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Проведено дослiдження стану гемопоетично-
го мiкрооточення опромiнених тварин з ме-

тою виявити ступiнь радiочутливостi стромаль-
них клiтин-попередникiв, а також показники 
метаболiзму в сполучнотканинному матриксi. 
Виявлено, що при хронiчному внутрiшньому 
опромiненнi тварин стронцiєм-90 спостерiгало-
ся значне пригнiчення ефективностi колонiєут-
ворення та здатностi до пiдтримки гемопоезу 
стромальних клiтин-попередникiв кiсткового 
мозку, тодi як одноразове введення радiонуклi-
ду зумовлювало менш суттєве ураження стро-
ми гемопоетичного мiкрооточення. Виявлено 
деструктивнi змiни в позаклiтинному матриксi 
сполучної тканини внаслiдок внутрiшнього оп-
ромiнення органiзму тварин, що опосередкова-
но може впливати на структуру i функцiї гемо-
поетичного мiкрооточення.
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ВСТУП
Гемопоетичне мiкрооточення є сукупнiс-

тю локальних умов, необхiдних i достатнiх для 
пiдтримання пролiферацiї i диференцiювання 
кровотворних клiтин. Стромальнi клiтини та 
екстрацелюлярний матрикс забезпечують при-
крiплення кровотворних клiтин, i в утвореному 
таким чином мiкрооточеннi вiдбуваються про-
цеси пролiферацiї та дозрiвання гемопоетичних 
клiтин, що регулюються шляхом секрецiї сти-
мулюючих та iнгiбуючих цитокiнiв. Отже, го-
меостаз у системi кровотворення забезпечуєть-
ся численними механiзмами зворотного зв’язку 
та взаємодiї мiж гемопоетичними клiтинами та 
їхнiм мiкрооточенням [5]. 

Усе частiше знаходить своє пiдтвердження 
гiпотеза про те, що порушення кiстковомоз-
кового кровотворення внаслiдок опромiнен-
ня найiмовiрнiше є не тiльки наслiдком прямих 
ушкоджень ДНК гемопоетичних клiтин, а й 
включає змiни в регуляторнiй дiї мiкрооточен-
ня [6]. Нещодавно було виявлено, що дiя iонi-
зуючої радiацiї на гемопоетичну систему, поруч 
iз безпосереднiм впливом на кровотворнi клi-
тини, викликає змiни в гемопоетичному мiкро-
оточеннi, а саме в продукцiї ростових факторiв, 
цитокiнiв, реактивних форм оксигену i нiтроге-
ну, та iнших «байстендер-факторiв». Це в свою 
чергу впливає на систему кровотворення [5]. 

Щодо радiобiологiчних характеристик крово-
творного мiкрооточення, данi поки що обмеженi. 
Ряд дослiдникiв стверджують, що кровотворнi 
та стромальнi кiстковомозковi клiтини суттєво 
вiдрiзняються за ступенем радiочутливостi. Ге-
мопоетична стовбурова клiтина є високорадiо-
чутливою, тож опромiнення в дозi 450-500 рад 
практично повнiстю знищує кровотворнi клiти-
ни-попередники (бiльше 99%), тодi як мезенхi-
мальнi стовбуровi клiтини практично повнiстю 
зберiгаються в цьому iнтервалi доз [4]. Проте пiс-
ля опромiнення iонiзуючою радiацiєю у вищих 
дозах не тiльки радiочутливi гемопоетичнi клi-
тини, а й не гемопоетичнi тканини, включаючи 
кiстковомозковi стромальнi клiтини-попередни-
ки, схильнi переходити до апоптозу. 

Метою роботи було дослiдити стан гемопо-
етичного мiкрооточення тварин, внутрiшньо 
опромiнених стронцiєм-90.

