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ФУНКЦІОНАЛЬНИЙ ПОТЕНЦІАЛ КЛІТИН-ПОПЕРЕДНИКІВ 
ТА ЇХ ЗВ’ЯЗОК ІЗ КЛІНІКО-ГЕМАТОЛОГІЧНИМ ПЕРЕБІГОМ 

ПРИ МІЄЛОДИСПЛАСТИЧНОМУ СИНДРОМІ

Одним із  важливих механізмів патогенезу мієлодиспластичного синдрому (МДС) є  дисбаланс 
прозапальних цитокінів у кістковомозковому мікрооточенні, який призводить до змін у функції ге-
мопоетичних стовбурових клітин. Значне місце серед них посідає інтерлейкін (IL-1), що бере участь 
у регуляції проліферації, диференціювання та апоптозу клітин кровотворної системи. Метою цього 
дослідження було встановлення функціонального потенціалу гемопоетичних клітин-попередників 
і  їх взаємозв’язку з  концентрацією IL-1 у  сироватці крові та  клініко-гематологічним перебігом 
у  хворих на  МДС, лікованих азацитидином за  стандартним протоколом. Клініко-гематологічне  
обстеження пройшла 31 особа з МДС. Визначали кількість бластних клітин у периферичній крові 
і концентрацію IL-1 у сироватці крові. У культурі клітин хворих досліджували колоніє- і класте-
роутворення гемопоетичних клітин-попередників кісткового мозку (КМ). Аналіз результатів дослі-
джень показав, що в пацієнтів із МДС РАНБII на тлі зростання концентрації IL-1 та прогресування 
захворювання в  культурі клітин КМ спостерігається зменшення кількості нормальних колоній, 
зростання кількості дрібних або атипових колоній, збільшення кластероутворюючої здатності 
клітин-попередників, що  свідчить про  дефект гемопоезу на  рівні гемопоетичних стовбурових  
клітин і клітин-попередників.  

Ключові слова: гемопоетичні стовбурові клітини, гемопоетичні клітини-попередники, злоякісна 
трансформація, нестабільність геному, мієлодиспластичний синдром, азацитидин, культура клітин 
in vitro.

Вступ
Мієлодиспластичний синдром (МДС) – це гете-

рогенна група клональних захворювань гемопоетич-
ної стовбурової клітини (ГСК), для яких характерні 
цитопенії, неефективний гемопоез і  ризик тран-
сформації в гострий мієлоїдний лейкоз (ГМЛ) [1,2]. 
Одним із  важливих механізмів патогенезу МДС 
є  дисбаланс прозапальних цитокінів у  кістково-
мозковому мікрооточенні, який призводить до 
змін у функції мезенхімальних стовбурових клі-
тин [3,4]. Значне місце серед них посідає інтер
лейкін (IL-1), який бере участь у  регуляції 

проліферації, диференціювання та  апоптозу клі-
тин кровотворної системи. IL-1 стимулює про-
дукцію вторинних медіаторів, які  мають мієло
супресивний ефект, що  стає важливим фактором 
патологічного ремоделювання гемопоезу [5-7]. 
Хронічна активація IL-1-залежних сигнальних 
шляхів (NF-kB, MAPK) і активація NLRP3-інфла-
масоми призводять до  порушення функції ГСК 
і  клітин-попередників, сприяючи розвитку не
ефективного гемопоезу та прогресуванню МДС. 
IRAK1 часто гіперактивний при МДС і підтримує 
виживання патологічного клону [8-10].
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У хворих на МДС часто спостерігається підви-
щення рівня IL-1 у  сироватці крові. При МДС 
РАНБ І рівень IL-1 помірно підвищений, цитокін 
стимулює проліферацію клітин-попередників та 
водночас посилює апоптоз, формуючи неефектив-
ний гемопоез [11,12]. У  процесі прогресування 
МДС концентрація IL-1 значно зростає, посилюю-
чи синтез інших прозапальних цитокінів [13]. Вод-
ночас змінюється баланс між  проліферацією та 
диференціюванням клітин, що корелює з погіршен-
ням показників периферичної крові та зростанням 
рівня бластних клітин у  КМ, що  призводить 
до трансформації МДС у ГМЛ [14,15].

