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ОСОБЛИВОСТІ ФУНКЦІОНУВАННЯ  
ГЕМОПОЕТИЧНИХ КЛІТИН-ПОПЕРЕДНИКІВ  

КІСТКОВОГО МОЗКУ ХВОРИХ  
НА МІЄЛОДИСПЛАСТИЧНИЙ СИНДРОМ  

У КУЛЬТУРІ IN VITRO  
І В ГЕЛЕВИХ ДИФУЗІЙНИХ КАМЕРАХ IN VIVO

Мієлодиспластичний синдром (МДС) – це клональне захворювання зі змінами, які відбуваються 
завдяки мутаціям, що призводять до цитогенетичних порушень і охоплюють відділ гемопоетичної 
стовбурової клітини. Дослідники показали, що типи росту колоній у культурі лейкемічних клітин 
із гострою та хронічною мієлоїдною лейкемією мають прогностичне значення для визначення ймо-
вірності отримання ремісії чи прогресування захворювання. Проте єдиної думки щодо прогностич-
ної цінності клональних культуральних методів досліджень у разі МДС немає.

Метою дослідження було з’ясування ролі гемопоетичних клітин-попередників, найближчих на-
щадків стовбурової клітини, у формуванні патологічного процесу у разі МДС і виявлення особливос-
тей колонієутворення та морфологічного складу колоній з кісткового мозку пацієнтів у культурі  
in vitro та in vivo в дифузійних камерах, імплантованих у черевну порожнину лінійних тварин, для ви-
значення їх можливого прогностичного значення. Зразки кісткового мозку пацієнтів з МДС із над-
лишком бластів-1 досліджували гематологічним, культуральним, цитологічними і статистичними 
методами. Виявлено особливості колонієутворення в культурі з напіврідким агаром кісткового 
мозку пацієнтів з МДС із надлишком бластів-1. Встановлено, що у хворих у разі виявлення захворю-
вання відбувається пригнічення колонієутворювальної здатності в напіврідкому агарі клітин-попе-
редників, зменшення кількості клітин у колоніях і поява примхливих форм клітинних агрегатів із змі-
нами в диференціюванні в культурі. У роботі оцінено здатність кісткового мозку у разі МДС 
із надлишком бластів-1 до утворення колоній-клонів гемопоетичними клітинами-попередниками під 
час культивування в напіврідкому агарі як in vitro, так і in vivo. Визначено інформативні показники 
морфофункціональних характеристик стовбурових клітин та їхніх нащадків у культурі, як-от ко-
лонієутворювальна здатність і клітинний вміст колоній. Доведено, що результати культивування 
в дифузійних камерах in vivo зіставні з даними, отриманими in vitro, і можуть стати додатковою 
ознакою виявлення і прогресування МДС поряд із традиційними методами.

Ключові слова: мієлодиспластичний синдром, гемопоетичні клітини-попередники, колонієутво-
рювальна активність, культура in vitro та in vivo.

Вступ

Моделі вивчення кровотворення в нормі і па-
тології відрізняються джерелом отримання клітин 
(кров, кістковий мозок), обробкою біоматеріалу, 
запуском різних напрямів диференціювання клі-
тин, обраними субпопуляціями і кількісними 
параметрами, які включено в модель. Це пояс-
нює різні дані, які отримуються в лабораторіях 
світу. Особливо це стосується культивування 
клітин, для підтримки яких використовується 
безліч цитокінів і ростових факторів, сироваток 
і живильних середовищ різних виробників. Тому 
валідація поточних аналізів, узгодження 

