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РЕЗЮМЕ

Досліджено вплив трансплантації сингенних клітин кісткового мозку (ККМ) після їх контакту in vitro з мультипотентними стромальни-
ми клітинами (МСК) тимуса на регенерацію пошкодженої циклофосфаном імунної системи мишей. 

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ. МСК отримували з тимусів мишей лінії С57ВL/6 методом експлантатів. Кістковий мозок отримували шляхом 
вимивання зі стегнової кістки. ККМ індукували протягом 2 годин на моношарі МСК тимуса. Імунодефіцит мишей моделювали вве-
денням циклофосфану, після чого проводили трансплантацію клітин та оцінювали показники імунної системи. Визначали загальну 
кількість еритроцитів, гематокрит, концентрацію гемоглобіну в периферичній крові; фази клітинного циклу та апоптоз клітин лімфа-
тичних вузлів брижі; кількість антитілоутворюючих клітин у селезінці; реакцію гіперчутливості сповільненого типу; проліферативну 
і цитотоксичну активність природних кілерних лімфоцитів; поглинальну активність, рівень спонтанної та індукованої бактерицидної 
активності перитонеальних макрофагів.

РЕЗУЛЬТАТИ. Показано, що на відміну від інтактних ККМ, клітини кісткового мозку, індуковані МСК тимуса, забезпечували підвищену 
спонтанну проліферативну активність лімфоцитів зі зменшенням кількості клітин лімфовузлів в G0/G1 фазі на 6,2 % і збільшенням 
кількості лімфоцитів у фазі S+G2/M на 28 % у порівнянні з групою мишей, що отримували циклофосфан, а також відновлення клітин-
ності кісткового мозку, лімфатичних вузлів і селезінки. При цьому в лімфатичних вузлах зростала кількість клітин в апоптозі. Інду-
ковані МСК клітини кісткового мозку проявляли виражений негативний вплив на природну цитотоксичність, знижуючи її показники  
в 3 рази в порівнянні з групою мишей, що отримували циклофосфан, і адаптивний імунітет: показники гіперчутливості сповільненого 
типу знижувались в 1,7 разу, кількість антитілоутворюючих клітин – в 1,8 разу. Регенерацію еритропоезу стимулювали інтактні ККМ, 
що проявлялось нормалізацією показників гематокриту та гемоглобіну і підвищенням кількості ретикулоцитів в крові в 2,2 разу, в по-
рівнянні з групою мишей, що отримували циклофосфан.

ВИСНОВКИ. Трансплантовані ККМ покращують еритропоез у мишей після введення циклофосфану, а клітини кісткового мозку, по-
передньо культивовані з МСК тимуса, цю здатність втрачають. ККМ після співкультивування виражено активуються в напрямку дії на 
імунну систему, що може пояснюватись впливом контактної взаємодії з МСК тимуса, які, як відомо, ефективно впливають на гемопо-
етичні клітини та володіють імуномодулюючими властивостями. 

КЛЮЧОВІ СЛОВА: гемопоетичні клітини кісткового мозку; мультипотентні стромальні клітини тимуса; регенерація імунної системи; 
циклофосфановий імунодефіцит
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Трансплантація клітин кісткового мозку, що містить гемопоетичні 
стовбурові клітини (ГСК), застосовується для регенерації імунної та 
кровотворної систем. Історично, саме трансплантація кісткового моз-
ку була першим методом трансплантації ГСК.

ГСК – це родоначальні клітини, які, головним чином, перебувають 
у спеціалізованих «нішах» кісткового мозку в умовах контактної взає-
модії з мезенхімальними мультипотентними стромальними клітинами 
(МСК) і їх похідними [1]. Вплив мікрооточення забезпечує реалізацію 
закладених в ГСК програм самопідтримки, поліпотентності та проліфе-
рації [2]. Це дозволяє виводити необхідну кількість клітин в диферен-
ціювання за різними напрямками при збереженні константної кількості 
ГСК, функціонування яких необхідне для нормального гемопоезу. Ві-
домо, що мультипотентні стромальні клітини є основою кістковомоз-
кових ніш ГСК і в значній мірі визначають вищезазначені прояви актив-
ності ГСК та запобігають дії на них проапоптичних чинників [3]. 

