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ГУМАНІЗОВАНА МОДЕЛЬ КУЛЬТИВУВАННЯ ІЗОЛЬОВАНОЇ
СУСПЕНЗІЇ ГЕМОПОЕТИЧНИХ КЛІТИН/ПОПЕРЕДНИЦЬ 
ДЛЯ ВИВЧЕННЯ ВПЛИВУ ІОНІЗУЮЧОЇ РАДІАЦІЇ IN VIVO

Мета дослідження – створення гуманізованої системи культивування клітин поза організмом людини (люди&

на–миша) і дослідження в ній впливу іонізуючої радіації у зростаючих дозах на колонієутворюючу здатність ге&

мопоетичних клітин&попередниць.

Матеріали і методи. Зразки кісткового мозку осіб без захворювань системи крові культивували у гелевих ди&

фузійних камерах із напіврідким агаром у черевній порожнині мишей лінії CBA, підданих дії іонізуючої радіації.

Проводили підрахунок клітинних агрегатів, отриманих у культурі дифузійних камер in vivo, та визначали ефек&

тивність колонієутворення клітин кісткового мозку. 

Результати. Виявлено стимуляцію колонієутворення під дією іонізуючої радіації у зростаючих дозах на тварин&

реципієнтів камер, що свідчить опосередковано про синтез колонієстимулюючого фактора в організмі мишей і

проникнення його у дифузійні камери з клітинами кісткового мозку людини. Вивчено дію на організм мишей

цитостатиків, які в експериментально підібраній дозі викликають стимуляцію колонієутворення у культурах

клітин, як через 24 години, так і через 2 години після введення. 

Висновки. У роботі оцінено здатність гемопоетичних клітин&попередниць кісткового мозку до утворення ко&

лоній і кластерів при культивуванні в напіврідкому агарі у гелевих дифузійних камерах in vivo та встановлено

зв’язок з дозою опромінення у відповідних межах, що свідчить про клональний характер росту клітинних агре&

гатів у культурі. Показано, що оброблення тварин за добу до експерименту введенням цитостатиків зіставне з

дією іонізуючої радіації і може використовуватись для вивчення гемопоезу в системі «людина–миша».

Ключові слова: гемопоетичні клітини&попередниці, зовнішнє рентгенівське опромінення, цитостатики, культу&

ра клітин у гелевих дифузійних камерах у системі «людина–миша».
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HUMANIZED MODEL OF ISOLATED SUSPENSION CULTIVATION
OF HEMATOPOIETIC PROGENITOR CELLS FOR THE 
INVESTIGATION OF IONIZING RADIATION INFLUENCE IN VIVO

Objective: development of the humanized system for cells cultivation outside the human organism (human–mouse)

and investigation of the influence of ionizing radiation in increasing doses on the colony&forming ability of

hematopoietic progenitor cells.

Materials and methods. Bone marrow samples of individuals without blood system diseases were cultivated in gel

diffusion chambers with semi&solid agar in the abdominal cavity of CBA mice exposed to ionizing radiation action.

Cell aggregates, which were obtained in the culture of diffusion chambers in vivo, were counted and colony&forming

efficiency of bone marrow cells was determined.

Results. We revealed the stimulation of colony forming under the action of ionizing radiation in increasing doses

on the animals&recipients of the chambers, which indirectly indicates the synthesis of colony&stimulating factor in

the mice organism and its permeation into the diffusion chambers with human bone marrow cells. The effect of cyto&

statics action on the mice organism was investigated, which in experimentally selected dose cause stimulation of

colony forming in cell cultures, both 24 hours and 2 hours after administration.

Conclusions. The ability of hematopoietic progenitor cells of bone marrow to form colonies and clusters was eval&

uated during the cultivation in semi&solid agar in gel diffusion chambers in vivo, as well as the association with the

number of explanted cells in the appropriate range was established, which indicates the clonal nature of cell aggre&

gates growth in culture. It was shown that the treatment of animals the day prior to experiment with administra&

tion of cytostatics is comparable to the action of ionizing radiation and can be used to study hematopoiesis in

«human–mouse» system.

Key words: hematopoietic progenitor cells, internal roentgen radiation, cytostatics, cell culture in gel diffusion

chambers in «human–mouse» system.
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ВСТУП
Вплив іонізуючої радіації на біологічні системи моF

же спричинити дуже широкий спектр наслідків,

зокрема, й серйозні патологічні стани. Імовірність

контакту з джерелом випромінювання на сьогодні

доволі висока у зв’язку з професійною діяльністю

людини та наявністю джерел іонізуючої радіації у

довкіллі. Тому важливим є подальше вивчення заF

кономірностей впливу іонізуючого опромінення

на біологічні системи, як на молекулярному рівні,

так і на рівні органів та систем. Однією з таких сисF

тем, що володіє високою радіочутливістю, є кроF

вотворна система. Радіаційна інактивація стовбуF

рових кровотворних клітин і клітин, що діляться,

компенсується істотним зростанням відносної

частки проліферуючих клітин. Цей процес охопF

лює каскад подій на клітинному і молекулярному

рівнях, які, на жаль, не враховуються в системі in

vitro. 

INTRODUCTION
The influence of ionizing radiation on biological

systems can cause a very wide range of conseF

quences, including serious pathological conditions.

The probability of contact with the radiation source

is rather high today due to human professional activF

ities and the presence of ionizing radiation sources

in the environment. Therefore, it is important to

study further the patterns of ionizing radiation influF

ence on the biological systems, both at molecular

level and at the level of organs and systems. One of

these systems which possess high radiosensitivity is

hematopoietic system. Radiation inactivation of

hematopoietic stem cells and dividing cells is comF

pensated by significant increase in the relative fracF

tion of proliferating cells. This process involves casF

cade of events at the cellular and molecular levels,

which, unfortunately, are not taken into account in

the in vitro system.
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The main goal of the realization of cell technoloF

gies is to create optimal conditions outside the

organism, in which any cells could develop, proliferF

ate and differentiate. Development of the novel

approaches to study ionizing radiation action ex vivo

remains certainly an important area in the field of

radiobiological research. Among such approaches is

the cultivation of cells outside the organism in the in

vivo culture.