методів, уніфікація підходів є передумовою 
для широкого застосування їх у клінічній прак-
тиці. Пошук методів, які дають змогу поза орга-
нізмом вивчати особливості проліферації і дифе-
ренціювання гемопоетичних клітин у культурі, 
триває. Доцільним виявилося їх використання 
у разі онкогематологічних захворювань. Метод 
виявлення в культурі з напіврідким агаром коло-
ній-клонів розробили Дональд Меткалф (Donald 
Metcalf) і Малкольм Мур (Malcolm Moor) у сере-
дині 1970-х років, він став першою in vitro сис-
темою для вивчення гемопоетичних клітин- 
попередників [1]. Цей тип культур базується 
на здатності попередників формувати колонії 
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клітин завдяки їх проліферації і диференціюван-
ню в зрілі клітини. Розвиток колоній залежить 
від присутності ростових стимулювальних фак-
торів, які у вигляді рекомбінантних факторів до-
даються в культуру. Тип, кількість і розмір коло-
ній залежать від кількості експлантованих клітин, 
джерела отримання, природи і комбінації гемо-
поетичних цитокінів. Проте існує підхід культи-
вування в дифузійних камерах, який усуває  
потребу застосування різних добавок під час 
культивування і забезпечує стабільні, близькі 
до природних, умови для зростання. Клітини-по-
передники в напіврідкому агарі формують колонії 
і кластери у внутрішній порожнині камер. Запро-
поновані системи мали суттєві недоліки, голов-
ним з яких є тверда, зроблена з оргскла, камера 
з міліпоровим фільтром, що сприяє утворенню 
сполучнотканинних наростань, які обволікають 
її з усіх боків, затримуючи надходження живиль-
них речовин у порожнину камер. Запропонований 
спосіб культивування у м’якому поліакриламід-
ному гелі сприяв створенню умов, найбільш  
наближених до природних, що позначилося 
на ефективності колонієутворення гемопоетич-
них клітин і дало змогу використати його пара-
лельно з культивуванням in vitro для норми і пато-
логії [2,3]. Дослідники показали, що типи росту 
колоній у культурі лейкемічних клітин із гострою 
і хронічною мієлоїдною лейкемією мають про-
гностичне значення для визначення імовірності 
отримання ремісії чи прогресування захворюван-
ня [4]. Проте єдиної думки щодо ролі гемопое-
тичних клітин-попередників, найближчих нащад-
ків стовбурової клітини, і прогностичної цінності 
клональних культуральних методів досліджень 
у разі захворювання на МДС немає [5,6]. Гетеро-
генність форм МДС є причиною складнощів у ви-
явленні прогностичних ознак [7]. Тому ми дослі-
дили лише форму МДС, яку за класифікацією 
2016 року називають МДС із надлишком блас-
тів-1, як одну з найчисленніших форм МДС. Вона 
характеризується наявністю 5–9 % мієлобластів 
у кістковому мозку чи 2–4 % мієлобластів у пери-
феричній крові. Сидеробластів може не бути, або 
вони виявляються в будь-якій кількості. На част-
ку МДС із надлишком бластів припадає 40 % ви-
падків МДС [7]. Причину виникнення МДС оста-
точно не з’ясовано, але можна з впевненістю 
сказати, що це клональне захворювання зі зміна-
ми, які сталися завдяки мутаціям, що призвели 
до цитогенетичних порушень і охоплюють відділ 
стовбурової клітини [8]. Усе більше даних дають 
змогу припускати вирішальну роль не лише гемо-
поетичних стовбурових клітин (ГСК), але й  
клітин-попередників кісткового мозку (КМ) 

як у виникненні, так і в прогресуванні онкогема-
тологічних захворювань [8,9]. Припускають, що 
сигнальні шляхи, які регулюють проліферацію, 
диференціювання та чутливість до апоптозу ГСК 
і клітин-попередників КМ у процесі еволюції  
захворювання, задіяні і в разі МДС [8]. 

Одним із важливих питань на сьогодні зали-
шається вивчення ролі гемопоетичних клітин- 
попередників у формуванні патологічного про-
цесу у разі МДС і його прогнозуванні. Тому 
метою дослідження стало з’ясування ролі гемо-
поетичних клітин-попередників, найближчих 
нащадків стовбурової клітини, у формуванні па-
тологічного процесу у разі МДС і виявлення 
особливостей колонієутворення та морфологіч-
ного складу колоній з кісткового мозку пацієнтів 
у двох культуральних системах – in vitro та  
in vivo в дифузійних камерах, імплантованих у че-
ревну порожнину лінійних тварин, для визначен-
ня їх можливого прогностичного значення. 

Матеріали та методи досліджень

Обстежено 23 хворих на МДС із надлишком 
бластів-1, із них 14 чоловіків та 9 жінок віком 
56–78 років (середній вік – 66 років). Як контроль 
використовували кістковий мозок, отриманий 
у результаті діагностичної стернальної пункції 
в 11 пацієнтів без онкогематологічної патології.

Діагноз встановлено відповідно до сучасної 
класифікації ВООЗ пухлин кровотворної і лімфо-
їдної тканин [10,11]. У дослідження було включе-
но тільки пацієнтів із вперше виявленим МДС.

