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ОСОБЛИВОСТІ ВПЛИВУ РЕКОМБІНАНТНИХ ЦИТОКІНІВ  
НА ФУНКЦІОНАЛЬНУ АКТИВНІСТЬ  

ГЕМОПОЕТИЧНИХ КЛІТИН-ПОПЕРЕДНИКІВ  
ПРИ МІЄЛОДИСПЛАСТИЧНОМУ СИНДРОМІ IN VITRO

Популяції гемопоетичних клітин-попередників є найближчими нащадками стовбурових клітин. 
Саме на рівні цих клітин (гемопоетичних клітин-попередників) відбувається реалізація процесів 
проліферації та диференціювання. На відміну від стовбурових клітин, вони чутливі до дії цитокінів, 
які викидаються у разі нестачі клітин крові на периферії. Проте довгий час роль гемопоетичних 
клітин-попередників у реалізації патологічного процесу при порушеннях гемопоезу було недооцінено, 
вона виявилася вагомішою, ніж вважали раніше. Особливо це стосується мієлодиспластичного син-
дрому, який, незважаючи на назву, є клональним захворюванням, яке передує гострій лейкемії. 
Метою дослідження було визначення особливостей функціонування гемопоетичних клітин-попе-
редників у нормі і порушеннях гемопоезу на ініціальних етапах злоякісного процесу МДС (МДС-IB) 
в умовах дії різних концентрацій цитокінів для оцінювання гемопоетичного потенціалу цих клітин. 
Вивчали їхню колонієутворювальну активність (КУО) пацієнтів двох груп – контрольної (10 осіб) 
і дослідної (20 осіб) у культурі in vitro. Виявилось, що КУО збільшується з підвищенням концентра-
ції цитокінів і потребує вдвічі більшого стимулу у разі культивування гемопоетичних клітин від па-
цієнтів з МДС-IB. Оптимальною концентрацією в контролі для G-CSF, GM-CSF, IL-3 виявилась 
20 нг/мл, а для клітин від пацієнтів з МДС-IB – 40 нг/мл. Доведено, що у разі використання комплексу 
цитокінів (GM-CSF, G-CSF, IL-3) колонієутворювальна здатність клітин-попередників від пацієн-
тів з МДС-ІВ значно зростає в порівнянні 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). У роботі розкрито прихований потенціал 
до проліферації клітин від пацієнтів з МДС-ІB, що може бути використаним як в експерименталь-
них дослідженнях, так і для створення протоколів лікування хворих на МДС в ініціальній стадії 
захворювання. 

Ключові слова: мієлодиспластичний синдром, гемопоетичні клітини-попередники, рекомбі-
нантні цитокіни, колонієутворювальна активність, культура in vitro.

Вступ
Гемопоез ссавців – це складна ієрархічна  

система безперервного оновлення кровотворних 
клітин, що ґрунтується на збалансованості про-
цесів їхнього утворення і руйнування. У дорос-
лих організмах більшість стовбурових клітин 
перебувають у стані G0 фази клітинного циклу. 
Завдяки цьому вони є стійкішими до пошко-
джень ДНК [1,2] та можуть довго зберігатися 

в гемопоетичних нішах, активуючись лише 
у разі потреби проліферації [3]. Ця особливість 
«сплячих» стовбурових клітин дає можливість 
зберегти «золотий запас» для відновлення після 
різних стресів.