Hematopoietic tissue was known to be the first

object for cultivation in vitro. More than 100 years

have passed, but the search is still ongoing for such

cultivation techniques which would allow maintainF

ing the proliferation and differentiation of hematoF

poietic cells for a long time [1, 2]. Along with natural

ones, many recombinant cytokines and nutrient

media have been developed. However, support of

hematopoiesis ex vivo is not limited to this. Significant

contribution into successful cultivation of the cells

was made by the results of investigation of microenviF

ronment, as well as the stiffness of substrate. This is

indicated by the analysis of proliferation kinetics of

embryonic stem cells on a soft substrate of polyacryF

lamide gel [3–5]. During the study of hematopoiesis,

several models were developed which imitate the

physiological state of hematopoietic tissue.

Humanized «human–mouse» model is a method of

cultivation of human cells in the mice organism.

There are several variants for how exactly

hematopoietic cells from human bone marrow will be

implanted into mice organism. The researchers sugF

gest an option in which cell suspension is firstly cultiF

vated in vitro. At this period the process of differentiF

ation of hematopoietic stem cells (HSC) partially

occurs. Then in a special scaffold (container of plexiF

glass or polystyrol with filters) cultivated HSCs

together with their descendants are implanted into the

mice organism. In another approach, firstly the scafF

fold is implanted into the mice organism, and after

that previously cultivated HSC suspension is inserted

or bone marrow cells are injected into the tail vein of

the mice, which migrate into the artificially created

for them niche [6, 7]. There is a method of introducF

ing the bone fragment under the capsule of mice kidF

ney, to which hematopoietic cells of the host mouse

migrate, creating hematopoietic compartment. This

approach is called heterotopic transplantation [8]. All

these models represent open systems in which HSCs

repopulate the proposed area [9, 10, 11]. 

Diffusion chambers are closed systems into which

human hematopoietic cells are injected in suspenF

Основна мета реалізації клітинних технологій

полягає у створенні поза організмом оптимальних

умов, у яких могли б розвиватися, проліферувати і

диференціюватися будьFякі клітини. Розробка

новітніх підходів для вивчення дії іонізуючої

радіації ex vivo залишається безумовно важливим

напрямком у сфері радіобіологічних досліджень.

Серед таких підходів – культивування клітин поза

організмом у культурі in vivo.

Кровотворна тканина була, як відомо, першим

об’єктом для культивування in vitro. Минуло понад

100 років, але й дотепер продовжуються пошуки

таких прийомів культивування, які б дозволили

впродовж тривалого часу підтримувати проліфеF

рацію і диференціювання гемопоетичних клітин

[1, 2]. Разом з природними створено безліч рекомF

бінантних цитокінів і живильних середовищ. ПроF

те підтримка гемопоезу ex vivo цим не обмежується.

Вагомий внесок в успішне культивування клітин

привнесли результати дослідження мікрооточення

і жорсткості субстрату. На це вказує аналіз кінетиF

ки проліферації ембріональних стовбурових клітин

на м’якій основі з поліакриламідного гелю [3–5].

За час вивчення гемопоезу створено декілька модеF

лей, що імітують фізіологічний стан кровотворної

тканини. Гуманізована модель «людина–миша»

представляє спосіб культивування клітин людини

в організмі мишей. 

Існує кілька варіантів того, як саме гемопоетичні

клітини з кісткового мозку людини будуть імпланF

товані до організму мишей. Дослідники пропонуF

ють варіант, коли суспензія клітин спочатку культиF

вується in vitro. У цей час частково відбувається

процес диференціювання гемопоетичних стовбуF

рових клітин (ГСК). Далі у спеціальному скаффолді

(ємності з органічного скла чи полістиролу з фільтF

рами) культивовані ГСК разом з їхніми нащадками

імплантують до організму мишей. У іншому підході

в організм мишей спочатку занурюють скаффолд,

після чого переносять культивовану заздалегідь сусF

пензію ГСК чи вводять у хвостову вену мишей

кістковомозкові клітини, які мігрують у штучно

створену для них нішу [6, 7]. Існує спосіб введення

фрагмента кісточки під капсулу нирки мишей, до

якої мігрують гемопоетичні клітини мишіFхазяїна,

створюючи осередок кровотворення. Такий підхід

називається гетеротопною трансплантацією [8]. Всі

ці моделі представляють відкриті системи, у яких

ГСК заселяють пропоновану територію [9, 10, 11]. 

Дифузійні камери є закритими системами, у які

вводяться гемопоетичні клітини людини у суспензії
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sion before being implanted into recipient mice. The

method of cultivation of mammalian bone marrow

cells in diffusion chambers in vivo was proposed in

the 1960s [12, 13]. It is proved that animalsFrecipiF

ents of the chambers provide the culture with nutriF

ents, cytokines and growth factors. Hematopoiesis is

impossible without the regulatory influence of the

domains of bone marrow structure. The mechanisms

of HSC proliferation and differentiation are multiF

component. Parts of this managing mechanism form

a functional block – the niche of HSC.

Mesenchymal tissue is defined as the main regulatoF

ry component of HSC niches, and hematopoiesis in

the bone marrow is a product of niche components

interaction. Investigation of hematopoietic cells

inserted in diffusion chambers in the abdominal cavF

ity of the mice is a step towards profound study of

the interaction between the hematopoietic cells and

microenvironment.

Various materials can be used to develop the chamF

bers for bone marrow cultivation. They should not

cause immune response in the recipient and transF

plant, at the same time creating the favorable enviF

ronment for the physiological functioning of HSCs

and their derivatives. Besides, chamber is not just the

location area for the cells. This is the territory on

which hematopoietic site is built. Cells do not leave

the chamber and do not migrate from the outside.