Зразки пацієнтів було отримано згідно з вимо-
гами Комісії з етики. Усі пацієнти дали інформо-
вану згоду на використання свого матеріалу в до-
слідницьких цілях відповідно до національних 
протоколів лікування та збору біологічного мате-
ріалу під час лікування. Діагностичну стернальну 
пункцію пацієнтам проводили медичні праців-
ники Інституту гематології та трансфузіології 
НАМН України. Діагноз було встановлено на під-
ставі обов’язкових лабораторних досліджень 
за міжнародною класифікацією хвороб (з уточ-
ненням від 2016 року). Зразки кісткового мозку 
розводили 1:3 PBS (Sigma-Aldrich, США), наша-
ровували на градієнті щільності 3 мл Histopaque 
(Gibco, США) (1,077 г/мл) і центрифугували 30 хв 
за 740 g. Кільце ядровмісних клітин збирали авто-
матичною піпеткою і тричі промивали PBS 
(Sigma-Aldrich, США) протягом 10 хв за 430 g. 
Очищені клітини потім ресуспендували в 1 мл 
середовища і підраховували меланжерним мето-
дом з використанням камери Горяєва з 200-крат-
ним збільшенням.
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Наступним кроком було культивування гемо-
поетичних клітин-попередників у середовищі 
DMEM (Sigma, США) з додаванням 20 % FBS 
(Sigma-Aldrich, США), 1 % антибіотиків пені-
циліну/стрептоміцину (Sigma-Aldrich, США) 
та 2 мМ L-глутаміну (Sigma-Aldrich, США) 
і 20 нг гранулоцитарно-макрофагального колоніє-
стимулюючого фактора (PeproTech, США) [9]. 
Для oтримaння нaпiврiдкoгo середoвищa 
викoристoвувaли бaктoaгaр (Difco, СШA) iз 
вихiднoю кoнцентрaцiєю 3,3 %. Суспензiю 
клiтин кiсткoвoгo мoзку дoдaвaли тaк, щoб кiн-
цевa їх кoнцентрaцiя вiдпoвiдaлa зaдaнiй 
(1×105 мoнoнуклеaрiв). Клітини в напіврідкому 
агарі переносили в планшети, які ставили в тер-
мостат на 14 діб за умов абсолютної вологості, 
37 °C та 5 % CO2. .Паралельно клітинний матері-
ал у такій самій концентрації занурювали в ди-
фузійні камери з поліакриламіду і поміщали в че-
ревну порожнину мишей лінії CBA, за добу 
опромінених у сублетальній дозі (500 R). В експе-
риментах використано 115 тварин. Результати 
культивування в обох системах отримували 
на 12-ту добу. Мишей забивали згідно з Європей-
ською конвенцією про захист хребетних тварин, 
що використовуються для дослідних та інших 
наукових цілей і внутрішньодержавними право-
вими актами. Камери вилучали. Завдяки прозо-
рості камер, під інвертованим мікроскопом, під-
раховували кількість колонієутворювальних 
одиниць (КУО-ГМ). Далі вміст камер переноси-
ли на предметне скельце. 

Отримані клітинні агрегати аналізували під 
інвертованим мікроскопом (Olympus CK-2, Япо-
нія) з подальшим виділенням окремих колоній 
та їх забарвленням за Паппенгеймом (Sigma-
Aldrich, США).

Після завершення експерименту частки агару 
з колоніями (кластерами) переносили на скло, роз-
діляли тонкими голками. Колонії індивідуально 
виділяли з агару за допомогою мікропіпетки варі-
абельного об’єму та ресуспендували в середовищі 
DMEM (Sigma, США). Препарати як початкової 
(до культивування in vitro) суспензії мононуклеа-
рів КМ, так і клітин, які становили клон (колонію, 
кластер), виготовляли за допомогою цитоцентри-
фуги (Shandon, США) (центрифугування протя-
гом 1 хв за 360 g), підсушували на повітрі та за-
барвлювали за методом Паппенгейма [2]. 

Для опрацювання результатів використовува-
ли статистичну програму Microsoft Excel. Досто-
вірність відмінностей середніх значень двох ви-
бірок визначали за допомогою t-критерію 
Стьюдента; різницю між результатами вважали 
значущою на рівні значущості 95 % (p < 0,05).

Результати досліджень та їх обговорення

З метою встановлення особливостей функціо-
нальної активності гемопоетичних стовбуро-
вих клітин і клітин-попередників кісткового 
мозку пацієнтів з МДС із надлишками бластів-1 
у порівнянні з нормою проводили підрахунок 
кількості клітинних агрегатів, утворених після 
14 діб культивування в напіврідкому середовищі 
in vitro. Аналіз отриманих результатів показав, 

Рис. 1. Колонії гемопоетичних клітин-попередників 
у культурі кісткового мозку здорових донорів:  

а – колонія компактного типу; б – компактна з вінчиком; 
в – дифузна колонія.  