МАТЕРIАЛИ ТА МЕТОДИ 
ДОСЛIДЖЕННЯ

Модель внутрiшнього хронiчного опромi-
нення експериментальних тварин було розроб-
лено у вiддiлi радiобiологiї Iнституту експери-
ментальної патологiї, онкологiї i радiобiологiї iм. 
Р.Є.Кавецького НАН України. Бiлих лаборатор-
них щурiв ядра Вiстар утримували в умовах вi-
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варiю Iнституту експериментальної патологiї, он-
кологiї i радiобiологiї на стандартному харчовому 
рацiонi. Тварини були розподiленi на три групи: 
1 група — контроль (iнтактнi тварини); 2 група — 
тривале введення стронцiю-90; 3 група — одно-
разове введення стронцiю-90. Дослiдним твари-
нам 2 групи щоденно протягом 6 мiсяцiв (з 4 о 10 
мiсяць, у перiод активного росту) з їжею вводили 
радiоактивний стронцiй-90 у формi розчину хло-
риду стронцiю радiоактивнiстю 5 кБк. Тваринам 
3 групи одноразово внутрiшньоочеревинно вво-
дили розчин хлориду стронцiю-90 в об’ємi 0,5 мл 
радiоактивнiстю 50 кБк на тварину.

Отримання кровотворних клiтин кiстково-
го мозку зi стегнових кiсток тварин проводили 
з дотриманням стерильностi в умовах ламiнар-
ного бокса. Для оцiнки функцiональної актив-
ностi стромальних клiтин-попередникiв кiстко-
вого мозку опромiнених тварин було проведено 
культивування клiтин у системi in vitro в сере-
довищi RPMI-1640 iз додаванням антибiоти-
кiв за вiдсутностi фетальної телячої сироватки 
в 25 см2 пластикових культуральних флаконах 
iз подальшою оцiнкою кiлькостi утворених ко-
лонiй, при цьому за колонiю приймали клiтин-
нi агрегати з 50 i бiльше клiтин. Культивування 
проводили в СО

2
-iнкубаторi з 5% СО

2
 при 37°C 

й абсолютнiй вологостi. Кiлькiсть колонiєут-
ворюючих одиниць фiбробластiв (КУОф) на 1 
млн культивованих клiтин визначали на 14-ту 
добу культивування.

З метою оцiнки здатностi стромальних клi-
тин кiсткового мозку опромiнених тварин до 
пiдтримки гемопоезу в культурi in vitro про-
водили отримання фiдерних шарiв. Для цього 
суспензiю клiтин кiсткового мозку змiшували 
iз культуральним середовищем DMEM iз 10% 
фетальної телячої сироватки та антибiотиками 
i засiвали в пластиковi культуральнi 6-лунковi 
планшети. Через добу проводили часткову за-
мiну культурального середовища (1/2 загально-
го об’єму) з видаленням частини неадгезованих 
клiтинних елементiв. Потiм середовище мiня-
ли кожнi 72 год. шляхом змiни половини супер-
натанту свiжим середовищем. Сформований 
первинний моношар отримували за 7-10 днiв. 
Пiсля цього проводили субкультивування клi-
тин, знiмаючи їх iз поверхнi культуральної по-
судини за допомогою 0,25% розчину трипсин-
EDTA, вiдмивали центрифугуванням, пiсля 
видалення супернатанту додавали середовище i 
ретельно перемiшували та продовжували куль-
тивування. Перед досягненням моношару клi-
тини обробляли мiтомiцином-С у концентра-
цiї 2 мкг/мл впродовж 2 год. при 37°C i 5% CO

2
 

для зупинки процесiв клiтинного подiлу. Потiм 

моношар 5 разiв вiдмивали розчином PBS, до-
давали культуральне середовище i використо-
вували як фiдерний шар. Гемопоетичнi клiти-
ни кiсткового мозку тварин групи iнтактного 
контролю культивували в порожнинi дифузiй-
ної камери за методом Н.М.Бiлько [3].

У сироватцi кровi експериментальних тва-
рин вивчали наступнi бiохiмiчнi показни-
ки: активнiсть колагенази, фракцiї вiльного та 
бiлковозв’язаного гiдроксипролiну та вмiст глi-
козамiноглiканiв. Активнiсть колагенази виз-
начали за методом S.Lindy, J.Halme, фракцiї 
гiдроксипролiну видiляли за методом S.Frey, 
вмiст у них гiдроксипролiну — за H.J.Stegemann, 
сумарний вмiст глiкозамiноглiканiв — орцино-
вим методом [2]. 

РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛIДЖЕННЯ  
ТА Їх ОБГОВОРЕННЯ

Вiдомо, що стромальнi клiтини кiсткового 
мозку порiвняно з гемопоетичними клiтина-
ми-попередниками є бiльш радiорезистенти-
ми, проте загалом це гетерогенна група клiтин, 
серед яких iснують популяцiї клiтин iз вищим 
ступенем радiочутливостi. 