It soon became clear that not only the material

itself from which the chamber is made, but also its

stiffness affect selfFmaintenance of the cells in chamF

ber. They need a certain softness of the matrix, which

provides mechanical interaction of the structures

building new territory. Thus, we have proposed polyF

acrylamide gel chambers. Due to their flexibility and

optical transparency, it is convenient to use them to

analyze the kinetics of cell development, without the

disarranging of cells collocation. Under experimental

conditions, based on the improvement of gel diffuF

sion chamber manufacturing method, it was possible

to obtain such gel stiffness (0.6 kPa), which in the

conditions closest to physiological provides the supF

port for hematopoiesis in cell culture [14].

OBJECTIVE
The aim of the work was developing the humanized

system of cell cultivation outside the human organF

ism (human–mouse), which would allow studying

the ionizing radiation action on human

hematopoiesis in the conditions closest to natural, as

well as the investigation of the influence of cytostatF
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перед тим, як бути імплантованими в організм миF

шейFреципієнтів. Методика культивування клітин

кісткового мозку ссавців у дифузійних камерах in

vivо запропонована ще в 1960Fх роках [12, 13]. ДовеF

дено, що тваринаFреципієнт камер забезпечує

культуру живильними речовинами, цитокінами і

ростовими факторами. Гемопоез неможливий без

регулюючого впливу доменів структури кісткового

мозку. Механізми проліферації та диференціюванF

ня ГСК є багатокомпонентними. Частини цього

механізму управління утворюють функціональний

блок – нішу ГСК. Мезенхімальна тканина визначеF

на як основний регулюючий компонент ніш ГСК, і

кровотворення у кістковому мозку є продуктом

взаємодії компонентів ніші. Дослідження гемопоеF

тичних клітин, занурених у дифузійних камерах в

черевну порожнину мишей, є кроком для поглибF

леного вивчення взаємодії між гемопоетичними

клітинами та мікрооточенням. 

Для створення камер для культивування кістковоF

го мозку можуть використовуватись різні матеріали.

Вони не повинні викликати у реципієнта і транF

сплантату імунної реакції, при цьому створюючи

сприятливе середовище для фізіологічного функF

ціонування ГСК та їхніх похідних. Причому камера

є не просто місцем розташування клітин. Це териF

торія, на якій будується осередок кровотворення.

Клітини не покидають камеру і не мігрують ззовні. 

Невдовзі з’ясувалося, що не тільки сам матеріал,

з якого побудована камера, але і його жорсткість

впливають на самопідтримку клітин у камері. Їм

необхідна визначена м’якість носія, що забезпечує

механічну взаємодію структур, які будують нову

територію. Так, нами були запропоновані камери з

поліакриламідного гелю. Завдяки гнучкості та опF

тичній прозорості їх зручно використовувати для

аналізу кінетики розвитку клітин, не порушуючи

взаєморозташування клітин. В експериментальних

умовах, за рахунок удосконалення способу вигоF

товлення гелевої дифузійної камери, вдалось отриF

мати таку жорсткість гелю (0,6 кПа), яка в умовах,

найбільш наближених до фізіологічних, забезпечує

підтримку гемопоезу в культурі клітин [14].

МЕТА ДОСЛІДЖЕННЯ
Метою роботи було створення гуманізованої сисF

теми культивування клітин поза організмом людиF

ни (людина–миша), яка б дозволила вивчати дію

іонізуючої радіації на гемопоез людини в умовах

найбільш наближених до природних, а також

дослідження у ній впливу на колонієутворюючу
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ics and ionizing radiation in increasing doses on the

colonyFforming ability of hematopoietic progenitor

cells in it.

MATERIALS AND METHODS
The study was performed using CBA mice as the

recipients of chambers containing the suspension of

human hematopoietic progenitor cells in semiFsolid

agar. The material for cultivation were bone marrow

samples obtained from fragments of ribs, removed

during surgical interventions in patients without

hematological diseases (15 individuals). Patients

have given their informed consent to use their mateF

rial for research purposes.

Recipient mice were previously exposed to ionizF

ing radiation action in order to release colonyFstimF

ulating factors in response to irradiation. Thus, 150

animals (male CBA mice) were divided into 5 groups

of 5 animals in each group. Irradiation was carried

out in different doses on the RUMF17 unit with an

attachment for the rotation of irradiated object with

a rotation speed of 2 rpm. The dose load was 2 Gy,

4 Gy, 6 Gy, 8 Gy, and 9 Gy. The sixth group was not

irradiated and was considered as a control one. The

experiments were performed in five repeats. All the

manipulations with animals were carried out in

accordance with the requirements of bioethics and

international principles of European Convention for

the Protection of Animals and national legislation

on the humane treatment of animals used for experF

imental and other scientific purposes.

PBS phosphate buffer solution (Invitrogen, GermaF

ny) was added to bone marrow samples in the ratio of

1:3. The cell suspension was separated by centrifugaF

tion (30 min at 750 g) in the Histopaque gradient

(SigmaFAldrich, USA) at the density of 1.077 g/ml.

Selected cells were washed three times in PBS (10 min

at 250 g), the number of cells was counted in the GoF

ryaev chamber, and the cells in the amount of 1 x 105 in

semiFsolid agar were placed in complete nutrient

medium, which included DMEM medium (Gibco,

Germany), 2 mmol LFglutamine (Gibco, Germany),

antibiotics: 50 U/ml penicillin and 50 mg/ml streptoF

mycin (Gibco, Germany), 10 % fetal calf serum

(SigmaFAldrich, USA) and 0.33 % agar (Difco, USA).

Diffusion chambers of determined stiffness were made

of polyacrylamide gel [14]. The cell suspension in

semiFsolid agar was injected by puncturing the side

wall of the chamber with needle and syringe. 

Subsequently, the chambers were implanted in the

abdominal cavity of linear CBA mice (2 chambers per

здатність гемопоетичних клітинFпопередниць циF

тостатиків та іонізуючої радіації у зростаючих доF

зах. 

МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ
Дослідження було проведене з використанням миF

шей СВА як реципієнтів камер, що містили сусF

пензію гемопоетичних клітинFпопередниць людиF

ни у напіврідкому агарі. Матеріалом для культивуF

вання слугували зразки кісткового мозку, отримані з

фрагментів ребер, вилучених при хірургічних втруF

чаннях у пацієнтів без гематологічних захворювань

(15 осіб). Пацієнти дали усвідомлену згоду викорисF

товувати їхній матеріал для дослідницьких цілей.