Зб. х 200. Інвертований мікроскоп
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що колонії, сформовані кістковомозковими клі-
тинами осіб без онкогематологічної патології,  
містили від 50 до 200 клітин гранулоцитарного 
і моноцитарного ряду різного ступеня диферен-
ціювання. Розрізняли компактні колонії (рис. 1 а), 
компактні з вінчиком (рис. 1 б) і дифузні (рис. 1 в). 

Аналіз результатів культивування зразків з МДС 
показав, що на момент діагностики кількість клі-
тинних агрегатів становила 4,0±1,3 на 1×105 екс-
плантованих клітин, що у 9 разів менше колоніє-
утворювальної активності клітин КМ пацієнтів без 
онкогематологічних захворювань.

Для підтвердження факту стабільності ре-
зультатів культивування in vitro у разі МДС ми 
використали паралельно оригінальний метод 
культивування в напіврідкому агарі, який відріз-
нявся від in vitro тим, що клітини в напіврідкому 
агарі занурювались у гелеві дифузійні камери 
оригінальної конструкції, імплантовані в черев-
ну порожнину лінійних мишей [2]. Камера з по-
рожниною для клітин зроблена з поліакриламід-
ного гелю м’якої консистенції, використання 
якого для культивування клітин довів співавтор 
роботи в попередніх дослідженнях [3]. Не визна-
чено ознак невідповідності росту клітин-попе-
редників у культурі in vitro та in vivo у нормі, 
незважаючи на відсутність in vitro тих необхід-
них для трансформованих клітин факторів, 
які в достатній кількості надходять у камеру 
з перитонеальної порожнини тварин-реципієн-
тів камер. Водночас виявлено, що оптимальним 
терміном для зняття результатів культивування 
in vivo став 12-й день культивування, тоді як  
in vitro він становив 14 днів. Поясненням відста-
вання росту клітин in vitro може слугувати той 
факт, що in vivo клітини перебувають у фізіоло-
гічних умовах, створених у дифузійній камері 
завдяки її м’якій консистенції і тим живильним 
речовинам, які надходять у камеру в процесі 
культивування з черевної порожнини миші. Крім 
того, вартість постановки експерименту in vivo 

суттєво відрізняється від затрат у разі культиву-
вання in vitro, тому що замість ростових факто-
рів, фетальної сироватки, культуральних доба-
вок і CO2 інкубатора клітини вирощуються 
в камерах, занурених в організм мишей. Отже, 
клітини культивуються в умовах, найбільш на-
ближених до природних. Стабільність результа-
тів гарантується надходженням з черевної по-
рожнини живильних речовин однакового складу. 
Порівняльний аналіз колонієутворення в обох 
системах – in vitro та in vivo – у разі МДС пока-
зав, що ядровмісні клітини кісткового мозку 
в культурі з напіврідким агаром формують коло-
нії-клони, ефективність колонієутворення яких 
зіставна. Під час виявлення МДС колонієутворю-
вальна активність у культурі in vitro дорівнювала 
4,0±1,3, а in vivo – 4,6±1,5 з розрахунку 1×105 екс-
плантованих клітин. Різниця статистично недо-
стовірна (p ≥ 0,05), тоді як у контролі цей показ-
ник сягав in vitro 36,5±5,8 та in vivo – 37,6±4,8.

За формою у разі МДС, як і в нормі, розрізняли 
три типи колоній: компактні, змішані та дифузні [9]. 
Проте в разі культивування кістковомозкових 
клітин у нормі переважали компактні колонії  
округлої форми, які становили 60 % від решти 
типів колоній. Примітивні клітини, які проліферу-
ють, формували центр колоній (бласти, промієло-
цити), їх оточували проліферуючі клітини-мієло-
цити і метамієлоцити, тоді як дозріваючі клітини 
(паличкоядерні і сегментоядерні лейкоцити) пере-
бували на периферії колоній (рис. 2). 

У разі МДС поряд із пригніченням колоніє-
утворювальної активності визначали зменшення 
кількості клітин у клонах. Цей показник не пере-
вищував 50 клітин, що свідчило про обмежену 
здатність клітин-попередників до проліферації. 
Спостерігався порушений порядок перебування 
клітин у клонах, коли більш примітивні і дозріва-
ючі клітини розташовувались хаотично. Колонії 
мали примхливу форму. Серед них переважали 
дифузні колонії і дифузні з вінчиком (рис. 3).