Клітинна терапія наразі є перспективним напрямком регенера-
тивної медицини, коли починають використовуватись необхідні для 
клінічних потреб типи клітин. Але з урахуванням часто незадовільної 
лікувальної ефективності та ризику ускладнень від існуючих підходів 
є необхідність розробки нових методів використання клітин, певним 
чином спрямованих на відновлення конкретних пошкоджень. Одним 
із нових підходів ефективної і направленої зміни властивостей ГСК 
може бути використання контактної взаємодії МСК і ГСК, яке при-
зводить до суттєвої активації взаємодіючих клітин [4].

Отже, метою роботи було дослідити вплив трансплантації інтакт-
них та індукованих контактом з МСК тимуса клітин кісткового мозку 
на регенерацію імунної системи та кровотворення у мишей після вве-
дення циклофосфану (ЦФ), що в подальшому може бути покладено 
в основу розробки більш ефективних методів відновлення імунної 
системи. 

Експерименти проведено на самцях мишей лінії С57BL/6 віком 
6-8 тижнів і масою 18-20 г з розплідника Інституту патології, онколо-
гії та радіобіології ім. Р. Є. Кавецького НАН України, які отримували 
збалансоване харчування та мали вільний доступ до води. Всі роботи 
з експериментальними тваринами проводились з дотриманням ви-
мог статті 26 Закону України «Про захист тварин від жорстокого по-
водження» (від 21.02.2006 р.) та «Європейської конвенції по захисту 
хребетних тварин, які використовуються з експериментальною та 
іншою науковою метою» (Страсбург, 1986 р.).

Для вивчення впливу препаратів клітин на регенерацію імунної 
системи сингенних мишей було сформовано чотири групи: I (конт-
рольна) нормальні тварини (n = 10), II- миші, що отримували ЦФ  
(n = 9), ІІІ – тварини, що отримували ЦФ і ККМ (n = 7) та ІV – тварини, 
що отримували ЦФ і ККМ, індуковані попереднім 2-годинним контак-
том з МСК (іККМ) (n = 8).

Після евтаназії тварин методом цервікальної дислокації під ефір-
ним наркозом в стерильних умовах виділяли тимуси та стегнові 
кістки, селезінки і брижові лімфатичні вузли та отримували пери-
феричну кров. Клітини кісткового мозку отримували шляхом його 
вимивання із кістковомозкового каналу діафіза стегнової кістки по-
живним середовищем. МСК тимуса отримували від самців мишей 
лінії С57BL/6 віком 6-8 тижнів методом експлантатів за стандартною 
методикою [5]. Культивування проводили в поживному середовищі 
DMEM/F12, (Sigma, США) з додаванням 10 % ембріональної телячої 
сироватки (Sigma, США), 10 мМ L-глютаміну (Sigma, США) та по 100 
МО/мл пеніциліну та 100 мкг/мл стрептоміцину (Дарниця, Україна), 
в CO2-інкубаторі (Jouan, Франція) при 37 оС і 5 % атмосфері CO2. 
Субкультивування клітин у співвідношенні 1:3 проводили з викорис-
танням суміші розчинів 0,05 % трипсину (Біотестмед, Україна) та 0,02 
% ЕДТА (Sigma, США). Отримані клітини прикріплялися до пластику, 
мали фібробластоподібну морфологію і утворювали колонії. При-

належність отриманих клітин до МСК додатково встановлювали за 
допомогою індукції їх лінійного диференціювання за остеогенним 
та адипогенним напрямками у спеціальних середовищах [6, 7, 8 ].  
Використовували 4-5 пасаж клітин для індукції ККМ.