Було проведено дослiдження стану гемопо-
етичного мiкрооточення опромiнених тварин 
з метою виявити ступiнь радiочутливостi стро-
мальних клiтин-попередникiв, а також показ-
ники метаболiзму в сполучнотканинному мат-
риксi, що опосередковано можуть впливати на 
структуру i функцiї гемопоетичного мiкроото-
чення, а отже на кровотворення в цiлому. 

Результати культивування клiтин кiсткового 
мозку тварин групи iнтактного контролю та оп-
ромiнених одноразовим i тривалим введенням 
стронцiю-90 наведенi в табл. 1. 

Було виявлено затримку колонiєутворен-
ня стромальними клiтинами-попередниками 
кiсткового мозку опромiнених тварин. Зокре-
ма в групi iнтактного контрою першi колонiї 
з’являлися вже на 2-гу добу культивування, 
тодi як хронiчне внутрiшнє опромiнення строн-
цiєм-90 мало наслiдком утворення перших ко-
лонiй у культурi стромальних клiтин аж на 4-ту 
добу культивування. 

Разом iз тим одноразове гостре опромiнен-
ня введенням стронцiю-90 не вiдображалося в 
суттєвому зниженнi колонiєутворюючої здат-
ностi стромальних клiтин-попередникiв кiст-
кового мозку опромiнених тварин порiвняно з 
тваринами групи iнтактного контролю — пер-
шi колонiї з’являлися на 2-гу добу культивуван-
ня, а до закiнчення термiну культивування на 
14-ту добу показник КУОф у цiй групi становив 
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4,30±0,48 на 1 млн культивованих клiтин. При 
цьому спостерiгалося зниження цього показни-
ка в групi тварин, хронiчно опромiнених строн-
цiєм-90, — вiн становив 3,30±0,48 КУОф на 1 
млн культивованих клiтин порiвняно з конт-
рольним рiвнем 5,10±0,74 КУОф.

Отже, значне пригнiчення колонiєутворюю-
чої здатностi стромальних клiтин-попередникiв 
кiсткового мозку спостерiгалося при хронiчно-
му внутрiшньому опромiненнi стронцiєм-90 
органiзму експериментальних тварин, коли 
виснажувалася система компенсацiї радiацiй-
них ушкоджень. Тобто, хронiчне опромiнен-
ня може призводити до зниження компенса-
торно-пристосувальних механiзмiв гемопоезу i 
зриву адаптацiї в кровотворнiй системi [1].

Оскiльки порушення в системi кровотво-
рення можуть суттєво залежати вiд радiацiй-
но-iндукованих змiн у гемопоетичному мiкро-
оточеннi, було поставлено за мету дослiдити 
здатнiсть стромальних клiтин опромiнених тва-
рин до пiдтримки кровотворення в культурi. 
Для досягнення цiєї мети було проведено куль-

тивування in vitro гемопоетичних клiтин-попе-
редникiв кiсткового мозку тварин iнтактного 
контролю в гелевих дифузiйних камерах на фi-
дерних шарах, попередньо отриманих зi стро-
мальних клiтин.

Результати проведених дослiджень наве-
денi в табл. 2. За контроль взятi показники ко-
лонiєутворення клiтин-попередникiв кiстко-
вого мозку тварин групи iнтактного контролю, 
при цьому фiдерний шар сформований стро-
мальними клiтинами кiсткового мозку тварин 
цiєї ж групи.

У результатi проведених дослiджень було 
виявлено знижену ефективнiсть колонiєутво-
рення гемопоетичних клiтин-попередникiв 
кiсткового мозку в культуральнiй системi, де 
фiдерним шаром слугують стромальнi клiтини, 
отриманi з кiсткового мозку хронiчно опромi-
нюваних стронцiєм-90 тварин. 