Метою цього дослідження було встановлен-
ня функціонального потенціалу гемопоетичних 
клітин-попередників та  їх взаємозв’язку з  кон-
центрацією IL-1 у сироватці крові і клініко-гема-
тологічним перебігом у хворих на МДС.

Матеріали та методи дослідження
Проаналізовано дані 31  хворого з  діагнозом 

МДС РАНБ  ІІ, із  них 17 (54,8 %) чоловіки,  
14 (45,1 %) жінки віком від  52 до  79 років, які  
перебували на лікуванні у відділенні захворювань 
системи крові та  консультативній поліклініці 
Державної установи «Національний науковий 
центр радіаційної медицини, гематології та онко-
логії НАМН України». Верифікацію діагнозу 
проведено відповідно до критеріїв ВООЗ мієлоїд-
них неоплазій 2008 року [16,17]. Пацієнти отри-
мували азацитидин за  стандартним протоколом: 
75 мг/м2/день; протягом 7 днів, кожні 28 днів ко-
рекцію дози проводили з урахуванням гематоло-
гічної токсичності препарату. 

Дослідження виконано згідно із  загально-
прийнятими етичними нормами та принципами, 
визнаними Гельсінською декларацією Всесвіт-
ньої медичної асоціації, яка  передбачає інфор-
мовану згоду пацієнтів на участь у наукових до-
слідженнях. Пацієнти надавали письмову згоду 
для проведення наукових досліджень з їхнім біо-
логічним матеріалом. 

Рівень IL-1 визначали методом твердофазно-
го аналізу за  допомогою аналізатора Multiscan 
Ascent «Labsystems» і  тест-систем «Diaclone» 
та вимірювали у пг/мл.

Для виявлення гемопоетичних клітин-попе-
редників у культурі in vitro було досліджено КМ 
обстежених осіб. Зразки КМ розбавляли фос-
фатним буфером PBS (Invitrogen, Німеччина) 
у співвідношенні 1 : 3. Клітинну суспензію від-
діляли центрифугуванням (30 хв за 750 g) у гра-
дієнті Hystopaque (Sigma-Aldrich, США) щіль
ністю 1,077 г/мл. Відмивання клітин проводили 
центрифугуванням протягом 10 хв (250 g) у PBS; 

процедуру повторювали тричі. Підрахунок кіль-
кості клітин в отриманих суспензіях проводили 
після додавання трипанового синього в  камері 
Горяєва (ПАО «Склоприлад», Україна). Кіль-
кість колоній визначали під інвертованим  
мікроскопом. Колонії розділяли на  компактні, 
компактні з  «вінчиком», дифузні та  атипові. Їх 
вивчали з  використанням інвертованого мікро
скопа (Zeiss, Німеччина) зі  збільшенням ×100 
і ×200 на 12–14-ту добу культивування. 

Обрахунок результатів культивування КУО-ГМ 
і КлУО-ГМ здійснювали на 12–14-ту добу культи-
вування з  використанням інвертованого мікро
скопа (Zeiss, Німеччина) зі  збільшенням ×100.  
За колонію приймали агрегати, до  складу яких 
входило понад 40 клітин [14]. Клітинні агрегати, 
що містили від 2 до 40 клітин, вважали кластера-
ми. Ефективність колонієутворення (ЕКУ), як 
кількість колонієутворюючих одиниць (КУO), 
визначали з  розрахунку на  1×105  культивованих 
мієлокаріоцитів. Кількість кластероутворюючих 
одиниць (КлУО) розуміли як кількість кластерів 
на 1×105 експлантованих клітин [15]. 

Статистичний аналіз отриманих даних вико-
нували за допомогою програмного забезпечення 
Microsoft Excel. Для перевірки відповідності ем-
піричних розподілів закону нормального розподі-
лу застосовували критерії Колмогорова та Пірсо-
на. Описова статистика для кількісних показників 
охоплювала розрахунок середнього арифметич-
ного (µ), стандартної похибки середнього (Sx) та 
середньоквадратичного відхилення (δ).

