуються як 

додаткова ознака, поряд з клінічними, лабораторними, цитогенетичними і 

фенотиповими показниками для своєчасної ранньої діагностики і прогнозування 

ініціальних етапів розвитку МДС. 
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