МишейFреципієнтів заздалегідь піддавали дії

іонізуючої радіації з метою вивільнення колонієстиF

мулюючих факторів у відповідь на опромінення.

Так, 150 тварин (мишіFсамці лінії СBA) були розF

поділені на 5 груп по 5 тварин у кожній групі. ОпF

ромінення здійснювали у різних дозах на установці

РУМF17 з приставкою для ротації об’єкта, що опF

ромінюється, зі швидкістю обертання 2 об./хв. ДозоF

ве навантаження складало 2 Гр, 4 Гр, 6 Гр, 8 Гр і 9 Гр.

Шоста група була не опромінена і вважалася контF

рольною. Експерименти проводили у п’яти повтоF

рах. Всі маніпуляції з тваринами здійснювали

відповідно до вимог біоетики та міжнародних принF

ципів Європейської конвенції про захист тварин і

національного законодавства з гуманного поводF

ження з тваринами, що використовуються для ексF

периментальних та інших наукових цілей. 

До зразків кісткового мозку додавали фосфатний

буферний розчин PBS (Invitrogen, Німеччина) у

співвідношенні 1 : 3. Клітинну суспензію відділяли

центрифугуванням (30 хв при 750 g) у градієнті HisF

topaque (SigmaFAldrich, США) щільністю 1,077 г/мл.

Виділені клітини тричі відмивали у PBS (10 хв 250 g),

підраховували кількість клітин у камері Горяєва і в

кількості 1 x 105 клітин у напіврідкому агарі вносили

у повне живильне середовище, яке включало сереF

довище DMEM (Gibco, Німеччина), 2 ммоль LF

глютаміну (Gibco, Німеччина), антибіотики: 50

ОД/мл пеніциліну та 50 мг/мл стрептоміцину

(Gibco, Німеччина), 10 % фетальної телячої сироF

ватки (SigmaFAldrich, США) і 0,33 % агар (Difco,

США). Дифузійні камери визначеної жорсткості

виготовляли з поліакриламідного гелю [14]. СусF

пензію клітин у напіврідкому агарі вводили шляхом

проколу бокової стінки камери голкою з шприцом.

Надалі камери були імплантовані в черевну поF

рожнину лінійних мишей CBA (2 камери на миF
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mouse); the operation was performed under thiopental

anesthesia (Kyivmedpreparat, Ukraine). Within two

weeks, the mice were killed by cervical dislocation of

spinal cord, the chambers were removed and due to

their transparency they were examined under the

inverted microscope (Zeiss, Germany).

The total number of colonies (aggregates consistF

ing of more than 40 cells) and clusters (up to 40

cells) formed during cultivation was counted. The

mean of these indices and standard deviation were

determined and compared using Student’s tFtest

for independent samples; differences were considF

ered statistically significant at p < 0.05. The

obtained data were analyzed using Microsoft Excel

tools.

In the next series of experiments the irradiation of

animals was replaced by treatment with cytostatics,

the active substance of which is cyclophosphamide

monohydrate. Cyclophosphamide is an antineoplasF

tic agent of the oxazaphosphorine class. It is inactive

in vitro. Cyclophosphamide is activated in vivo,

mainly by microsomal enzymes in the liver. The

cytotoxic action of cyclophosphamide is based on

the interaction between its alkylating metabolites

and DNA. This alkylation leads to the break and

crossFlinking of DNA strands, as well as of DNA and

proteins [8]. Recipient animals the day prior to

experiment were administered to cyclophosphamide

(Sandoz, Austria), cyclophosphan (Arterium, UkF

raine) or endoxan (Baxter, Germany) in empirically

selected doses. In all three cases, the dose of 200

mg/kg of animal weight was optimal and correF

sponded to the irradiation of animals in sublethal

dose. Subsequent stages of cell cultivation were the

same as after ionizing radiation action.

RESULTS AND DISCUSSION
It is known that in the process of in vitro cultivation in

semiFsolid agar hematopoietic progenitor cells proliferF

ate and form colonies and clusters in culture. Can we

consider as colonies the cell aggregates which are

formed under similar conditions in gel diffusion chamF

bers implanted in the abdominal cavity of laboratory

animals? To answer this question, it was necessary to

find the limits of cell concentrations, in the area of

which there is a linear relationship between the number

of explanted cells and the number of colonies formed in

agar. For this purpose, bone marrow cells of the examF

ined individuals were injected in semiFsolid agar into gel

diffusion chambers in the concentrations of 0.25 x 105;

0.55 x 105; 1.65 x 105; 5.0 x 105; 10.0 x 105; 20.0 x 105, and
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шу); операцію проводили під тіопенталовою анесF

тезією (Київмедпрепарат, Україна). У двотижневий

термін мишей забивали методом цервікальної дисF

локації спинного мозку, вилучали камери і завдяки

їхній прозорості вивчали під інвертованим мікросF

копом (Zeiss, Німеччина). 

Підраховували загальну кількість колоній (агрегаF

ти, що складаються більш ніж з 40 клітин) та класF

терів (до 40 клітин), що утворилися в процесі кульF

тивування. Визначали середнє значення цих показF

ників і стандартне відхилення, а також порівнюваF

ли їх за допомогою tFкритерію Стьюдента для незаF

лежних вибірок; відмінності вважали статистично

значущими при p < 0,05. Отримані дані аналізували

за допомогою інструментів Microsoft Excel. 