Результати
У результаті проведеного дослідження вста-

новлено, що у 4 (12,9 %) хворих на МДС РАНБ ІІ, 
які  досягли повної  /  часткової відповіді, вміст 
IL-1 у сироватці крові знизився в 1,7 раза порів-
няно з показником до лікування 14,6 ± 1,2 пг/мл 
та  24,6  ±  3,8  пг/мл, відповідно. Вміст бластів 
у  КМ знизився в  1,8  раза (до лікування 
15,3 ± 0,5 %, після терапії 8,5 ± 0,5 %) (р < 0,05). 
Кількість КУО-ГМ збільшувалась у  1,5  раза 
після лікування, а кількість КлУО-ГМ зменшу-
валась в 1,7 раза після досягнення повної / част-
кової відповіді (див. таблицю) (р < 0,05).

Аналіз результатів культуральних досліджень 
показав, що порівняно з нормою (38 ± 3,5 колоній 
і  11,5  ±  1,5  кластерів на  1×105  експлантованих 
клітин) найкращі результати отримано з  досяг-
ненням повної / часткової відповіді на лікування 
азацитидином. ЕКУ дорівнювала 28,6 ± 2,3 коло-
ній. У цю групу увійшли 4 хворих. Вміст інтер
лейкіну в  сироватці крові в  цієї групи осіб ви
явився найменшим і дорівнював 14,6 ± 1,2 пг/мл. 
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Водночас за  відсутності відповіді в  пацієнтів, 
які становили 29,0 % від усієї групи обстежених, 
ЕКУ дорівнювала 10,2 ± 0,5 колоній, що супрово-
джувалось підвищенням концентрації інтерлейкі-
ну в сироватці хворих до 32,3 ± 2,2 пг/мл.

Ситуація погіршувалась у разі трансформації 
в ГМЛ, коли кількість колоній зменшувалась до 
5,1 ± 0,5 на 1×105 експлантованих клітин, тоді як 
концентрація інтерлейкіну сягала 42,3 ± 5,4 пг/мл. 
Збільшення концентрації інтерлейкіну в сироват-
ці крові супроводжувалось формуванням дрібних 
або атипових колоній, які становили 10,0–26,5 % 
КУО-ГМ, і  різким підвищенням кластероутво-
рення в культурі (44,3 ± 3,6 на 1×105 експлантова-
них клітин), що у 4 рази перевищувало показник 
норми (рис. 1). 

У групі хворих зі стабілізацією МДС РАНБ ІІ 
(n = 12, 38,7 %) відсоток бластів у КМ виявився 
ближчим до показника, отриманого до лікування 
(13,2 ± 1,3 % та 15,3 ± 0,5 %, відповідно, р < 0,05). 

Концентрація IL-1 у сироватці крові демонстру-
вала тенденцію до  зниження після курсів ліку-
вання, проте показник статистично недостовір-
ний (див. таблицю). Кількість колоній і кластерів 
була зіставна з  показниками пацієнтів до  ліку-
вання (див. таблицю).

У групі хворих на МДС РАНБ ІІ (n = 9, 29,0 %), 
у яких не було відповіді на лікування азицитиди-
ном, відсоток бластів у КМ був майже подібним 
до того, що визначали до лікування (15,3 ± 0,5 % 
перед терапією та 17,6 ± 0,9 % після). Концентра-
ція IL-1 підвищувалась у 1,3 раза порівняно з по-
казником до  лікування та  була у  2,2  раза вища, 
ніж до лікування (див. таблицю) (р < 0,05). Кіль-
кість колоній знижувалась в  1,8  раза порівняно 
з періодом до лікування та була нижчою у 2,8 раза 
у хворих групи, яка досягала повної  /  часткової 
відповіді. Здатність до  кластероутворення мала 
зворотну тенденцію. У  групі хворих, у  яких не 
було відповіді на  лікування, кількість кластерів 