Окрім стовбурових клітин, в організмі існує 
й інша популяція – гемопоетичні клітини-попе-
редники. Саме на їхньому рівні відбувається реалі-
зація процесів проліферації та диференціювання, 
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адже вони чутливі до дії цитокінів, які викида-
ються у разі нестачі клітин крові в кровотоці [3]. 
Роль гемопоетичних клітин-попередників 
було недооцінено в реалізації патологічного 
процесу при порушеннях гемопоезу, вона  
виявилася вагомішою, ніж вважали раніше. 
На мієлодиспластичний синдром із надлишком 
бластів (МДС-ІB) припадає 40 % випадків 
МДС [4]. Причину виникнення МДС остаточно 
не визначено, але можна з впевненістю сказати, 
що це клональне захворювання зі змінами, 
які сталися завдяки мутаціям, що призвели до 
цитогенетичних порушень і охоплюють від-
діл стовбурової клітини [5,6]. Проте єдиного 
погляду щодо ролі гемопоетичних клітин-попе-
редників, найближчих нащадків стовбурової 
клітини, і прогностичної цінності клональних 
культуральних методів досліджень при мієло-
диспластичному синдромі (МДС) немає [7]. 
Попри думку, що мієлодиспластичний синдром 
є «захворюванням стовбурових клітин», наразі 
немає вагомих доказів на підтримку цього твер-
дження. Крім того, ступінь ураження клітин 
у стовбурово-клітинному компартменті при 
МДС залишається невідомим. 

Метою дослідження було визначення особ-
ливостей функціонування гемопоетичних клі-
тин-попередників у нормі і порушеннях гемо-
поезу на ініціальних етапах злоякісного процесу 
МДС (МДС-IB) в умовах дії різних концентрацій 
цитокінів для оцінювання гемопоетичного по-
тенціалу цих клітин.

Матеріали та методи дослідження
Дослідження, представлені в роботі, спря-

мовано на визначення особливостей функціо-
нування гемопоетичних клітин-попередників 
у нормі і порушеннях гемопоезу на ініціальних 
етапах злоякісного процесу – мієлодиспластич-
ного синдрому (МДС). У роботі було проведено 
аналіз функціональної активності клітин-попе-
редників 20 пацієнтів з МДС-ІB (11 чоловіків 
і 9 жінок) у момент маніфестації процесу до 
лікування (дослідна група) і 10 осіб, у яких 
при стернальній діагностичній пункції не ви-
явлено онкогематологічної патології (контроль-
на група). Діагноз встановлено відповідно до 
сучасної класифікації ВООЗ пухлин крово-
творної і лімфоїдної тканин [8-10]. У дослі-
дження було залучено тільки пацієнтів із впер-
ше виявленим МДС.

Усі пацієнти дали інформовану згоду на ви-
користання свого матеріалу з дослідницькою 
метою відповідно до національних протоколів 
лікування та збору біологічного матеріалу під 

час лікування. Діагностичну стернальну пунк-
цію пацієнтам проводили медичні працівники 
Інституту гематології та трансфузіології НАМН 
України у період з 2018 по 2021 рік. Діагноз було 
встановлено на підставі обов’язкових лаборатор-
них досліджень за міжнародною класифікацією 
хвороб (з уточненням від 2016 року).

Перед культивуванням проводили розрахун-
ки кількості клітин для постановки експеримен-
ту у 24-лунковому планшеті. В одну лунку об’є-
мом 500 мкл вносили суспензію такого складу: 
живильне середовище DMEM, із 9 % FBS, 1 % 
L-глутаміну (2мМ) та з антибіотиками пеніцилі-
ном і стрептоміцином; ростові фактори згідно 
із завданнями експериментів і агар у концен-
трації 0,33 %; клітинна суспензія. Для досто-
вірності отриманих результатів дослідження  
проводили у 3 повторах, тобто використовували 
3 лунки. У пусті лунки по периметру вносили 
по 500 мкл розчину PBS для створення вологос-
ті. Культивування клітин кісткового мозку від-
бувалось у термостаті протягом 14 діб в умовах 
присутності 5 % вуглекислого газу, за абсолют-
ної вологості і 37 °C.