У наступній серії експериментів опромінення

тварин замінили на оброблення цитостатиками,

діючою речовиною яких є циклофосфамід моF

ногідрат. Циклофосфамід – це антинеопластичний

засіб класу оксазафосфоринів. Він неактивний in

vitro. Циклофосфамід активується in vivo, головним

чином, за допомогою мікросомальних ензимів у

печінці. Цитотоксична дія циклофосфаміду баF

зується на взаємодії між його алкілувальними меF

таболітами і ДНК. Це алкілування призводить до

розриву та перехресного з’єднання ниток ДНК, а

також ДНК і білків [8]. ТваринамFреципієнтам за

добу до експерименту вводили циклофосфамід

(Sandoz, Австрія), циклофосфан (Arterium, УкF

раїна) чи ендоксан (Baxter, Німеччина) у дозах,

підібраних емпірично. У всіх трьох випадках доза

200 мг/кг маси тварин була оптимальною і

відповідала опроміненню тварин у сублетальній

дозі. Наступні етапи культивування клітин були

такі ж самі, як і після дії іонізуючої радіації.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ОБГОВОРЕННЯ
Відомо, що в процесі культивування in vitro у

напіврідкому агарі гемопоетичні клітиниFпопередF

ниці проліферують та утворюють колонії і кластери

в культурі. Чи можна вважати колоніями клітинні

агрегати, які формуються у подібних умовах у гелеF

вих дифузійних камерах, імплантованих у черевну

порожнину лабораторних тварин? Для відповіді на

це запитання необхідно було знайти межі клітинF

них концентрацій, у зоні яких існує лінійна заF

лежність між кількістю експлантованих клітин та

кількістю утворених в агарі колоній. Для цього

клітини кісткового мозку обстежених осіб вводили

у напіврідкому агарі в гелеві дифузійні камери у

концентраціях 0,25 x 105, 0,55 x 105, 1,65 x 105, 5,0 x
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40.0 x 105 per 1 ml of suspension. Bone marrow cells

of each concentration were cultivated in 8–10 camF

eras. The assessment of colonies and clusters forming

was carried out on the 14th day of cultivation.

The obtained results are shown in Table 1. The

number of granulocyteFmacrophage colonyFformF

ing units (CFUFGM) was estimated. In our studies,

the linear dependence zone was in the range from

1.65 x 105 to 20.0 x 105 cells in 1 ml of suspension.

The presence of direct linear dependence

between the quantities of explanted cells and

colonies formed as a result of their cultivation in

diffusion chambers indicates the clonal character

of cell aggregates growth and proves that they are

clones created by one progenitor cell.

As the efficiency of colony forming we accepted the

number of colonies formed as a result of the explanF

tation of 1 x 105 cells. Sometimes less than 1 x 105 cells

can be obtained from the donor. Whatever cell conF

centration was explanted in the chambers, they can

be reFestimated to 1 x 105 if the cell number is within

the detected linear dependence. 

As a result of cultures analysis it turned out that

during explantation of 0.05 x 105 and 0.11 x 105 cells

per chamber in the first case colonies did not form

within 2 weeks, and in the second case we obtained

2.6 ± 0.7 colonies per 1 x 105 explanted cells in this

period. Three times increase in the number of exF

planted cells led to the forming of only 12.1 ± 1.2

colonies. The absence of linear dependence in

these cultures is the evidence that such concentraF

tion of the cells is not enough for colony forming;

they need a determined concentration of cells,

105, 10,0 x 105, 20,0 x 105 та 40,0 x 105 на 1 мл суспензії.

Клітини кісткового мозку кожної концентрації кульF

тивували у 8–10 камерах. Облік утворення колоній

та кластерів проводили на 14Fй день культивування. 

Отримані результати наведено в табл. 1. ПідраховуF

вали кількість гранулоцитарноFмакрофагальних колоF

нієутворюючих одиниць (КУОFГМ). У наших дослідF

женнях зона лінійної залежності знаходилася в інтерF

валі від 1,65 x 105 до 20,0 x 105 клітин в 1 мл суспензії. 

Наявність прямої лінійної залежності між кількосF

тями експлантованих клітин і колоній, які сформуF

вались у результаті їх культивування в дифузійних

камерах, свідчить про клональний характер росту

клітинних агрегатів та доводить, що вони і є клонаF

ми, які створені однією клітиноюFпопередницею.

За ефективність колонієутворення було прийнято

кількість колоній, які формуються в результаті

експлантації 1 x 105 клітин. Іноді вдається отримати

від донора менше 1 x 105 клітин. Яку б концентрацію

клітин не було експлантовано в камери, їх можна пеF

рерахувати на 1 x 105, якщо кількість клітин знахоF

диться в межах виявленої лінійної залежності.

У результаті аналізу культур виявилось, що при

експлантації 0,05 x 105 і 0,11 x 105 клітин на камеру у

першому випадку колонії через 2 тижні не формуваF

лися, а в другому в цей термін було отримано 2,6 ± 0,7

колоній на 1 x 105 посаджених клітин. Збільшення

кількості експлантованих клітин у три рази призвело

до утворення всього лише 12,1 ± 1,2 колоній.

Відсутність лінійної залежності в цих культурах є

свідченням того, що такої концентрації клітин неF

достатньо для формування колоній; для них неF

обхідна визначена концентрація клітин, яка створює
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Таблиця 1

Залежність колонієутворення у гелевих дифузійних камерах in vivo від кількості експлантованих
гемопоетичних клітин 

Table 1

Dependence of colony forming in gel diffusion chambers in vivo from the number of explanted hematopoietic
cells

Кількість клітин на 1 мл Кількість клітин на 1 камеру Кількість колоній на Кількість колоній 
суспензії об’ємом 0,2 мл 1 камеру (КУО!ГМ) на 1 млсуспензії

Number of cells per 1 ml Number of cells per 1 chamber Number of colonies Number of colonies 
of suspension with the volume of 0.2 ml per 1 chamber (CFU!GM) per 1 ml of suspension

0,25 x 105 0,05 x 105 Немає росту / No growth Немає росту / No growth

0,55 x 105 0,11 x 105 2,6 ± 0,7 13,6 ± 2,5

1,65 x 105 0,33 x 105 12,1 ± 1,2 62,1 ± 6,5

5,0 x 105 1,0 x 105 36,8 ± 2,3 187,3 ± 12,0

10,0 x 105 2,0 x 105 72,4 ± 8,4 360,5 ± 17,1

20,0 x 105 4,0 x 105 144,0 ± 18,2 712,7 ± 31,6

40,0 x 105 8,0 x 105 Зливний ріст / Merged growth Зливний ріст / Merged growth



which creates such their collocation that correF

sponds to the optimal state for cell proliferation in

clones. Presence of the linear dependence between

the concentration of cells growing from 0.33 x 105 to

4.0 x 105 per chamber, and the number of colonies,

indicates the probability of such an assumption. The

number of colonies grew linearly and equaled,

respectively, 36.8 ± 2.3, 72.4 ± 8.4, and 144.0 ± 18.2

coloniesFclones (Table 1). Increase in cell concenF

tration led to the merge growth of colonies, which

made their counting impossible. In subsequent

studies, we have chosen such concentration of the

cells for explantation, which equals to 1 x 105 cells.