Таблиця
Функціональна активність гемопоетичних клітин-попередників 

(КУО-ГМ та КлУО-ГМ) і вміст IL-1 у різні періоди перебігу МДС РАНБ ІІ

Показник МДС РАНБII 
до лікування

n = 31

МДС РАНБ ІІ 
повна / часткова 

відповідь 
n = 4 (12,9 %)

МДС РАНБ ІІ 
стабілізація 

n = 12 (38,7 %)

МДС РАНБ 
ІІ відсутність 
відповіді n = 9 

(29,0 %)

МДС РАНБ ІІ 
трансформація  

в ГМЛ 
n = 6 (19,3 %)

Бласти у КМ, % 15,3 ± 0,5 8,5 ± 0,5 13,2 ± 1,3 17,6 ± 0,9 32,5 ± 2,8
IL-1, пг/мл 24,6 ± 3,8 14,6 ± 1,2 17,9 ± 2,1 32,3 ± 2,2 42,3 ± 5,4
КУО-ГМ ×105 кл. 19,0 ± 1,8 28,6 ± 2,3 22,3 ± 1,2 10,2 ± 0,5 5,1 ± 0,5
КлУО-ГМ ×105 кл. 26,4 ± 2,3 15,3 ± 0,5 27,3 ± 2,8 29,6 ± 1,4 44,3 ± 3,6

Рис. 1. Колонієутворення і кластероутворення в культурі in vitro (КУО-ГМ та КлУО-ГМ)  
гемопоетичних клітин-попередників у ситуації, коли немає відповіді на терапію при МДС РАНБ ІІ  

(вірогідність порівняння між КУО-ГМ та КлУО-ГМ р < 0,05)
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виявилась в 1,9 раза більшою, ніж у групі пацієн-
тів, що  досягла повної  /  часткової відповіді 
(29,6  ±  1,4 та  15,3  ±  0,5, відповідно) (р  <  0,05), 
і  дорівнювала показнику хворих до  лікування 
(див. таблицю).

У період трансформації МДС РАНБ ІІ у ГМЛ 
у групі хворих (19,3 %) відсоток бластних клі-
тин у КМ зростав у 2,1 раза порівняно з дотера-
певтичним показником та був у 3,8 раза вищим 
за показник хворих групи МДС РАНБ ІІ, які до-
сягли повної  / часткової відповіді (див. табли-
цю) (р  <  0,05). Концентрація IL-1 у  сироватці 
крові групи хворих у  період трансформації 
у  ГМЛ в  1,7  раза перевищувала його вміст 
у хворих до лікування та у 2,8 раза була біль-
шою, ніж у пацієнтів із загальною позитивною 
відповіддю (рис. 2).

Здатність до  утворення колоній клітинами-
попередниками КМ хворих на  МДС РАНБ ІІ 
у  період трансформації в  ГМЛ зменшувалася 
в 3,7 раза порівняно з  ініціальним показником 
та в 5,6 раза була нижчою, ніж у групи хворих, 
які досягли повної  / часткової відповіді. Утво-
рення кластерів мало зворотну тенденцію 
та  демонструвало в  1,6  раза вищий показник 
за  кількість кластерів у  культурі клітин-попе-
редників КМ хворих до  лікування і  у 2,8  раза 
більший за кількість кластерів, ніж у групі хво-
рих на МДС РАНБ ІІ, які досягли повної / част-
кової відповіді.

Обговорення
Біологічна роль IL-1 полягає в участі в регу-

ляторному процесі гемопоезу через IL-1R1  
в  активації NF-kB, p38 MAPK і  гіперактивації 
MYD88-IRAK сигнального каскаду. Важливим 
є факт, що цей цитокін стає домінуючим у разі 
запалення і майже не потрібен у нормі [18,19]. 
Для МДС характерне неефективне кровотворен-
ня. На кожному етапі прогресування процесу 
досліджували функціональний потенціал гемо-
поетичних стовбурових клітин (КУО-ГМ 
і КлУО-ГМ) кісткового мозку пацієнтів [20,21]. 
Аналіз даних показав, що в культурі in vitro роз-
гортається драматична картина, коли кількість 
колоній із прогресуванням патологічного проце-
су стрімко знижується, і на цьому тлі формують-
ся атипові колонії і  кластери, кількість яких 
зростає. Особливо чіткий взаємозв’язок спосте-
рігається у  разі трансформації МДС у  ГМЛ. 
У результаті виразно простежуються показники, 
які, з  урахуванням клінічного перебігу і  лабо-
раторних даних на різних стадіях МДС, можуть 
сприйматися як  додаткові прогностичні ознаки 
розвитку патологічного процесу при МДС.

