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ГЕТЕРОГЕННІСТЬ ЛІНІЇ 
СТРОМАЛЬНИХ КЛІТИН-ПОПЕРЕДНИКІВ 
КІСТКОВОГО МОЗКУ ЛЮДИНИ 

Вивчали властивості колонієутворюючих одиниць фібробластів (КУОф) при культиву-
ванні з фідером кроля. Лінія стромальних клітин-попередників кісткового мозку гете-
рогенна за своїм проліферативним потенціалом, що проявляється у різному відношенні 
КУОф до фідера. Є дві фракції КУОф: фідерзалежна, яка дає у культурах колонії 
тільки при додаванні фідера, а також фідернезалежна, здатна до утворення колоній 
у відсутності фідера. Під впливом фідера одна частина КУОф, яка дає за звичайних 
умов кластер, здійснює декілька додаткових ділень і зростає до колонії, інша частина 
КУОф не здатна утворювати за цих умов колонії. Гетерогенність КУОф, з одного боку 
обумовлена властивостями КУОф, а саме: їх проліферативним потенціалом, з іншого — 
пов'язана із впливом мікрооточення, яке створюється неприлипаючою фракцією кіст-
ковомозкових клітин. 

Вступ. Стромальні клітини-попередники кісткового мозгу людини і тва-
рин, які називаються колонієутворюючими одиницями фібробластів 
(КУОФ), мають властивості стовбурових клітин, є остеогенними кліти-
нами-попередниками і створюють кровотворне мікрооточення для ви-
зрівання стовбурових кровотворних клітин β—3]. Експериментально 
доведено, що утворення ділянок кістковомозкового кровотворення у 
дорослому організмі наступає після того, як стромальні клітини-попе-
редники побудують кісткову тканину, яка потім заселюється стовбуро-
вими кровотворними клітинами. Про вирішальну роль строми кістко-
вого мозку у кровотворенні свідчить також чвторинна аплазія кістково-
го мозку в результаті радіаційного ураження. Ця форма аплазії по-
в'язана із загибеллю стромальних елементів кісткового мозку у місці 
ураження [3]. 

Основним засобом вивчення властивостей стромальних кліт4ш-по-
передників кісткового мозку людини є метод клонування in vitro. Як 
було встановлено раніше, додавання до культурального середовища 
фідера, який являє собою-летально опромінені клітини кісткового моз-
ку, значно підвищує ефективність клонування КУОф. Причому най-
більш ефективним з вивчених виявився фідер з клітин кісткового моз-
ку кроля [4]. Стимулююча дія фідера кроля на КУОф кісткового моз-
ку людини виявилася значно вищою за аутологічний та алогенний. 
Його використання дозволило на два порядки знизити щільність екс-
плантації, клітин кісткового мозку людини. При цьому ефективність 
клонування КУОф кісткового мозку людини підвищилася у 50 і біль-
ше разів [1]. Раніше при клонуванні стромальних клітин-попередників 
кісткового мозку людини ксеногенний фідер не застосовували і меха-
нізм його дії на КУОф невідомий. 

Метою цього дослідження було з'ясування особливостей росту 
колоній стромальних клітин-попередників кісткового мозку людини у 
присутності фідера кроля, а також знаходження відповідей на наступ-
ні питання: 

1) які зміни у рості колоній КУОф спостерігаються при додаван-
ні ксеногенного фідера? 

2) яка саме з фракцій кісткомозкових клітин, (та, що прилипає 
або. та, що не прилипав) є відповідальною за фідерний ефект? 

3) гомогенною або гетерогенною є популяція КУОф кісткового 
мозку людини? 

Матеріали і методи. Дослідження проведено на кістковому мозку, 
який був одержаний з грудини, крила клубової кістки, головки і вели-
кого вертлюга стегнової кістки ортопедичних хворих. Спонгіозну кіст-
ку брали під час реконструкційно-відновлювальних операцій і поміща-
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ли до стерильної пробірки. Клітини кісткового мозку добували з спон-
гіозної кістки шляхом вимивання у середовищі 199 на магнітній мі-
шалці протягом ЗО хв. Кількість клітин у суспензії визначали за до-
помогою камери Горяєва. Культивування провадили у чашках Петрі 
та у флаконах Py протягом 12—14 діб. Як культуральне середовище 
використовували середовище 199 з додаванням 20 % сироватки крові 
людини AB (IV) групи. Культури, які виросли, фіксували етанолом і 
фарбували за Романовським—Гімзою. Скупчення фібробластів, яке 
містило більше 50 клітин, вважали колонією. Скупчення менше 50 клі-, 
тин нами враховувалося як кластери. Крім того, окремо фіксували 
кількість одношарових та багатошарових колоній. 

