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ДЕТЕРГЕНТ-СТІЙКІ ПРОТЕЇНАЗИ АНТАРКТИЧНОГО ГРЕБІНЦЯ ADAMUSSIUM COLBECKI 

Показано, що екстракт тканин Антарктичного морського гребінця Adamussium colbecki містить протеїнази стійкі до дії ряду 
детергентів. Результати ензим-електрофорезу з використанням як субстрату желатину свідчать про наявність ферментів, що 
зберігають активність за присутності SDS, в той час як активність плазміну і мініплазміну реєструвалася лише після повного 
його видалення. Загальна протеолітична активність, яку оцінювали за ступенем гідролізу казеїну після інкубації екстракту тка-
нин A. colbecki з детергентами Tween 80 і SDS, зберігалася на рівні контролю, тоді як активність трипсину за аналогічних умов 
інкубації значно знижувалася. 

Ключові слова: морський гідробіонт Adamussium colbecki, SDS, Tween 80, етанол, загальна протеолітична активність. 
 

Н.Ракша, канд. биол. наук, Д.Гладун, асп. 
Киевский национальный университет имени Тараса Шевченко, Киев, Украина  

 
ДЕТЕРГЕНТ-УСТОЙЧИВЫЕ ПРОТЕИНАЗЫ АНТАРКТИЧЕСКОГО ГРЕБЕШКА ADAMUSSIUM COLBECKI  

Показано, что экстракт тканей Антарктического гребешка Adamussium colbecki содержит протеиназы устойчивые к действию 
ряда детергентов. Результаты энзим-електрофореза с использованием как субстрата желатина свидетельствуют о наличии фер-
ментов, сохраняющих активность в присутствии SDS, в то время как плазмин и миниплазмин сохраняли активность только после 
полного удаления детергента. Общая протеолитическая активность, оцененная по степени гидролиза казеина после инкубации экс-
тракта тканей A. colbecki с детергентами Tween 80 и SDS, сохранялась на уровне контроля, тогда как активность трипсина в анало-
гичных условиях инкубации значительно снижалась.  

Ключевые слова: морской гидробионт Adamussium colbecki, SDS, Tween 80, этанол, общая протеолитическая активность. 
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ОСОБЛИВОСТІ ПРОЛІФЕРАЦІЇ ТА ДИФЕРЕНЦІЮВАННЯ КЛІТИН-ПОПЕРЕДНИКІВ  
ЕРИТРОПОЕЗУ ПРИ ХРОНІЧНІЙ МІЄЛОЇДНІЙ ЛЕЙКЕМІЇ В КУЛЬТУРІ КЛІТИН IN VIVO 

 
Досліджено особливості проліферації та диференціювання клітин еритроїдної ланки гемопоезу в культурі дифу-

зійних камер invivo у пацієнтів з хронічною мієлоїдною лейкемією при терапії інгібіторами тирозинкіназ – іматинібом 
та нілотинібом. У результаті культивування було виявлено, що відбувається підвищення проліферативної актив-
ності клітин-попередників еритропоезу як у випадку пацієнтів із вперше виявленою лейкемією, так і у зразках кістко-
вого мозку пацієнтів зі стійкістю клітин лейкемічного клону до терапії інгібіторами тирозинкіназ. Продемонстрова-
но пригнічення диференціювання клінин-попередників еритроїдного ряду із набуттям клітинами лейкемічного клону 
стійкості до інгібіторів тирозинкіназ. 

Ключові слова:хронічна мієлоїдна лейкемія, клітини-попередники еритропоезу, культура клітин in vivo,інгібітори 
тирозинкіназ. 