Для моделювання імунодефіциту мишам II, III і ІV групи внутріш-
ньоочеревинно одноразово вводили ЦФ у стандартній дозі 200 мг/кг; 
тваринам I групи вводили фізіологічний розчин. Через 2 години, 
враховуючи метаболізм ЦФ в організмі [9], виконували ін’єкцію  
1•106 ККМ або іККМ в об’ємі 0,1 мл середовища DMEM/F12 з дода-
ванням 5 % мишиної сироватки в ретроорбітальний синус. Індуковані 
ККМ отримували протягом 2 годин інкубації ККМ на моношарі МСК 
тимуса. Потім збирали ККМ, що від’єднались від МСК тимуса лег-
ким піпетуванням. За тиждень мишей усіх груп імунізували шляхом 
внутрішньоочеревинного введення 1•108 еритроцитів барана, через  
4 дні проводили повторну ін’єкцію аналогічної кількості клітин в по-
душечку задньої лапи, і ще через добу оцінювали кількість антитіло-
утворюючих клітин методом локального гемолізу в гелі, вираженість 
гіперчутливості сповільненого типу за різницею маси дослідної та 
контрольної лап [10]. За зазначеною схемою імунізували і контроль-
них мишей. Таким чином, дослідження імунної системи тварин усіх 
груп проводили через 12 діб після введення циклофосфану, врахову-
ючи динаміку розвитку його імуносупресивного ефекту [11]. 

Кількість еритроцитів, гематокрит, концентрацію гемоглобіну  
в периферичній крові визначали на автоматичному гематологічному 
аналізаторі Particle Counter PCE-210 (ERMA Inc, Японія). Визначення 
фаз клітинного циклу та апоптозу проводили з суспензією забарв-
лених пропідіум йодидом клітин лімфатичних вузлів брижі методом 
проточної цитометрії на приладі FACScan (Beсton Diсkinson, США), 
підраховуючи 25•103 клітин. Для встановлення розподілу клітин за 
фазами клітинного циклу використовували програму ModFit LT [12].

Дослідження проліферативної і цитотоксичної активності при-
родних кілерних лімфоцитів здійснювали за методом Mossman [13]. 
Поглинальну активність перитонеальних макрофагів щодо ФІТЦ-
міченого S. aureus досліджували на проточному цитофлуориметрі 
[14]. Рівень спонтанної та індукованої бактерицидної активності пе-
ритонеальних макрофагів (у %) визначали за їхньою здатністю від-
новлювати нітросиній тетразолій (НСТ) [15]. 

Отримані результати оброблені методами варіаційної статистики 
за допомогою програми MS Office Excel (Microsoft, США). Для кіль-
кісних ознак розраховували середнє значення та стандартну похибку 
середнього значення (M ± m). Використовували непараметричний 
критерій Мана–Уітні (U) для визначення достовірності відмінностей 
між групами порівняння. При інтерпретації результатів критичною ве-
личиною рівня значущості вважали p < 0,05.

Через 12 днів після введення циклофосфану маса тіла у мишей 
була зниженою на 13 % (р < 0,01) у порівнянні з контрольною групою 
інтактних тварин, що вірогідно може бути результатом загально-ток-
сичного впливу ЦФ. В результаті введення мишам як ККМ, так і іККМ 
маса тіла була на рівні з тваринами, які одержували тільки ЦФ. Тому 
можна вважати, що антитоксичним впливом клітинні препарати не 
володіли.

Введення ЦФ призводило до зниження клітинності кісткового 
мозку на 36 % (р < 0,001) у порівнянні з контрольною групою інтакт-
них тварин. Введення ККМ викликало ще більш виражене зниження 
клітинності, що досягало вже 53 % (р < 0,005) у порівнянні з конт-
рольною групою (рис. 1 А). Після введення іККМ показник вже не 
мав достовірних відмінностей від норми, що свідчить про позитивний 
вплив саме цих трансплантованих клітин на процес відновлення кіст-
кового мозку.