Результат»! і обговорення. Величини ефективності клсшування 
КУОф кісткового мозку людини, отримані при культивуванні з фіде-
ром та без нього, наведені у табл. 1. Як показали дослідження, у 
п'яти з проведених дев'яти дослідів ріст колоній при культивуванні 
без фідера відсутній: у культурах були поодинокі фібробласти, які не 
утворювали колоній. В інших· чотирьох випадках ефективність клону-
вання не перевищувала 1 на IO5 ядерних клітин. В таких культурах 
спостерігалися · кластери і поодинокі фібробласти, які не утворювали 
колоній. Це відповідає Даним вітчизняної і закордонної літератури. 

Т а б л и ц я 1 
Ефективність алокування КУОф 
кісткового мозку людини за різних 
умов культивування 

№ дос-
Ефективність клонування 

КУОф (IO5 ядерних клітин) 
ліду 

3 фідером кроля Без фідера 

1 3 2 , 0 б ± 0 , 5 5 0,25 
2 4 4 , 4 б ± O1Sl 0,23 
3 2 1 , 6 + 0 , 3 0 0 
4 20,5>±5,1 0 
5 0,1б'±0,1б* O1 

6 47,86'±3,12 0,4' 
7 56,0ауЬ4,»5 0 
8 313, О б і 16,75 O 
9 14 ,75±5 ,25 0,2 

* У культурі багато кластерів, які 
містять до 50 клітин. 

Т а б л и ц я 2 
Характеристика росту колоній КУОф.у культурі 
при клонуванні з фідером кроля і без нього , 

Кількість колоній К І Л Ь К І С Т Ь колоній 
при клонуванні і кластерів при кло-

№ дослі- з фідером . нуванні без фідера 
ду 3 ннх 

Загальна 
3 них із 

Загальна багато- Загальна числом 
шарових - клітин 2' 

l· 
73 4· 6Θ 4 

2 273' 401 243 42 
3 '2Э9 59 261 59. 
4 99 O 101 0 
5 . 187 α 130 0 
6 179і • 7 195 1 
S 85 7 ··, 99 9 

При культивуванні клітин кісткового мозку людини з фідером кро-
ля ефективність клонування була на два порядки вищою, у флаконах 
зростали великі багатошарові колонії (малюнок), що свідчить про 
стимулюючий вплив фідера на КОУф кісткового мозку людини. 

Для з'ясування питання про ступінь стимулювання КУОф кліти-
нами фідера ми провели другу серію/експериментів, в якій культиву-
вання здійснювали також з фідером і без нього у паралельних фла* 
конах. Підраховували загальну кількість колоній, кількість біагатоша-
рових колоній і кількість кластерів. Результати дослідів наведено у 
табл. 2. Видно, що кількість колоній при культивуванні з фідером кро-
ля дорівнює сумі колоній і йластерів, які зростають при культивуван-
ні без фідера. При цьому кількість багатошарових колоній при куль-
тивуванні з фідером відповідає кількості колоній, які містять більше 
27 клітин при рості без фідера. 

Відомо, що у системі культивування, яку ми описуємо, присутні 
дві фракції кістковомозкових клітин: та, що прилипає, і та, що не 
прилипає. Для відповіді на запитання, яка саме з цих фракцій відпо-
відальна за фідерний ефект, нами здійснена наступна серія дослідів. 
Клітини культивували без фідера у двох паралельних флаконах. У од-
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ному з них після 2-год експозиції видаляли неприкріплені клітини, 
змінювали середовище і у подальшому культивували, як звичайно. 
Порівняння характеру росту виявило, що в усіх дослідах у флаконах 
з видаленою неприлипаючою фракцією не зростали ні колонії, ні кла-
стери; були лише поодинокі клітини, які не утворювали колоній. У 
флаконах з невидаленою неприлипаючою фракцією зростали одноша-
рові колонії і кластери з ефективністю клонування від 0,25 до 1 на 
IO5 ядерних клітин. 