Так, показник КУО в цiй групi становив 
9,60±0,97 на 105 культивованих клiтин, тодi як 
контрольне значення КУО складало 15,02±0,84, 
тобто спостерiгалося зниження в 1,5 разу здат-

ТАБЛИця 1
Ефективнiсть колонiєутворення в культурi in vitro стромальних клiтин кiсткового мозку  

внутрiшньо опромiнених стронцiєм-�0 щурiв

Доба культивування
Кiлькiсть КУОф на 106 культивованих клiтин

1 2 3
1 0 0 0

2 0,80 ± 0,42 0,60 ± 0,52 0,80 ± 0,42

3 1,40 ± 0,52 0,90 ± 0,32 1,20 ± 0,42

4 1,70 ± 0,48 1,10 ± 0,32 1,50 ± 0,53

5 2,30 ± 0,48 1,30 ± 0,48 1,70 ± 0,48

6 2,60 ± 0,52 1,70 ± 0,48 1,90 ± 0,32

7 3,20 ± 0,42 2,20 ± 0,63 2,50 ± 0,53

8 3,30 ± 0,48 2,30 ± 0,48 2,80 ± 0,42

9 3,40 ± 0,52 2,40 ± 0,52 3,10 ± 0,32

10 3,80 ± 0,42 2,50 ± 0,53 3,30 ± 0,48

11 4,40 ± 0,52 2,90 ± 0,32* 3,70 ± 0,48

12 4,50 ± 0,53 3,10 ± 0,32* 3,90 ± 0,32

13 4,60 ± 0,52 3,20 ± 0,42* 4,20 ± 0,42

14 5,10 ± 0,74 3,30 ± 0,48 4,30 ± 0,48

Примiтка: * – вiдмiнностi достовiрно вiдрiзняються (p<0,05).

ТАБЛИця 2
Ефективнiсть колонiєутворення в культурi in vitro клiтин кiсткового мозку внутрiшньо опромiнених 

стронцiєм-�0 щурiв, культивування в дифузiйних камерах у присутностi фiдерного шару

Джерело клiтин для отримання фiдерного шару Кiлькiсть КУО на 105 культивованих клiтин
Iнтактний контроль 15,02±0,84

Тварини, внутрiшньо опромiненi стронцiєм-90 (хронiчне опромiнення) 9,60±0,97 *

Тварини, внутрiшньо опромiненi стронцiєм-90 (гостре опромiнення) 13,60±0,93

Примiтка: * – вiдмiнностi достовiрно вiдрiзняються (p<0,01).
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ностi стромальних клiтин до пiдтримки крово-
творення в культурi.

У той же час стромальний шар, сформова-
ний клiтинами кiсткового мозку тварин, одно-
разово опромiнених стронцiєм-90, за здатнiстю 
до пiдтримки кровотворення в культурi вия-
вився близьким до контрольного (13,60±0,93). 
Отже, одноразове опромiнення органiзму тва-
рин стронцiєм-90 здiйснювало порiвняно не-
значний вплив на функцiональну активнiсть 
стромальних клiтин-попередникiв кiсткового 
мозку,та з часом цей показник наближався до 
норми.

Було також поставлено за мету дослiдити 
змiни в органiчнiй основi сполучної тканини, 
а саме визначити активнiсть колагенази, вмiст 
фракцiй вiльного та бiлковозв’язаного гiдрок-
сипролiну, а також вмiст глiкозамiноглiканiв. 
Результати бiохiмiчних дослiджень показникiв 
сироватки кровi тварин контрольної та дослiд-
них груп наведенi в табл. 3.

На основi проведених бiохiмiчних дослiд-
жень було виявлено порушення метаболiчних 
процесiв у складових органiчної основи сполуч-
ної тканини пiд дiєю iонiзуючого випромiню-
вання iнкорпорованого стронцiю-90. Зокрема 
активнiсть колагенази в сироватцi кровi дослiд-
них тварин у першiй серiї експериментiв (2 гру-
па) становила 9,42±0,36 мкмоль/л·год. порiв-
няно з контрольною 7,93±0,39 мкмоль/л·год.  
При цьому в другiй серiї експериментiв (3 гру-
па) активнiсть колагенази була близькою до 
контрольної i знаходилась на рiвнi 7,00±0,36 
мкмоль/л*год. Вмiст глiкозамiноглiканiв у си-
роватцi кровi контрольних тварин становив 
0,090±0,004 г/л; у першiй серiї експериментiв 
цей показник переважав контрольний на 80% i 
становив 0,166±0,008 г/л, а у другiй — на 104% i 
складав 0,190±0,009 г/л.

Разом iз тим не було виявлено достовiр-
них вiдмiнностей у фракцiях вiльного та 
бiлковозв’язаного гiдроксипролiну при порiв-
няннi дослiдних та контрольної груп. Так, 
контрольнi показники складали 9,94±0,35 та 
9,17±0,49 мкмоль/л вiдповiдно. У тварин 2 гру-
пи фракцiя вiльного гiдроксипролiну станови-

ла 10,17±5,58 мкмоль/л, а бiлковозв’язаного — 
6,99±2,29 мкмоль/л. Показники фракцiй 
гiдроксипролiну в сироватцi кровi тварин 3 гру-
пи були близькими до контрольних та складали 
9,99±0,16 та 9,19±2,31 мкмоль/л вiдповiдно.