Рис. 2. Гранулоцитарно-моноцитарна колонія в нормі. 
Забарвлення за Паппенгеймом. Зб. х 630

Рис. 3. Дифузна колонія у разі МДС.  
Забарвлення за Паппенгеймом. Зб. х 250
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Аналіз цитологічного складу колоній свідчив 
про зміни в процесі диференціювання в порів-
нянні з нормою. Кількість бластних клітин у пре-
паратах з колоній дорівнювала in vitro 8,5±0,7 % 
та in vivo – 9,0±0,9 %, тоді як у контролі цей по-
казник дорівнював 1,0±0,1 і 0,8±0,2, відповідно. 
Кількість макрофагів у порівнянні з контролем 
була збільшена і дорівнювала in vitro 27,2±3,7 % 
та in vivo 25,1±4,3 %, тоді як у нормі цей показник 
становив 10,0±1,5 % і 8,0±2,5 %, відповідно. Ви-
значено суттєву різницю в наявності макрофа-
гальних елементів в обох культурах у порівнянні 
з контролем (р < 0,05).

Висновки

Отримані нами дані дають змогу зробити ви-
сновок щодо ролі гемопоетичних клітин-попе-
редників у формуванні патологічного процесу 
у разі МДС, про що свідчить здатність гемопое-
тичних стовбурових клітин і клітин-попередників 
кісткового мозку до утворення дефектних клонів 

у культурі як in vitro, так і in vivo в порівнянні 
з нормою. У гелевих дифузійних камерах, зануре-
них у черевну порожнину мишей-реципієнтів, 
як і in vitro, формуються колонії з обмеженою кіль-
кістю клітин, з порушеною проліферативною  
активністю і викривленим диференціюванням. 
Виявлені зміни функціональної активності  
клітин-попередників свідчать про глибину патоло-
гічного процесу, який захоплює рівень гемопое-
тичних клітин-попередників, найближчих нащад-
ків стовбурових клітин, що може слугувати поряд 
із традиційними методами додатковою ознакою 
для виявлення МДС із надлишком бластів-1 і його 
прогресування у МДС із надлишком бластів-2, 
який передує ГМЛ. Дослідження, проведені пара-
лельно у двох культуральних системах – in vitro 
та in vivo, свідчать про адекватність способу куль-
тивування в гелевих дифузійних камерах і доціль-
ність його використання для оцінювання морфо-
функціональних характеристик гемопоетичних 
клітин у разі патології кровотворення і для подаль-
шого вивчення механізмів лейкозогенезу. 
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D. Bilko, M. Pakharenko

PECULIARITIES OF FUNCTIONING OF HEMATOPOIETIC PROGENITOR 
CELLS OF BONE MARROW OF PATIENTS  

WITH MYELODYSPLASTIC SYNDROME IN CULTURE IN VITRO  
AND IN GEL DIFFUSION CHAMBERS IN VIVO

Myelodysplastic syndrome is a clonal disease with changes that occur due to mutations that lead to 
cytogenetic disorders and involve the hematopoietic stem cell. Researchers have shown that colony growth 
types in leukemic cell culture with acute and chronic myeloid leukaemia are of a prognostic value to 
determine the likelihood of remission or disease progression. However, there is no single point of view on 
the prognostic value of clonal culture research methods in MDS. The aim of the study was to determine the 
role of hematopoietic progenitor cells, the closest descendants of stem cells, in the formation of the 
pathological process in MDS, and identify the features of colony formation and morphological composition 
of bone marrow colonies in patients in vitro and in vivo in diffusion chambers implanted in the abdominal 
cavity of linear animals to determine their possible prognostic value. Bone marrow samples from patients 
with MDS with an excess of blasts-1 were examined by haematological, cultural, cytological and statistical 
methods. The features of colony formation in culture with semi-liquid agar of bone marrow of patients with 
MDS with an excess of blasts-1 were revealed. It has been established that in patients with the disease 
detection, the colony-forming ability in the semi-liquid agar of progenitor cells is reduced, the number of 
cells in the colonies decreases, and the appearance of capricious forms of cell aggregates with changes in 
culture differentiation were detected. The ability of bone marrow in MDS with an excess of blasts-1 to form 
colony clones by hematopoietic progenitor cells when cultured in semi-liquid agar both in vitro and in vivo 
was evaluated. Informative indicators of morphofunctional characteristics of stem cells and their descendants 
in culture, such as colony-forming ability and cell content of colonies, were determined. It is proved that the 
results of cultivation in diffusion chambers in vivo are comparable with the data obtained in vitro, and can 
become, along with traditional methods, an additional sign of detection and progression of MDS.

Keywords: myelodysplastic syndrome, hematopoietic progenitor cells, colony-forming activity, in vitro 
and in vivo culture.

Матеріал надійшов 14.07.2022

Creative Commons Attribution 4.0 International License (CC BY 4.0)