Recipient animals were irradiated the day prior

to experiment at a dose of 2 Gy, 4 Gy, 6 Gy, 8 Gy,

and 9 Gy. It was determined that the growth in the

colonyFforming efficiency of bone marrow in cell

culture occurred with an increase in radiation dose

from 2 Gy and above (Table 2). Maximal colonyF

forming efficiency of hematopoietic progenitor

cells was observed after irradiation in doses of 8 Gy

and 9 Gy and equaled, respectively, 54.0 ± 8.6 and

58.5 ± 8.2, which is due to the increased release of

colonyFstimulating factor and the suppression of

recipient immune reactivity. However, with these

doses of irradiation the linear dependence was lost,

as well as high radiation death of mice to the final

day of the experiment was observed – 45 % and 70

%, respectively. Dose of 6 Gy provided rather high

colonyFforming efficiency of 38.0 ± 4.3 along with

minimal death of mice from radiation (5 %).

We have focused on the analysis of colony forming,

not clusters, since clusters are the result of proliferaF
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таке їх взаєморозташування, що відповідає оптиF

мальному їхньому стану для проліферації клітин у

клонах. Наявність лінійної залежності між концентF

рацією клітин, яка зростала від 0,33 x 105 до 4,0 x 105 на

камеру, і кількістю колоній, свідчить про вірогідність

такого припущення. Кількість колоній збільшуваF

лася лінійно та дорівнювала відповідно 36,8 ± 2,3;

72,4 ± 8,4; 144,0 ± 18,2 колонійFклонів (табл. 1).

Збільшення концентрації клітин призводило до

зливного росту колоній, що унеможливлювало їх

підрахунок. У подальших дослідженнях було обрано

таку концентрацію клітин для експлантації, яка

дорівнює 1 x 105 клітин.

ТваринFреципієнтів за добу до експерименту опF

ромінювали в дозі 2 Гр, 4 Гр, 6 Гр, 8 Гр і 9 Гр. Було

з’ясовано, що підвищення ефективності колонієутF

ворення кісткового мозку в культурі клітин відбуваF

лося при збільшенні дози опромінення від 2 Гр і виF

ще (табл. 2). Максимальна ефективність колонієутF

ворення гемопоетичними клітинамиFпопередницяF

ми спостерігалася після опромінення в дозах 8 Гр і 9

Гр та дорівнювала, відповідно, 54,0 ± 8,6 і 58,5 ± 8,2,

що обумовлено підвищеним виробленням колонієF

стимулюючого фактора і супресією імунної реактивF

ності реципієнта. Однак, при цих дозах опромінення

втрачалася лінійна залежність і спостерігалася висоF

ка радіаційна загибель мишей до дня завершення

експерименту – 45 % і 70 %, відповідно. Доза 6 Гр заF

безпечувала достатньо високу ефективність коF

лонієутворення 38,0 ± 4,3 поруч з мінімальною загиF

беллю мишей від радіації (5 %).

Ми зосередились на аналізі утворення колоній, а

не кластерів, оскільки кластери є результатом проліF
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Таблиця 2

Вплив зростаючої дози опромінення мишей=реципієнтів на ефективність колонієутворення клітин
кісткового мозку в культурі гелевих дифузійних камер in vivo

Table 2

Influence of the growing dose of irradiation of recipient mice on the colony=forming efficiency of bone marrow
cells in the culture of gel diffusion chambers in vivo

Доза Кількість клітин Кількість клітин  Кількість колоній Кількість колоній Відсоток мишей, 
опромінення, на 1 мл на 1 камеру на камеру на 1 мл що загинули, %

Гр суспензії об’ємом 0,2 мл (КУО!ГМ) суспензії

Dose of Number of cells  Number of cells per Number of colonies Number of colonies Percentage of  
irradiation, Gy per 1 ml 1 chamber with per 1 chamber per 1 ml of mice dead, %

of suspension 0.2 ml volume (CFU!GM) suspension

0 5 x 105 1 x 105 2,5 ± 0,4 5,0 ± 0,2 0

2,0 5 x 105 1 x 105 10,7 ± 1,5 48,2 ± 2,5 0

4,0 5 x 105 1 x 105 27,0 ± 2,1 135,3 ± 5,6 0

6,0 5 x 105 1 x 105 38,0 ± 4,3 188,7 ± 11,8 5

8,0 5 x 105 1 x 105 54,0 ± 8,6 270,5 ± 17,6 45

9,0 5 x 105 1 x 105 58,5 ± 8,2 295,7 ± 20,0 70
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tion of progenitor cells, which have already made sevF

eral divisions before entering the cultural medium, so

the number of cells in them is lower than the number

of cells in colonies. Therefore, cluster forming does

not reflect the state of hematopoiesis in culture [15].

We did not reveal statistically significant difference

between the obtained quantities of CFUFGM of

bone marrow, placed in the organism of recipient

animals, after the irradiation 2 hours and 24 hours

prior to the experiment. The values of colonyFformF

ing efficiency were equal to 36.5 ± 3.8 and 35.1 ± 7.5,

respectively. This fact suggests that the enhancement

of the generation of colonyFstimulating factor in the

organism of irradiated animal begins in the first

hours after irradiation.

The action of ionizing radiation on the animal’s

organism leads to the increase of the level of colonyF

stimulating factor in blood serum, which contributes

to the raise in the number of granulocytes in periphF

eral blood. This is consistent with the data obtained

during the investigation of the consequences of rats’

irradiation with StrontiumF90. In particular, the

study of hematological indices of laboratory animals

allowed detecting the hyperproliferative reaction of

bone marrow hematopoietic cells in an early period

after the beginning of internal irradiation. Elevated

number of granulocytes was detected in the peripherF

al blood of irradiated animals [15, 16]. Thus, the irraF

diated recipient provides the culture with not only

nutrients, but also with relatively standard (for these

conditions) source of colonyFstimulating factor. 