Вища активнiсть колагенази в сироватцi 
кровi тварин дослiдної групи першої серiї ек-
спериментiв, поруч iз пiдвищеним рiвнем глi-
козамiноглiканiв в усiх опромiнених тварин, 
свiдчить про порушення рiвноваги мiж проце-
сами синтезу i розпаду колагену, що в пiдсумку 
означає бiльший ступiнь ураження сполучної 
тканини у тварин iз хронiчним надходженням 
стронцiю-90 до органiзму. 

ВИСНОВКИ
У результатi проведених дослiджень було ви-

явлено, що при хронiчному внутрiшньому оп-
ромiненнi тварин стронцiєм-90 спостерiгалося 
значне пригнiчення ефективностi колонiєут-
ворення та здатностi до пiдтримки гемопоезу 
стромальних клiтин-попередникiв кiсткового 
мозку, тодi як одноразове введення радiонуклi-
ду зумовлювало менш суттєве ураження строми 
гемопоетичного мiкрооточення. Крiм того на 
основi аналiзу отриманих результатiв було ви-
явлено вищу активнiсть колагенази в сироватцi 
кровi тварин, хронiчно опромiнюваних строн-
цiєм-90, що поруч iз пiдвищеним рiвнем глiко-
замiноглiканiв свiдчить про порушення рiвно-
ваги мiж процесами синтезу i розпаду колагену. 
Таким чином, отриманi данi вiдображають де-
структивнi змiни в позаклiтинному матриксi 
сполучної тканини внаслiдок внутрiшнього оп-
ромiнення органiзму тварин, що опосередкова-
но може впливати на структуру i функцiї гемо-
поетичного мiкрооточення.
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ТАБЛИця 3
Показники метаболiзму в органiчнiй основi сполучної тканини тварин, опромiнених стронцiєм-�0

Показники
Група тварин

1 група 2 група 3 група
Активнiсть колагенази, мкмоль/л·год. 7,93±0,39 9,42±0,36 7,00±0,36

Фракцiя вiльного гiдроксипролiну, мкмоль/л 9,94±0,35 10,17±5,58 9,99±0,16

Фракцiя бiлковозв’язаного гiдроксипролiну, мкмоль/л 9,17±0,49 6,99±2,29 9,19±2,31

Вмiст глiкозамiноглiканiв, г/л 0,090±0,004 0,166±0,008 0,190±0,009
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Проведены исследования состояния гемопоэти-
ческого микроокружения облученных животных 
с целью определить степень радиочувствитель-
ности стромальных клеток-предшественников, 
а также показатели метаболизма в соедини-
тельнотканном матриксе. Обнаружено, что при 
хроническом внутреннем облучении животных 
стронцием-90 наблюдалось значительное угнете-

ние эффективности колониеобразования и способ-
ности к поддержке гемопоэза стромальных кле-
ток-предшественников костного мозга. При этом 
однократное введение радионуклида вызывало ме-
нее существенное поражение стромы гемопоэти-
ческого микроокружения. Обнаружены деструк-
тивные изменения во внеклеточном матриксе 
соединительной ткани вследствие внутреннего 
облучения организма животных, что может кос-
венно влиять на структуру и функции гемопоэти-
ческого микроокружения.

I.Z.Borbulyak. Hematopoietic microenvi
ronment under Strontium90 irradiation. Kyiv, 
Ukraine.
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ment, Strontium-90.

Investigation of hematopoietic microenvironment of 
irradiated animals was performed to evaluate the level 
of radiosensitivity of stromal progenitor cells, as well as 
the indices of metabolism in connective tissue matrix. It 
was revealed that under chronic inner exposure to Stron-
tium-90 stromal cells are characterized by decreased 
colony-forming efficiency and lower capacity to main-
tain hematopoiesis in culture. At the same time stroma 
of bone marrow microenvironment is less affected af-
ter single injection of radionuclide. Besides, destructive 
changes in extracellular matrix of connective tissue were 
shown, which may indirectly have the influence on bone 
marrow microenvironment structure and functions. 
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