Зниження клітинності кісткового мозку після введення ККМ слідом 
за ЦФ було неочікуваним, адже, здавалося б, ККМ мали проліферувати, 
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диференціюватись та забезпечити відновлення клітинності кістково-
го мозку, що і спостерігалося після введення іККМ, які проявили по-
зитивний вплив на процес відновлення кісткового мозку. 

Відомо, що серед популяцій гемопоетичних клітин ГСК унікально 
здатні мігрувати до кісткового мозку реципієнта, а також розмножу-
ватись там та забезпечувати довготривале кровотворення. У кістко-
вому мозку ГСК знаходяться в спеціалізованих стромальних нішах, 
де забезпечується їх самопідтримка та мультипотентність [16]. Однак 
опромінення та хіміотерапія, які використовують як з лікувальною 
метою, так і для кондиціонування донорських ГСК в клініці, виснажу-
ють більшу частину гемопоетичної системи, в тому числі ніші кістко-
вого мозку [17]. Можна припустити, що трансплантовані нормальні 
ККМ не досягають кістковомозкових ніш, куди мігрують звичайно, 
оскільки мікрооточення в нішах страждає від дії ЦФ. В результаті 
ККМ не демонструють повноцінного відновлення кісткового мозку на 
відміну від іККМ, які були попередньо співкультивовані з МСК in vitro, 
і, мабуть, за рахунок цього, потрапивши в умови навіть виснажених 
кістковомозкових ніш, можуть повноцінно розвиватись, диференці-
юватись та відновлювати клітинність кісткового мозку.

Під дією ЦФ достовірно знижувалась маса тимуса на 69,3 %  
(р < 0,005), загальна кількість тимоцитів на 87,2 % (р < 0,001) та клітин-
ність органу на 63,6 % (р < 0,01) у порівняні з контрольної групою інтак-
тних мишей, що свідчило про інволюцію тимуса (рис. 1 Б). Застосування 
клітинних препаратів не впливало на ці показники, що, можливо, можна 
пояснити тим, що 12 днів не достатньо для їх відновлення, тому що тим-
усні клітини-попередники в цей час уже вичерпані, а міграція кістково-
мозкових клітин-попередників кількісно і якісно порушена [18]. 

Маса і відносна маса селезінки мишей, що отримували ЦФ, через 
12 днів суттєво була підвищена, кількість спленоцитів при цьому не 

ОРИГІНАЛЬНІ ДОСЛІДЖЕННЯ

змінювалась, а клітинність органу навіть зменшувалась. Характерна 
зміна показників дозволяє припустити, що збільшення селезінки  
в результаті дії ЦФ обумовлене саме судинними розладами і набря-
ком органу. Після введення мишам ККМ достовірно нормалізувались 
маса селезінки та її клітинність. Введення іККМ призводило до ще 
більшого зростання маси органу, однак абсолютна кількість сплено-
цитів теж зростала, тому показник клітинності практично не відріз-
нявся від того, що був у нормальних мишей (рис. 1 В). Таким чином, 
за даних умов експерименту виявляється позитивна дія на селезінку 
клітин кісткового мозку та ще більше виражена – індукованих ККМ.

При введенні ЦФ також клітинність брижових лімфовузлів була 
знижена на 44,8 % (р < 0,01) порівняно з контрольної групою інтакт-
них мишей. Трансплантація ККМ призводила до ще більшого при-
гнічення цього показника вже на 55,2 % (р < 0,001) (рис. 1 Г). Однак 
введення іККМ повністю відновлювало клітинність лімфовузлів. Від-
повідна різниця впливу клітинних препаратів вже спостерігалася по 
відношенню до показників кісткового мозку і ще раз демонструє, що 
контактна взаємодія МСК з ГСК надала нових властивостей останнім.