Фідерний ефект, як свідчать наші досліди, обумовлений саме не-
прилипаючою фракцією клітин кісткового мозку, видалення якої при-

Колонія стромальних клітин-попередників кісткового мозку людини. 
Забарвлення за Романовським — Гімзою. 36. у 30 разів 

зводило до цілковитої втрати КУОф утворювати колонії. І раніше ви-
сувалося припущення про те, що неприлипаюча фракція кістковомоз-
кових клітин за щільності експлантації 5-Ю5 ядерних клітин на 1 см2 

дна культурального флакону чинить фідерний ефект [2]. Досліди, які 
проведено нами за більш жорстких умов при щільності експлантації 
£-IO3 клітин на 1 см2 дна культуральногр флакону, тобто на два поряд-
ки нижче; цілковито це підтвердили. 

Як випливає з експериментів з кістковим мозком людини, є дві 
фракції стромальних клітин-попередників: фідерзалежна, що дає у 
культурах колонії тільки при додаванні фідера, та фідернезалежна, 
здатна утворювати колонії і у відсутності фідера. Причому є індивіду-
альні коливання. В одних осіб у кістковому мозку е присутніми обид-
ві фракції клітин — фідерзалежна і фідернезалежна, в інших — тіль-
ки фідерзалежна фракція. У відсутності фідера стромальні клітини-
попередники кісткового мозку таких людей не здатні утворювати ко-
лонії при культивуванні in vitro. Це, з нашої точки зору, є основною 
причиною того, що в усіх дослідженнях як вітчизняних, так і закор-
донних з клонування КУОф без фідера були низькі і нестабільні вели-
чини ефективності цього процесу [5—7, 8—10]. 

Якщо уявити умовну «ідеальну» колонію, де ВСІ КЛІТИНИ діляться 
рівномірно і з однаковою швидкістю, що, звичайно, не відповідає дій-
сності, а є тільки зручною моделлю для математичного опису процесу, 
то кількість клітин у колонії буде визначатися за формулою N—2n

r 

де N — загальна кількість клітин колонії; η — число генерацій. Під ге-
нерацією у даному випадку мають на увазі потомство розділившихся 
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клітин, тому що вихідна клітина, ділючись, дає першу генерацію з 
двох клітин, вони у свою чергу — другу генерацію з чотирьох, ті тре-
т ю — з восьми і т. д. Звідси неважко підрахувати, яку мінімальну 
кількість генерацій повинен здійснити найменший кластер, щоб стати 
колонією. Якщо за колонію приймати сукупність, яка налічує більше 
50 клітин, то η для кластера буде менше шести, а для колонії л ^ б . 

Результати наших досліджень свідчать про те, що кількість коло-
ній, які виросли у культурах з додаванням фідера, відповідає сумі ко-
лоній і кластерів, отриманих з клітин того ж кісткового мозку, який 
ріс без фідера. Отже, під впливом летально опромінених клітин кіст-
кового мозку кроля стромальна клітина-попередниця, яка дає за зви-
чайних умов кластер, здійснює декілька додаткових ділень і зростає 
до колонії. 

Кількість багатошарових колоній у культурах з додаванням фіде-
ра відповідає числу колоній, які містять більше 27 клітин при культи-
вуванні того ж самого кісткового мозку без фідера. З цього випливає, 
що клітина-попередниця, яка утворює без стимуляції колонію з чис-
лом клітин менше 27, а тим більше кластер, не здатна утворювати 
багатошарову колонію навіть після стимуляції фідером. Додавання 
фідера до культури для утворення багатошарових колоній повинно ви-
кликати як мінімум чотири додаткові генерації. Отже, багатошарова 
колонія не може складатися менше ніж з 2 і 1 клітин. І дійсно, при під-
рахунку нам не вдалося виявити багатошарової колонії, як складала-
ся б менше ніж з 2000 фібробластів. Тому запропоновану математичну 
модель можна вважати за таку, що адекватно описує досліджуваний 
процес колонієутворення. В зв'язку з цим за даних умов культивуван-
ня фідер однаковою мірою стимулює процеси росту і ділення нащадків 
різних КОУф однієї й тієї ж культури. 