Результати
Для визначення оптимальних концентра-

цій факторів росту гранулоцитарно-макрофа-
гального (GM-CSF), гранулоцитарного (G-CSF) 
і інтерлейкіну-3 (IL-3) для культивування 
кісткового мозку спочатку дослідили кістко-
вий мозок осіб контрольної групи. Культиву-
вання проводили з поступовим збільшенням 
концентрації цих трьох факторів. Мінімаль-
ною ефективною концентрацією вважали ту, за 
якої з’являлися перші агрегати гемопоетичних 
клітин. Ця концентрація становила 2,5 нг/мл 
на 1×105 експлантованих клітин. За цієї кон-
центрації кількість колоній (агрегатів понад 
40 клітин) на 14-й день культивування стано-
вила 6,0±1,2, 5,3±0,8 і 8,5±1,5 для GM-CSF, 
G-CSF та IL-3, відповідно. Далі концентрацію 
факторів росту подвоювали до 5 нг/мл. Це 
призвело до значного зростання колонієутво-
рення: 12,0±2,5, 10,3±1,5 і 14,1±2,3 колоній 
для GM-CSF, G-CSF та IL-3, відповідно. За 
концентрації 10 нг/мл кількість КУО-ГМ (ко-
лонієутворювальних одиниць гранулоцитар-
но-макрофагальних) становила 22,1±2,8, 
20,6±2,5 і 27,5±3,2 для GM-CSF, G-CSF та IL-3, 
відповідно. Оптимальною концентрацією 
було визначено 20 нг/мл, за якої кількість  
колоній становила 38,3±3,5, 34,0±4,3 і 42,5±5,4 
для GM-CSF, G-CSF та IL-3, відповідно 
(рисунок).
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Наступним кроком стало дослідження впли-
ву різних факторів росту та їхніх комбінацій 
на КУО-ГМ у 20 хворих на МДС-ІB in vitro. 
Культури кісткового мозку цих пацієнтів у разі 
використання кожного з трьох факторів росту 
в їхніх оптимальних концентраціях демонстру-
вали значне пригнічення кровотворної функції. 
Кількість КУО-ГМ становила 4,0±0,5, 7,0±0,8 
і 9,3±1,5 на 1×105 експлантованих клітин для 
GM-CSF, G-CSF та IL-3, відповідно. Важливо 
зазначити, що перші два фактори виявилися 
менш ефективними, ніж IL-3. Ця різниця була 
статистично достовірною (p≤0,05).

Далі було проведено два типи експериментів: 
у першому концентрацію факторів росту подвої-
ли, а в другому їх використовували в комбінації. 
Виявилося, що у разі подвоєння концентрації 
факторів росту ефективність колонієутворення 
при МДС-ІB значно зростала та становила 
18,3±1,8, 12,1±1,5 і 24,5±2,1 для GM-CSF, G-CSF 
та IL-3, відповідно. Використання комплексу ци-
токінів призвело до утворення 28,7±3,2 КУО-ГМ, 
що статистично достовірно вище, ніж у разі 

використання цитокінів окремо. Проте цей показ-
ник все ж не досяг значень контрольної групи 
(див. таблицю).

Обговорення
У кістковому мозку проліферація та дифе-

ренціювання гемопоетичних клітин контролю-
ються кровотворним мікрооточенням. Це склад-
не середовище, що складається з мезенхімальних 
стромальних клітин, а також адипоцитів, остео-
бластів, ендотеліальних і ретикулярних клітин та 
макрофагів [11]. Клітини, які формують гемо-
поетичні ніші, секретують безліч сигнальних 
молекул, що діють локально (аутокринно) або на 
відстані (паракринно). Ці сигнали включають 
ростові фактори, хемокіни, цитокіни, морфогени 
та молекули адгезії [12].

Як відомо, система кровотворення, ядром якої 
у дорослого організму є кістковий мозок, без-
перервно оновлює пул своїх клітин. Цей процес 
можливий завдяки наявності мультипотентних 
стовбурових клітин та їхніх нащадків – клітин- 
попередників. На відміну від стовбурових клітин, 
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Рисунок. Ефективність колонієутворення ГПК in vitro зі зростанням доз цитокінів

Таблиця 
Ефективність колонієутворення ГПК від МДС-ІВ за високих доз цитокінів 

та їхні комбінації в культурі in vitro

Назва цитокіну Концентрація цитокіну, нг/мл КУО-ГМ
GM-CSF 40 18,3±1,8*
G-CSF 40 12,1±1,5*

IL-3 40 24,5±2,1*
Комбінація

GM-CSF + G-CSF + IL-3

40

кожний фактор

28,7±3,2*

* Різниця між показниками статистично достовірна.
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які мають необмежену здатність до самовідтво-
рення, гемопоетичні клітини-попередники мають 
меншу гнучкість. Їхня спеціалізація більш вира-
жена, а здатність до самовідтворення обмежена, 
тож регуляція кровотворення здійснюється за до-
помогою ростових факторів, які продукуються 
мікрооточенням кісткового мозку [13,14].

