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Дефекты мегакариоцитарного ростка и продукции тромбоцитов — одна из самых ча-
стых причин тромбоцитопений у детей[2]. Количество мегакариоцитов (МК) в костном
мозге не превышает 1%[1], что делает прямое выделение клеток непрактичным. Опуб-
ликованные методы продукции МК сложны и требуют больших объемов биоматериала
для инициации культуры[3]. Таким образом, необходим адаптированный метод экспансии
первичных МК для эффективного изучения их физиологии.

Целью исследования является разработка метода экспансии МК из малых объемов
педиатрических образцов костного мозга (КМ), получаемых рутинно для диагностических
исследований в клинике.

В экспериментах были использованы минимальные объемы (∼0,3-0.5 мл) образцов ас-
пирационной биопсии КМ педиатрических пациентов в ремиссии ОЛЛ, получающих ле-
чение различными цитостатиками (n=3), и поддерживающую терапию (n=3). Мононукле-
арные клетки изолировались на градиенте плотности с Lymphopure-H (Cedarline) по про-
токолу производителя. Культивирование осуществлялось в питательной среде IMDM со
стабильным глутамином GlutaMAX (Gibco), обогащенной фетальной бычьей сывороткой
(FBS) (10%), пенициллином-стрептомицином (1%), в течение 14 дней в СО2-инкубаторе
(37 oС, 5% СО2). Для стимуляции дифференцировки применялась смесь рекомбинант-
ных цитокинов: тромбопоэтин (TPO), интерлейкина-6 (IL-6) и фактора стволовых кле-
ток (SCF). Анализ клеток производился с помощью проточной цитофлуорометрии, имму-
нофлуоресцентной (ИФ) и дифференциальной интерференционно-контрастной микроско-
пии.

В первые 3-4 дня наблюдалась активная пролиферация с увеличением CD34+ событий
с 5-7% до 13-15% в среднем. В последующем отмечалось нарастание больших CD41+CD42b+
событий до 30-35% от всех клеток. В среднем, плоидность половины CD41+ составляла
>4N. Результаты между группами пациентов значительных отличий не показали. При изо-
ляции на градиенте плотности FBS в 14 день количество CD41+ клеток возросло до 70%.
При ИФ конфокальной микроскопии визуализировались относительно большие CD41+CD62p+
клетки с многодольчатыми ядрами. Прижизненная микроскопия в течение 12 часов пока-
зала ∼3-5% МК в процессе генерации протромбоцитов.

Полученные результаты позволяют использовать культуры из малого объема образцов
КМ для генерации полностью функциональных мегакариоцитов как перспективный метод
изучения человеческих МК ex vivo и in vitro.
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