 
Вступ. Хронічна мієлоїдна лейкемія (ХМЛ) вважа-

ється одним із найбільш поширених онкогематологічних 
захворювань [12]. Захворювання характеризується під-
вищенням проліферації ранніх клітин-попередніків міє-
лоїдної ланки кровотворення, що призводить до нако-
пичення незрілих клітин гранулоцито-макрофагального 
ряду у кістковому мозку та периферичній крові пацієнтів 
[2, 3]. Причиною лейкемічної трансформації є поява в 
ранній гемопоетичній клітині-попереднику дериватної 
хромосоми 22, яку прийнято називати Філадельфійсь-

кою (Ph-хромосома) [9]. На ній міститься химерний он-
коген bcr-abl, що кодує однойменний онкобілок, який 
характеризується тирозинкіназною активністю. BCR-
ABL тирозинкіназа активує низку внутрішньоклітинних 
сигнальних шляхів, призводячи до надмірної проліфе-
ративної активності, нечутливості до впливу сигналів 
кістковомозкового мікрооточення та блокування апоп-
тозу у клітинах лейкемічного клону [7, 10, 11].  

Із розвитком більш чутливих методів молекулярної 
біології було встановлено, що в хронічній фазі захво-
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рювання, коли клітини вже характеризуються підвище-
ною проліферетивною активністю, але ще не втратили 
здатності до диференціювання, Ph-хромосома містить-
ся у гемопоетичних клітиних всіх клітинних ланок, вклю-
чаючи еритроїдну [4, 8]. Деякі автори припускають, що 
під час прогресії ХМЛ за фізіологічних умов відбуваєть-
ся інгібування проліферації та диференціювання клітин 
еритроїдної ланки гемопоезу за допомогою факторів 
мікрооточення [13]. Однак, існують експериментальні 
підтвердження того, що у культурах клітин кісткового 
мозку пацієнтів із ХМЛ окрім збільшення кількості гра-
нулоцито-макрофагальних, також спостерігається під-
вищення рівня еритроїдних колоній [6, 8, 11]. Крім того, 
наразі в науковій літературі нема однозначних резуль-
татів стосовно впливу препаратів нового покоління – 
інгібіторів тирозинкіназ на функціональну активність 
клітин еритроїдної ланки гемопоезу у напіврідкому се-
редовищі invivo. Отже, метою роботи було виявлення 
особливостей зміни функціональних характеристик клі-
тин-попередників еритропоезу у разі терапії інгібітора-
ми тирозинкіназ першого і другого покоління – іматині-
бом та нілотинібом, у культурі дифузійних камер invivo. 

Матеріали і методи. Здійснювали дослідження в 
культурі in vivo 300 зразків кісткового мозку від 75 пацієн-
тів, серед яких було 27 чоловіків та 48 жінок. Вік пацієнтів 
знаходився в межах від 28 до 64 із середнім значенням 
56 років. Залежно від тактики терапії, яку отримували 
пацієнти, їх було поділено на три групи: ті, у яких ХМЛ 
діагностовано вперше (n=7), пацієнти, що у якості терапії 
отримували препарат іматиніб (n=47), та хворі, котрі у 
якості таргетної терапії отримували препарат нілотиніб 
(n=21). Всі пацієнти перебували на амбулаторному ліку-
ванні гематологічного відділення інституту клінічної ра-
діології ДУ "Національний науковий центр радіаційної 
медицини НАМН України" і перед початком дослідження 
підписували добровільну інформовану згоду.  

Для підтвердження діагнозу та оцінки відповіді клі-
тин лейкемічного клону на терапію інгібіторами тирози-
нкіназ проводили цитогенетичне дослідження гемопое-
тичних клітин пацієнтів на 12-й місяць від початку тера-
пії, вираховуючи процентний вміст метафаз, що містять 
Ph-хромосому. Відповідно до отриманих результатів 
пацієнтів підрозділяли на підгрупи з оптимальною від-
повіддю (відсутність клітин з Ph-хромосомою) та резис-
тентністю до терапії інгібіторами тирозинкіназ (у їх кіст-
ковому мозку відзначалося від 1 до 100% Ph+-клітин).  