Отримані нами дані свідчать про те, що при 
МДС відбувається порушення сприйняття стиму-
лів гемопоетичними клітинами: знижується їхня 
чутливість до цитокінів. Проте здатність реагува-
ти на них зберігається, що було продемонстрова-
но in vitro. Ці результати дають змогу припустити, 
що гемопоетичні клітини-попередники відігра-
ють важливу роль у патогенезі МДС. Це підтвер-
джується здатністю гемопоетичних стовбурових 
клітин та клітин-попередників кісткового мозку 
реагувати на вплив цитокінів in vitro. Важливо 

зазначити, що проведене дослідження охоплює 
лише ранню стадію МДС (МДС-ІB) і не дає  
інформації про подальші етапи захворювання. 
Проте воно демонструє, що за цієї форми МДС 
можна досягти певного терапевтичного ефекту, 
збільшуючи концентрацію цитокінів.

Висновки
Зважаючи на те, що при мієлодиспластично-

му синдромі (МДС) гемопоетичні клітини-попе-
редники мають дефектну пригнічену реакцію 
на цитокіни, але все ж таки здатні реагувати 
на підвищені дози препаратів, особливо в їхній 
комбінації, рекомендовано використовувати цей 
підхід під час дослідження МДС в експерименті. 
Крім того, дані, отримані в дослідженнях куль-
тури клітин in vitro, можна враховувати під час 
розроблення протоколів лікування.
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M. Pakharenko, I. Russu, D. Bilko, I. Lahodniuk, N. Bilko
National University of Kyiv-Mohyla Academy (NaUKMA), Kyiv, Ukraine

PECULIARITIES OF THE INFLUENCE OF RECOMBINANT CYTOKINES  
ON THE FUNCTIONAL ACTIVITY OF HEMATOPOIETIC PROGENITOR CELLS 

IN MYELODYSPLASTIC SYNDROME IN VITRO

Abstract
Populations of hematopoietic progenitor cells are the closest descendants of stem cells. It is at their level 

that the processes of proliferation and differentiation occur, since they are sensitive, unlike stem cells, to the 
action of cytokines, which are released in the event of a shortage of blood cells in the periphery. However, 
for a long time the role of hematopoietic progenitor cells in the implementation of the pathological process 
in disorders of hematopoiesis was underestimated, while now it has turned out to be more significant than 
previously thought. This is especially true of myelodysplastic syndrome, which, despite its name, is a clonal 
disease that precedes acute leukemia. The purpose of the study was to determine the peculiarities of the 
functioning of hematopoietic progenitor cells in normal and impaired hematopoiesis at the initial stages of 
the malignant process of MDS (MDS-IB) under the conditions of exposure to different concentrations of 
cytokines to assess the hematopoietic potential of these cells. Their colony-forming activity (CFU) was 
studied in two groups of patients — control (10 people) and experimental (20 people) in culture in vitro. It 
was found that CFU increases with increasing concentration of cytokines and requires twice as much 
stimulus when culturing hematopoietic cells from patients with MDS-IB. The optimal concentration in the 
control for G-CSF, GM-CSF, IL-3 was 20 ng/ml, and for cells from patients with MDS-IB — 40 ng/ml. It 
has been proven that in the case of using a complex of cytokines (GM-CSF, G-CSF, IL-3), the colony-
forming ability of progenitor cells from patients with MDS-IB increases significantly, compared to such 
indicators for cytokines acting alone (28.7±3.2 to 18.3±1.8, 12.1±1.5 and 24.5±2.1, respectively). The paper 
reveals the latent potential for cell proliferation from patients with MDS-IB, which can be used both in 
experimental studies and in the creation of protocols for the treatment of patients with MDS in the initial 
stage of the disease. 

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