На підставі проведених досліджень можна умовно вирізнити два 
типи росту колоній КОУф: фідернезалежний, де ефект фідера вира-
жається у стимуляції подальшого росту тих колоній і кластерів, які 
вже є; і фідерзалежний, де вплив фідера викликає якісні зміни Ъ са-
мих КУОф, що проявляється у здатності утворювати колонії тільки у 
присутності фідера. Слід відмітити, що проміжні форми між цими ти-
пами росту не виявлені. Отже, той чи інший тип росту при культиву-
ванні без фідера визначається не тільки властивостями самих КОУф, 
але й особливостями мікрооточення, яке створюється не прикріплени-
ми клітинами. Саме з останнім і пов'язаний, мабуть, факт вибіркової 
дії різних видів ксеногенного фідера на КОУф кісткового мозку люди-
ни: клітини кісткового мозку кроля і щура стимулюють рост КОУф, а 
морської свинки — пригнічують проліферацію та диференціювання 
КОУф у культурі [11]. 

Таким чином встановлено, що лінія стромальних клітин-поперед-
ників кісткового мозку людини гетерогенна. Гетерогенність цієї лінії 
кістковомозкових клітин КОУф обумовлена, з одного боку, властивос-
тями самих КОУф, а саме: їх проліферативним потенціалом, а з дру-
гого — пов'язана з впливом мікрооточення, яке утворюється неприли-
паючою фракцією кістковомозкових клітин. Подальше вивчення взає-
модії КОУф людини з неприлипаючою фракцією кістковомозкових клі-
тин in vitro допоможе розкрити механізм фідерного ефекту, а також 
з'ясувати закономірності регенерації строми кісткового мозку за різ-
них умов, у тому числі й при радіаційних ураженнях, що має досить 
важливе практичне значення. 

Виходячи з вищенаведеного, можна зробити такі висновки. 
1. Лінія стовбурових стромальних клі'тин кісткового мозку людини 

€ гетерогенною, що проявляється у різному проліферативному потенці-
алі КУОф і в їх реакції на дію фідера. 

2. Фідер кроля однаково впливає на ріст різних КОУф однієї й 
тієї ж культури, підвищує проліферативний потенціал КУОф, що кіль-
кісно відповідає чотирьом додатковим генераціям «ідеальної» колонії. 
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3. Фідерзалежний тип росту колоній ухйультурі забезпечується 
особливостями впливу неприлипаючої фракції кістковомозкових клі-
тин на КУОф людини. 
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УДК 617.3-076:616.419 

В. С. Астахова 

КЛОНУВАННЯ СТРОМАЛЬНИХ КЛІТИН-ПОПЕРЕДНИКІВ 
З ПУЛЬПИ ЗУБА ЛЮДИНИ 
З використанням методики клонування у моношарових культурах отримано колонії 
фібробластоподібних клітин з ефективністю клонування 9—15 на 10ь ядерних клітин 
пульпи. Колонії були гетерогенними за величиною та вмістом клітин. 

Провідна проблема теоретичної стоматології полягає у регенерації тка-
нин зуба. Останнім часом велика увага приділяється дослідженню 
пульпи, як можливого джерела репаративних процесів зубів [1]. Роз-
глядаючи зуб як спеціалізований кістковий орган, можна припустити, 
що його пульпа є аналогом кісткового мозку. Відомо, що остеогенні 
клітини-попередники, які походять з стромальних стовбурових клітин 
кісткового мозку, забезпечують регенерацію кістки у дорослому орга-
нізмові [2, 3] . Тому саме у пульпі повинні знаходитися клітини з висо-
ким проліфераційним потенціалом, здатні забезпечувати регенерацію 
тканин зуба. 

Це припущення підтверджено нами за допомогою методики кло-
нування in vitro. За цією методикою клонували стромальні клітини-
попередники з пульпи зубів, які видаляли, виходячи з ортопедичних 
показань. 
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