Показники спонтанного апоптозу клітин лімфатичних вузлів під 
впливом іККМ достовірно збільшувались порівняно з контрольної 
групою інтактних мишей (рис. 1 Д), що зазвичай корелює зі стимуля-
цією проліферації клітин у нормальних тварин 

Дані про позитивний вплив іККМ на клітини лімфовузлів та сти-
муляцію проліферативної активності підтверджуються результатами 
дослідження фаз клітинного циклу. Кількість клітин в G0/G1

-фазах 
була суттєво зменшена (рис. 1 Е), а у S+G2/M фазах достовірно збіль-
шена (рис. 1 Є). Тоді як інтактні ККМ не мали такої активності, що зно-
ву ж таки вказує на різнонаправленість дії досліджуваних клітинних 
препаратів. Є дослідження, в яких при спільному культивуванні МСК 

Рис 1. Показники клітинності кісткового мозку, лімфоїдних органів мишей та проліферативна активність клітин: І – контрольні тварини; ІІ – твари-
ни, що отримували циклофосфан; ІІІ – тварини, що отримували циклофосфан та клітини кісткового мозку; ІV – тварини, що отримували цикло-
фосфан та клітини кісткового мозку, індуковані контактом з мультипотентними стромальними клітинами.

Примітки: * – p < 0,05, ** – р < 0,01, *** – р < 0,001 – порівняно з групою нормальних мишей, що отримували фізіологічний розчин; # – p < 0,05, 
## – р < 0,01– порівняно з групою мишей, що отримували циклофосфан; + – p < 0,05, ++ – р < 0,01 – порівняно з групою мишей, що отримували 
циклофосфан і клітини кісткового мозку.
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і ГСК серед неадгезивних клітин спостерігалося значне збільшення 
кількості клітин в G2/M-фазі [19]. Саме такі клітини були використані 
в нашому експерименті. 

Таким чином, в результаті введення іККМ, а не інтактних ККМ, 
мишам, що отримували ЦФ, відбувалась часткова нормалізація клі-
тинних показників в різних органах імунної системи. Ефективність 
МСК як індуктора ГСК при їх трансплантації може пояснюватись, як 
вище наведено, контактною взаємодією ГСК і стромальних клітин,  
а також продукцією ними цитокінів та факторів росту необхідних для 
хоумінгу та диференціювання ГСК [20, 21].

Вплив трансплантації клітинних препаратів на червону кров був 
протилежним, тобто суттєво активніше діяли саме інтактні ККМ  

у процесі регенерації еритропоезу. Застосування ЦФ достовірно 
знижувало гематокрит, кількість еритроцитів та гемоглобіну. Транс-
плантовані іККМ не впливали на дані показники, тоді як інтактні ККМ 
нормалізували гематокрит та гемоглобін і водночас достовірно під-
вищували кількість ретикулоцитів в крові (рис. 2).

Виражених змін зазнавала функціональна активність імунної 
системи. Якщо поглинальна активність макрофагів практично не змі-
нювалась ні після дії клітинних препаратів, ні в результаті введення 
ЦФ. Відомо, що ЦФ не має супресивної дії на макрофаги, а навіть 
навпаки, низькі дози ЦФ в онкології використовують з метою поси-
лення антиген-специфічного клітинного імунітету, а також активації 
механізмів вродженого імунітету, опосередкованими секреторною 

Рис. 3. Показники природного імунітету мишей: І – контрольні тварини; ІІ - тварини, що отримували 
циклофосфан; ІІІ – тварини, що отримували циклофосфан та клітини кісткового мозку; ІV - тварини, 
що отримували циклофосфан та клітини кісткового мозку, індуковані контактом з мультипотентними 
стромальними клітинами. 

Примітки: * – p < 0,05, ** – р < 0,01, *** – р < 0,001 – порівняно з групою нормальних мишей,  
що отримували фізіологічний розчин; # – p < 0,05, ### – р < 0,001 порівняно з групою мишей,  
що отримували циклофосфан; + – p < 0,05 порівняно з групою мишей, що отримували циклофосфан  
і клітини кісткового мозку.

Рис 2. Показники периферичної крові мишей: І – контрольні тварини; ІІ – тварини, що отримували циклофосфан; ІІІ – тварини, що отримували 
циклофосфан та клітини кісткового мозку; ІV – тварини, що отримували циклофосфан та клітини кісткового мозку, індуковані контактом  
з мультипотентними стромальними клітинами.