З метоювиявлення впливу факторів мікрооточення 
на функціональну активність клітин кісткового мозку при 
ХМЛ здійснювали їх дослідження в культурі клітин in 
vivo із використанням оригінальної моделі гелевих ди-
фузійних камер, які занурювали у черевну порожнину 
спеціально підготованих мишей лінії Balb/C. Для цього 
протягом тижня із синуса ока тварин за допомогою 
скляної піпетки Пастера, попередньо обробленої гепа-
рином, забирали по 0,5 мл крові. За 20 хвилин до опе-
рування у черевну порожнину мишам вводили тіопен-
тал натрію (Київмедпрепарат, Україна) у дозі 200 мг/кг 
маси тварини. На 13-ту добу культивування тварин за-
бивали методом цервікальної дислокації спинного моз-
ку у шийному відділі, вилучали камери, очищали їх від 
сполучної тканини та досліджували під інвертованим 
мікроскопом (Zeiss, Німеччина). Всі маніпуляції із тва-
ринами проводили відповідно до вимог біоетики та між-
народних принципів Європейської конвенції про захист 
тварин і національного законодавства з гуманного по-
водження із тваринами, що використовуються для екс-
периментальних та інших наукових цілей [5]. 

По закінченню терміну культивування, під інверто-
ваним мікроскопом (Zeiss, Німеччина) підраховували 
кількість сформованих клітинних агрегатів, які після 
підрахунку вилучали з напіврідкого середовища за 
допомогою автоматичниї мікропіпетки і готували пре-
парати за допомогою цитоцентрифуги (Shandon, Ні-
меччина) протягом 1 хв. при 360 g. Отримані препара-
ти еритроїдних колоній забарвлювали за методом Па-
ппенгейма і здійснювали диференційний підрахунок та 
дослідження морфологічних особливостей клітин у 
агрегаті за допомогою мікроскопа (Leika, Японія) при 
збільшення × 630. Статистичний аналіз проводили за 
допомогою критерію Манна-Уітні. Достовірність оціню-
вали на рівні значущості p ˂ 0,05. 

Результати дослідження та їх обговорення. З лі-
тературних джерел відомо, що при ХМЛ відбувається 
розширення пулу переважно гранулоцито-макрофа-
гальних попередників [2, 3]. Оскільки гранулоцито-
макрофагальні попередники походять зі спільної для 
обох ланок гемопоетичної клітини-попередника мієлої-
дного ряду, то не виключається, що зміни в проліфера-
ції і диференціюванні в клонах стосуються не лише 
гранулоцито-макрофагальної, а й еритроїдної ланки 
гемопоезу [8]. Тому, для перевірки даної гіпотези здій-
снювали дослідження особливостей впливу розчинних 
факторів нормального мікрооточення на функціональ-
ну активність клітин-попередників еритроїдної ланки 
гемопоезу, використовуючи модель культивування 
гемопоетичних клітин у гелевих дифузійних камерах. 
Їх занурювали у черевну порожнину мишей-
реципієнтів, що попередньо були анемізовані шляхом 
забору із синуса ока 0,5 мл крові за допомогою оброб-
леної гепарином скляної піпетки Пастера. Забір про-
водили щодня протягом тижня. За рахунок цього у 
тварин розвивалася анемія і вироблялися еритропое-
тин та інші фактори нормального мікрооточення, що 
беруть участь у регуляції еритропоезу [1].  

Колонієутворюючі одиниці еритроїдні (КУО-Е), що 
формувалися на 13-ту добу від початку культивування, 
в напіврідкому агарі in vivo являли собою клітинні агре-
гати, що складалися з дрібних, щільно розташованих 
клітин червоного відтінку за рахунок синтезу гемоглобі-
ну. У дифузійній камері еритроїдні колонії переважно 
розміщувалися по периферії, біля її стінок. У результаті 
морфологічного дослідження КУО-Е виявили, що до 
їхнього складу входили диференційовані клітини ерит-
роїдної ланки кровотворення із вираженою базофілією 
цитоплазми: проеритробласти та поліхроматофільні 
еритробласти і нормобласти. 