Consequently, after the implantation of diffusion

chambers into nonFirradiated mice we observed low

level of colony forming (1–3 colonies per 1 x 105

explanted cells). The irradiation of mice caused the

growth in the number of colonies in chambers. There

are data in the literature which indicate the increase

in the colonyFforming efficiency of bone marrow

cells of mice and dogs when introduced in agar diffuF

sion chambers in the organism of irradiated mice.

The authors have irradiated the animals with γFrays

of 137Cs. Researchers indicate the dose of 850 rad,

which turned out to be the most effective [8].

The dose of XFrays, which would provide the maxF

imal cloning efficiency in this system, is lower than

during the irradiation with γFrays of 137Cs, and the

radiation death of mice is higher with the increasing

of radiation dose. This fact may be associated with

the usage of different radiation types, especially

since XFrays have higher relative biological efficienF

cy of irradiation, compared to γFrays [17].

ферації клітинFпопередниць, які вже зробили кільF

ка поділів до внесення в культуральне середовище,

тож кількість клітин у них поступалася кількості

клітин у колоніях. Тому кластероутворення не відоF

бражає стану кровотворення в культурі [15].

Нами не було виявлено статистично достовірної

різниці між отриманими кількостями КУОFГМ

кісткового мозку, поміщеного в організм тваринF

реципієнтів, після опромінення за 2 години та за 24

години до початку експерименту. Значення ефекF

тивності колонієутворення відповідно дорівнюваF

ли 36,5 ± 3,8 і 35,1 ± 7,5. Цей факт свідчить про те,

що посилення утворення колонієстимулюючого

фактора в організмі опроміненої тварини почиF

нається вже в перші години після опромінення.

Дія іонізуючої радіації на організм тварини зумовF

лює зростання в сироватці крові рівня колонієстиF

мулюючого фактора, який сприяє підвищенню кільF

кості гранулоцитів у периферійній крові. Це узгодF

жується з даними, отриманими нами при дослідF

женні наслідків опромінення щурів стронціємF90.

Зокрема, вивчення гематологічних показників лабоF

раторних тварин дозволило виявити гіперпроліфеF

ративну реакцію кровотворних клітин кісткового

мозку у ранній термін після початку внутрішнього

опромінення. У периферійній крові опромінених

тварин виявляли підвищену кількість гранулоцитів

[15, 16]. Таким чином, опромінений реципієнт заF

безпечує культуру не тільки живильними речовинаF

ми, але й відносно стандартним (для даних умов)

джерелом колонієстимулюючого фактора.

Так, після імплантації дифузійних камер у неопF

ромінених мишей спостерігали незначний рівень

колонієутворення (1–3 колонії на 1 x 105 експланF

тованих клітин). Опромінення мишей призводило

до збільшення кількості колоній у камерах. У літеF

ратурі є дані, які вказують на підвищення ефективF

ності утворення колоній клітинами кісткового

мозку мишей і собак при їх внесенні в агарових диF

фузійних камерах в організм опромінених мишей.

Автори опромінювали тварин γFпроменями 137Cs.

Дослідники вказують на дозу 850 рад, яка виявилаF

ся найбільш ефективною [8]. 

Доза опромінення рентгенівськими променями,

яка забезпечувала б максимальну ефективність

клонування у цій системі, нижча, ніж при опF

роміненні γFпроменями 137Cs, а радіаційна загибель

мишей при збільшенні дози опромінення більша.

Цей факт може бути пов’язаний з використанням

різних типів радіації, тим більше, що рентгенівські

промені володіють вищою відносною біологічною
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Thus, when animals were irradiated with the dose

of 2 Gy, the number of colonies in the chambers

amounted to 10.7 ± 1.5, and at the dose of 4 Gy –

to 135.3 ± 11.8. The increase in colony forming was

observed with further growth of irradiation dose to

6 Gy, which corresponded to 188.7 ± 11.8 colonies

per 1 ml and 38.0 ± 4.3 per chamber based on the

estimation that the internal volume of the chamber

contains 0.2 ml of suspension. Irradiation doses of

8 Gy and 9 Gy were accompanied by active colony

forming; its efficiency equaled to 270.5 ± 17.6 and

295.7 ± 20.0 per 1 ml of suspension, respectively.

However, these radiation doses caused significant

death of mice. The dose of 6 Gy appeared to be the

one that provided a high level of colony forming

with the minimal death of animals. Therefore, this

dose of irradiation was chosen for further investigaF

tions.

At the next stage of experimental studies we comF

pared the influence of cytostatics on the ability of

bone marrow cells to form colonies in the culture of

gel diffusion chambers in vivo. The purpose of this

stage was empirically determining of such doses of

cytostatics, which would stimulate colony forming in

culture and would not lead to the death of animals

treated with these preparations the day prior to experF

iment. Taking into account that all three preparations

are developed on the basis of cyclophosphamide, we

assumed that the results should be comparable. AnaF

lysis of the obtained data showed that preparations

can serve as stimulus for colony forming in the in vivo

culture and their action is comparable to the result of

the influence of sublethal radiation dose (Fig. 1).

Thus, the number of obtained CFUFGM did not

differ significantly in case of the treatment of recipF

ient animals with cyclophosphamide, cyclophosF

phan or endoxan comparing to the action of ionizF

ing radiation in a sublethal dose (36.9 ± 2.6; 36.5 ±

3.8; 37.2 ± 3.3; 38.0 ± 4.3, respectively). At the

same time, in the control group without the presF

ence of stimuli, when they were replaced by phosF

phateFbuffer solution, colony forming was not

observed at all, and only 3–5 clusters were detected

in cell culture.