Висновки
Згідно з  результатами проведеного дослі-

дження, в пацієнтів із МДС наявний взаємозв’я-
зок між колонієутворенням у культурі і концен-
трацією IL-1 у сироватці крові. На тлі зростання 

Рис. 2. Концентрація IL-1 у сироватці крові  
в різні періоди перебігу МДС РАНБ ІІ
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концентрації IL-1 та прогресування захворюван-
ня в культурі КМ in vitro спостерігається змен-
шення кількості нормальних колоній, зростання 
кількості дрібних або атипових колоній, збіль-
шення кластероутворюючої здатності клітин-по-
передників, що свідчить про дефект проліфера-
ції прогеніторів. Підвищення концентрації IL-1, 
пов’язане з прогресуванням патологічного процесу 

і  з одночасним зниженням кількості колоній 
та зростанням кількості кластерів у культурі клі-
тин, свідчить про дефект гемопоезу і його регу-
ляції при МДС на рівні гемопоетичних стовбу-
рових клітин і  клітин-попередників, що  може 
слугувати додатковою прогностичною ознакою, 
особливо у  разі трансформації МДС РАНБ ІІ 
у ГМЛ.
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FUNCTIONAL POTENTIAL OF HEMATOPOIETIC PROGENITOR CELLS AND 
THEIR RELATIONSHIP WITH THE CLINICAL-HEMATOLOGICAL COURSE  

IN MYELODYSPLASTIC SYNDROME

Abstract
Myelodysplastic syndromes (MDS) represent a diverse spectrum of clonal disorders originating in 

hematopoietic stem cells. This group is primarily defined by defective hematopoiesis and peripheral 
cytopenias, alongside a significant predisposition for progression toward acute myeloid leukemia. One of 
the important mechanisms of myelodysplastic syndrome pathogenesis is the imbalance of proinflammatory 
cytokines in the bone marrow microenvironment, which leads to changes in the function of hematopoietic 
stem cells. A significant place among them is occupied by interleukin (IL-1), which is involved in the 
regulation of proliferation, differentiation, and apoptosis of hematopoietic system cells. The aim of this 
study was to establish the functional potential of hematopoietic progenitor cells and their relationship with 
the concentration of IL-1 in the blood serum and with the clinical and hematological course in patients with 
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MDS, who were treated with azacitidine according to the standard protocol. 31 individuals with MDS 
underwent a clinical and hematological examination. The number of blast cells in peripheral blood and the 
concentration of IL-1 in blood serum were determined. Colony and cluster formation of hematopoietic bone 
marrow progenitor cells was studied in the culture of patients’ cells after 14 days of cultivation. Analysis 
was performed under an inverted microscope. Statistical processing of the results obtained was carried out. 
Analysis of the results of the studies and their relationship showed that in patients with MDS RAEBII, along 
with an increase in the concentration of IL-1 and disease progression, a decrease in the number of normal 
colonies, an increase in the number of small or atypical colonies, and an increase in the cluster-forming 
ability of progenitor cells are observed in the culture of bone marrow, which indicates a defect in 
hematopoiesis at the level of hematopoietic stem and progenitor cells. As a result, distinct patterns emerge 
which, when integrated with clinical presentation and stage-specific laboratory findings, hold potential as 
supplementary prognostic markers for MDS progression.

Keywords: hematopoietic stem cells, hematopoietic progenitor cells, malignant transformation, genome 
instability, myelodysplastic syndrome, cell culture in vitro.
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