У результаті підрахунку кількості КУО-Е у культурах 
зразків кісткового мозку досліджуваних груп пацієнтів 
виявилося, що найбільша їхня кількість була у культу-
рах in vivo зразків кісткового мозку пацієнтів зі стійкістю 
до інгібіторів тирозинкіназ (рис. 3). Так, у групі з резис-
тентністю до нілотинібу кількість БУО-Е була найвищою 
і сягала 65,1 ± 4,2 на 1×105 експлантованих мононукле-
арів, а випадку резистентності до іматинібу число КУО-Е 
становило 56,2 ± 3,7 на 1×105 експлантованих мієлока-
ріоцитів. У групі зразків із вперше виявленою ХМЛ кіль-
кість КУО-Е була дещо меншою і становила 47,8 ± 3,7 
на 1×105 експлантованих мононуклеарів. У випадку, 
коли терапія інгібіторами тирозинкіназ була ефектив-
ною і після 12 місяців застосування у зразках кісткового 
мозку пацієнтів за результатами цитогенетичного до-
слідження не виявляли Ph-клітин, число КУО-Е було у 
5 разів нижчим і сягало 14,9 ± 2,1 та 11,2 ± 0,9 на  
1×105 експлантованих мієлокаріоцитів у випадку засто-
сування іматинібу та нілотинібу, відповідно.  

 



ISSN 1728-2624                  ПРОБЛЕМИ РЕГУЛЯЦІЇ ФІЗІОЛОГІЧНИХ ФУНКЦІЙ. 1(20)/2016 ~ 67 ~ 
 

 

0 20 40 60 80

КМ із вперше
діагностованим

Оптимальна
відповідь

Оптимальна
відповідь

Резистентність
(іматиніб)

Резистентність
(нілотиніб)

Кількість КУО-Е на 100 000 
експлантованих мононуклеарів

 
 

Рис. 3. Показники ефективності формування еритроїдних колоній зразків кісткового мозку досліджуваних груп 
 у культурі дифузійних камер in vivo 

 
За результатами кількісного аналізу клітин, що дифе-

ренціювалися у КОУ-Е в культурі клітин in vivo було ви-
явлено, що агрегати переважно складалися із ранніх 
форм клітин-попередників еритропоезу. Крім того, в 
культурах кісткового мозку усіх груп виявлено значну 
перевагу еритробластів, порівняно із числом нормоблас-
тів та проеритробластів (рис. 4). Також було встановле-
но, що у випадку резистентності клітин лейкемічного 
клону до іматинібу та нілотинібу, а також в тому випадку, 

коли клітини лейкемічного клону не підлягали впливові 
жодних терапевтичних препаратів, статистично достові-
рної різниці між кількістю проеритробластів у агрегатах 
не було. Так, їх число становило 24,3 ± 1,1%, 27,7 ± 2,4% 
та 23,1 ± 2,5%, відповідно. В свою чергу у тому випадку, 
коли за результатами цитогенетичного дослідження не 
виявляли Ph-клітин, кількість проеритробластів була 
значно меншою та сягала 14,2 ± 3,2% та 12,7 ± 0,9% у 
випадку терапії іматинібом та нілотинібом, відповідно.  

 

 
 

Рис. 4. Внутрішній склад еритроїдних колоній, отриманих у результаті культивування кісткового мозку при ХМЛ  
у культурі клітин in vivo 

 
Кількість еритробластів була високою і достовірно 

не різнилася у всіх досліджуваних групах зразків кістко-
вого мозку. Так, у випадку стійкості до іматинібу та ніло-
тинібу число еритробластів сягало 51,5 ± 3,1% та 55,3 ± 
4,7%, відповідно. У випадку ефективності терапії їх кі-
лькість становила 47,9 ± 5,3% та 43,3 ± 3,7% для груп із 
застосуванням іматинібу та нілотинібу, відповідно. На-
решті, у культурах кісткового мозку пацієнтів, діагноз 
яким було встановлено вперше, число еритробластів 
сягало 54,2 ± 4,1%. 

На відміну від еритробластів, число нормабластів у 
культурах кісткового мозку різних груп значно різнило-

ся. Так, їх найменша кількість спостерігалася у культу-
рах зразків зі стійкістю клітин лейкемічного клону до 
терапії інгібіторами тирозинкіназ і становила 7,1 ± 0,4% 
та 5,2 ± 1,2% у випадку застосування іматинібу та ніло-
тинібу, відповідно. У групі зразків із вперше діагносто-
ваною ХМЛ число нормобластів було вдвічі вищим і 
становило 12,7 ± 3,1%. В свою чергу при резистрентно-
сті клітин лейкемічного клону до іматинібу та нілотинібу 
кулькість нормобластів була найвищою і становила 
31,3 ± 2,7% та 26,4 ± 2,4%, відповідно.  