It is known that when using preparations with

cyclophosphamide as an active ingredient, the pheF

nomena of inhibition of bone marrow function

appear, which causes cytopenia. In the organism of

the irradiated animals in response to cytopenia,

caused by irradiation or cytostatics administration,

the active synthesis of cytokines occurs, and among
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ефективністю опромінення порівняно з γFпроменяF

ми [17]. 

Так, при опроміненні тварин в дозі 2 Гр кількість

колоній у камерах становила 10,7 ± 1,5, а в дозі 4 Гр –

135,3 ± 11,8. Збільшення колонієутворення спосF

терігалося при подальшому зростанні дози опF

ромінення до 6 Гр, якій відповідало 188,7 ± 11,8 коF

лоній на 1 мл і 38,0 ± 4,3 – на камеру з розрахунку,

що внутрішній об’єм камери містить 0,2 мл сусF

пензії. Дози опромінення 8 Гр і 9 Гр супроводжуваF

лись активним колонієутворенням; його ефекF

тивність дорівнювала 270,5 ± 17,6 і 295,7 ± 20,0 на

1 мл суспензії, відповідно. Проте ці дози опроF

мінення спричиняли значну загибель мишей. Доза

6 Гр виявилася такою, що забезпечувала високий

рівень колонієутворення при мінімальній загибелі

тварин. Тому для подальших досліджень була обраF

на саме ця доза опромінення. 

На наступному етапі експериментальних дослідF

жень порівнювали вплив цитостатиків на здатність

кістковомозкових клітин утворювати колонії в

культурі гелевих дифузійних камер in vivo. Метою

цього етапу було емпірично підібрати такі дози циF

тостатиків, які стимулювали б колонієутворення в

культурі та не призводили до загибелі тварин,

підданих дії цих препаратів за добу до експерименF

ту. Зважаючи на те, що всі три препарати створені

на основі циклофосфаміду, ми припустили, що реF

зультати повинні бути зіставними. Аналіз отримаF

них даних свідчив, що препарати можуть слугувати

стимулом для колонієутворення в культурі in vivo і

їхня дія є зіставною з результатом впливу сублеF

тальної дози радіації (рис. 1). 

Так, кількість отриманих КУОFГМ при обробці

тваринFреципієнтів циклофосфамідом, циклофосF

фаном чи ендоксаном у порівнянні з дією іонізуюF

чої радіації в сублетальній дозі суттєво не відрізняF

лася (36,9 ± 2,6; 36,5 ± 3,8; 37,2 ± 3,3; 38,0 ± 4,3,

відповідно). Водночас у контрольній групі без наявF

ності стимулів, коли вони були замінені на фосфатF

ноFбуферний розчин, колонієутворення зовсім не

спостерігалося, а в культурі клітин виявляли лише

3–5 кластерів.

Відомо, що при застосуванні препаратів з діF

ючою речовиною циклофосфамідом виникають

явища пригнічення функції кісткового мозку, що

викликає цитопенію. В організмі опроміненої

тварини у відповідь на цитопенію, спричинену

опроміненням чи введенням цитостатиків, відбуF

вається активний синтез цитокінів, і серед них

колонієстимулюючого фактора, який проникає
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them the colonyFstimulating factor, which permeates

porous chamber wall and stimulates colony forming.

Thus, as a result of investigations performed it was deF

termined that the action of ionizing radiation, as well as

the action of cytostatics contributed to the release of coF

lonyFstimulating factor in the organism of recipient mice.

CONCLUSIONS
In the current work, we have evaluated the ability of

bone marrow hematopoietic progenitor cells of the

individuals without hematological diseases to form

colonies and clusters under the cultivation in semiF

solid agar in gel diffusion chambers, and established

the association with the number of explanted cells in

the appropriate range, which indicates the clonal

nature of the growth of cell aggregates in culture. We

have revealed the stimulation of colony forming under

the action of ionizing radiation in increasing doses on

the animalsFrecipients of the chambers, indicating

indirectly the synthesis of colonyFstimulating factor

in the mice organism and its permeation into the difF

fusion chambers with human bone marrow cells.

The effect of cytostatics on the mice organism was

investigated, which in the experimentally selected

dose cause stimulation of colony forming in cell culF

tures, both 24 hours and 2 hours after their introducF

tion. It was shown that the treatment of animals the

day prior to experiment with administration of cytoF

statics is comparable to the action of ionizing radiaF

tion and can be used to study hematopoiesis in

«human–mouse» system.

через пористу стінку камери та стимулює коF

лонієутворення. 

Отже, внаслідок проведених досліджень було

виявлено, що дія іонізуючої радіації, а також дія

цитостатиків сприяли вивільненню колонієстимуF

люючого фактора в організмі мишейFреципієнтів.

ВИСНОВКИ
У даній роботі нами було оцінено здатність гемоF

поетичних клітинFпопередниць кісткового мозку

осіб без гематологічних захворювань до утворення

колоній і кластерів при культивуванні у напівF

рідкому агарі в гелевих дифузійних камерах, а таF

кож встановлено зв’язок із кількістю експлантоваF

них клітин у відповідних межах, що свідчить про

клональний характер росту клітинних агрегатів у

культурі. Виявлено стимуляцію колонієутворення

під дією іонізуючої радіації у зростаючих дозах на

тваринуFреципієнта камер, що свідчить опосередF

ковано про синтез колонієстимулюючого фактора

в організмі мишей і проникнення його у дифузійні

камери з клітинами кісткового мозку людини. 

Вивчено дію на організм мишей цитостатиків,

які в експериментально підібраній дозі викликаF

ють стимуляцію колонієутворення в культурах

клітин, як через 24 години, так і через 2 години

після їх введення. Показано, що оброблення тваF

рин за добу до експерименту введенням цитостаF

тиків зіставне з дією іонізуючої радіації і може виF

користовуватись для вивчення гемопоезу в сисF

темі «людина–миша».
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Рисунок 1. Порівняльний аналіз стимулів кісткового мозку пацієнтів без гематологічних захворювань
до колонієутворення в культурі гелевих дифузійних камер in vivo

Figure 1. Comparative analysis of the stimuli of bone marrow of the patients without hematological diseases
to colony forming in the culture of gel diffusion chambers in vivo
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