Примітки: * – p < 0,05, ** – р < 0,01, ***– порівняно з групою нормальних мишей, що отримували фізіологічний розчин; # – p < 0,05,  
###– р < 0,001 порівняно з групою мишей, що отримували циклофосфан; ++ – p < 0,01, +++ – р < 0,001 порівняно з групою мишей,  
що отримували циклофосфан і клітини кісткового мозку.
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ОРИГІНАЛЬНІ ДОСЛІДЖЕННЯ

ВИСНОВКИ

В цілому, результати свідчать, що на відміну від інтактних, клітини кісткового мозку, індуковані МСК тимуса, забезпечують підвищену 
спонтанну проліферативну активність лімфоцитів з відновленням клітинності кісткового мозку, лімфатичних органів, а також проявля-
ють виражений негативний вплив на природну цитотоксичність, гіперчутливість сповільненого типу і кількість антитілоутворюючих клі-
тин. Регенерацію еритропоезу, як і належить, забезпечують нормальні кістковомозкові клітини, а клітини кісткового мозку, індуковані 
МСК тимуса, цю здатність втрачають і виражено активуються в напрямку дії на імунну систему. Ймовірно, це можна пояснити впливом 
контактної взаємодії з МСК, які, як відомо, відіграють важливу роль у функціонуванні тимуса та володіють вираженими імуномодулю-
ючими властивостями.
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функцією макрофагів [22]. Подібний стимулюючий ефект ми спо-
стерігали, коли бактерицидна активність перитоніальних макрофагів 
в НСТ-тесті під впливом ЦФ суттєво підвищувалась, що також може 
відбуватись за рахунок індукції бактерицидності продуктами, які 
утворюються в результаті проапотичної і токсичної дії ЦФ на тканини 
та, можливо, є наслідком стимулюючої дії на фагоцити умовно-па-
тогенної мікрофлори активованої імуносупресивним ефектом ци-
клофосфану. Під впливом трансплантованих клітин спостерігалася 
нормалізація бактерицидної активності (рис. 3, А), що, скоріш за все, 
означає, що протягом 12 діб трансплантовані клітини можуть сприя-
ти призупиненню опортуністичної інфекції.

Також в результаті введення іККМ спостерігався виражений 
пригнічуючий вплив на природну цитотоксичність спленоцитів  
(рис. 3 Б) та реакцію бластрансформації, індукованої фітогемаглюти-
ніном (рис. 3 В), які після застосування ЦФ та ККМ не мали достовір-
них відмінностей від контролю. Відомо, що застосування ЦФ чинить 

імуномодулюючий вплив на природну цитотоксичність спленоцитів, 
який може бути як пригнічуючий, так і стимулюючий залежно від 
умов [23]. Ймовірно, тому ЦФ в ході нашого експерименту не викли-
кав відхилень від норми цього показника. Індуковані ККМ, набуваючи 
нових властивостей, відмінних від інтактних ККМ, здатні пригнічува-
ти цитотоксичність, механізм такого впливу не вивчений, однак ви-
кликає інтерес для майбутніх досліджень.

Ці дані корелюють з показниками набутого імунітету, що показало, 
знову ж таки, пригнічуючий вплив іККМ на активність реакції гіперчут-
ливості сповільненого типу у мишей (рис. 3 В), яка була нормальною 
при застосуванні ККМ. Між тим, кількість антитілоутворюючих клі-
тин в селезінці мишей, яким вводили ЦФ, в цей же час була суттєво 
зниженою, і жоден з клітинних препаратів не нормалізував її рівня  
(рис. 3 Г). Відсутність впливу трансплантації гемопоетичних CD34+ клітин 
як на клітинні, так і гуморальні імунні реакції була також продемонстро-
вана на моделі гуманізованих (RAG-hu) імунодефіцитних мишей [24].
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