Таким чином, було виявлено, що у зразках кістково-
го мозку пацієнтів зі стійкістю до терапії іматинібом та 
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нілотинібом відбувається підвищення проліферативної 
активності клітин-попередників еритропоезу, а також 
пригнічення диференціювання проеритробластів до 
еритробластів у клітинних агрегатах. Подібна картина 
спостерігалася і у культурах зразків кісткового мозку із 
вперше виявленою ХМЛ. Це може свідчити про те, що 
із набуттям стійкості до інгібіторів тирозинкіназ клітини-
попередники еритропоезу втрачають здатність реагува-
ти на дію розчинних факторів мікрооточення, що проду-
куються в організмі анемізованої тварини.  

Висновки 
Результати досліджень вказують на підвищення про-

ліферативної активності клітин-попередників еритропое-
зу у пацієнтів із стійкістю до терапії інгібіторами тирозин-
кіназ, що не залежить від факторів нормального мікро-
оточення. Паралельно зі збільшенням проліферативної 
активності клітин-попередників еритропоезу відбувалася 
також затримка диференціювання до більш зрілих форм 
у пацієнтів зі стійкістю до терапії інгібіторами тирозинкі-
наз, що проявлялося накопиченням проеритробластів, 
порівняно еритробластами та нормобластами, в КУО-Е 
як в культурі дифузійних камер in vivo. 
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ОСОБЕННОСТИ ПРОЛИФЕРАЦИИ И ДИФФЕРЕНЦИРОВКИ КЛЕТОК-ПРЕДШЕСТВЕННИКОВ ЭРИТРОПОЭЗА  

ПРИ ХРОНИЧЕСКОЙ МИЕЛОИДНОЙ ЛЕЙКЕМИИ В КУЛЬТУРЕ КЛЕТОК INVIVO 
Исследованы особенности пролиферации и дифференцировки клеток эритроидного ряда гемопоэза в культуре диффузных камер 

in vivo у пациентов с хронической миелоидной лейкемией при терапии ингибиторами тирозинкиназ – иматинибом и нилотинибом. В 
результате культивирования показано, что происходит повышение пролиферативной активности клеток-предшественников эрит-
ропоэза как в случае пациентов с впервые диагностированной лейкемией, так и в образцах костного мозга пациентов с резистент-
ностью клеток лейкемического клона к терапии ингибиторами тирозинкиназ. Продемонстрировано подавление дифференцировки 
клеток-предшественников эритроидного ряда с приобретением клетками лейкемического клона резистентности к ингибиторам 
тирозинкиназ. 

Ключевые слова: хроническая миелоидная лейкемия, клетки-предшественники эритропоэза, культура клеток in vivo, ингибиторы 
тирозинкиназ. 
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CHARACTERISTICS OF PROLIFERATION AND DIFFERENTIATION OF ERYTHROID PROGENITOR CELLS  

AT CHRONIC MYELOID LEUKEMIA IN CELL CULTURE IN VIVO 
The article presents a study of proliferation and differentiation features of erythroid progenitor cells of patients with chronic myeloid leukemia 

during the treatment with tyrosine kinase inhibitors – imatinib and nilotinib. The cultivation results showed an increase in proliferative activity of 
erythropoiesis progenitor cells both in the case of patients with leukemia, diagnosed for the first time, and in the case of bone marrow samples of 
patients with a resistance of leukemic cells clone to treatment with tyrosine kinase inhibitors. Moreover, the results showed an inhibition of 
erythroid progenitor cell differentiation and acquisition of resistance to tyrosine kinase inhibitors by leukemic cells clone.  

Keywords:chronic myeloid leukemia, erythroid progenitor cells, cell culture in vivo, tyrosine kinase inhibitors. 
 


