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ВСТУП

Розвиток хронічної мієлоїдної лейкемії (ХМЛ) 

пов’язаний з клональним порушенням кровотво-

рення, що виникає внаслідок появи генетичних 

аномалій на рівні гемопоетичної стовбурової клі-

тини (ГСК) [7]. Встановлено майже стовідсоткову 

асоціацію ХМЛ з наявністю унікальної хромосом-

ної аномалії — філадельфійської хромосоми (Ph1), 

поява якої є наслідком реципрокної транслокації 

t(9;22)(q34;q11). Охарактеризовано молекулярний 

продукт цієї транслокації — химерний ген BCR-ABL. 
Розроблено препарат для цілеспрямованої молеку-

лярної терапії при ХМЛ — інгібітор тирозинкіна-

зи (ІТК) BCR-ABL іматиніб, який використовують 

як сучасний високоефективний терапевтичний за-

сіб [12, 20]. Проте цей препарат не впливає на лей-

кемічні стовбурові клітини (ЛСК), що знаходяться 

у стані спокою [4, 6, 18].

Останні 20 років ЛСК були предметом ретель-

них досліджень, визначено їх основні характерис-

тики, а саме: можливість продукувати клітини з різ-

ним ступенем диференціювання, висока здатність 

до самовідновлення, а також нечутливість до дії ра-

діації та хіміотерапевтичних препаратів. Залиша-

ються нез’ясованими деякі спірні питання стосовно 

прогностичного значення вмісту ЛСК та клітин-по-
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Мета: проаналізувати функціональні особливості клі       тин-попередників 
кісткового мозку (КМ) пацієнтів з хронічною мієлоїдною лейкемією (ХМЛ) 
залежно від ефективності їх лікування для визначення можливої ціннос-
ті характеристик цих клітин у культурі in vitro в прогнозі перебігу ХМЛ. 
Об’єкт і методи: аспірати КМ 32 пацієнтів з ХМЛ, які отримували тера-
пію препаратом іматиніб (25 осіб) або гідроксикарбамідом (7 осіб) та ха-
рактеризувалися різною (оптимальна, субоптимальна) відповіддю на лі-
кування, досліджували гематологічним, культуральним, цитологічним 
та імуногістохімічним методами. Результати: встановлено, що функціо-
нальна активність (формування колоній і кластерів у культурі in vitro) 
клітин- попередників КМ пацієнтів з оптимальною відповіддю на терапію 
була нижчою, ніж до лікування із застосуванням іматинібу, або у пацієн-
тів з субоптимальною відповіддю. Проліферативний потенціал КМ паці-
єнтів з наявністю Ph+ клітин був вищим, ніж у пацієнтів з повною гема-
тологічною та цитогенетичною відповіддю на терапію. Колонії та клас-
тери, отримані в культурі КМ пацієнтів із субоптимальною відповіддю 
на терапію іматинібом, характеризувалися підвищеним відносним вміс-
том CD34+-клітин-попередників. Встановлено сильну позитивну ста-
тистично достовірну кореляцію між кількістю Ph+ клітин та кількістю 
клітинних агрегатів у культурах КМ пацієнтів, які отримували терапію 
гідроксикарбамідом, а також між індексом дозрівання клітин в клітин-
них агрегатах та тривалістю лікування іматинібом. Висновок: відповідь 
на терапію ХМЛ (із застосуванням інгібітора тирозинкінази BCR-ABL 
іматинібу), ймовірно, пов’язана зі змінами в популяції лейкемічних стов-
бурових клітин та клітин-попередників КМ, зокрема змінами їх проліфе-
ративного потенціалу, що може бути використано для моніторингу інди-
відуальної ефективності лікування.
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передників у кістковому мозку (КМ) пацієнтів [21]. 

Тому актуальним залишається дослідження харак-

теристик клітин КМ задля з’ясування клінічного 

та прогностичного значення вмісту клітин-попере-

дників лейкемічного клону в КМ у кожному індиві-

дуальному випадку.

Таким чином, метою цієї роботи було проаналі-

зувати у культурі in vitro функціональні особливості 

клітин-попередників КМ пацієнтів з ХМЛ залежно 

від ефективності їх лікування для визначення мож-

ливої цінності характеристики цих клітин в прогно-

зі перебігу ХМЛ.

ОБ’ЄКТ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ

Проаналізовано аспірати КМ 32 хворих 

на ХМЛ у віці від 20 до 46 років (середній вік — 

32,9 ± 7,5 року), які отримували лікування в На-

ціональному науковому центрі радіаційної меди-

цини НАМН України та в ДУ «Інститут гематоло-

гії і трансфузіології» НАМН України. Усі пацієнти 

дали інформовану згоду на використання їх мате-

ріалу в дослідницьких цілях. Групи пацієнтів були 

сформовані залежно від ефективності лікування, 

яку оцінювали за наявністю Ph-позитивних (Ph+) 

клітин. Оптимальною відповіддю вважалося до-

сягнення повної гематологічної та цитогенетичної 

ремісії впродовж 12 міс від початку лікування (від-

сутність Ph+ клітин у КМ). Субоптимальною від-

повідь на терапію визнавали у разі, коли була до-

сягнута гематологічна відповідь, але цитогенетич-

на відповідь була частковою або взагалі відсутньою 

(наявність Ph+ клітин у КМ). Загальна кількість па-

цієнтів з оптимальною відповіддю на лікування ста-

новила 17 осіб, субоптимальною — 15. Відповідно 

до терапевтичних схем, які застосовували для ліку-

вання хворих, загалом можна виділити 2 групи паці-

єнтів. До 1-ї групи належать 25 хворих, які отриму-

вали ІТК (іматиніб) протягом 5–36 міс (медіана — 

22,5 ± 13,4 міс), у тому числі після застосування 

гідроксикарбаміду. У 2-гу групу увійшли пацієнти 

(7 осіб), які отримували лише монотерапію гідро-

ксикарбамідом. У всіх хворих застосовували препа-

рати у стандартних дозах та схемах.

Клітини КМ культивували in vitro у напіврідко-

му агарі (0,33% бактоагару «Difco», США) у 24-лун-

кових планшетах («Nunc», США) при температу-

рі 37 °С, за умов абсолютної вологості та 5% СО
2
 

в середовищі DMEM («Sigma», США), яке містило 

20% фетальної телячої сироватки («Sigma», США), 

50 нг/мл GM-CSF («Sigma», США) та антибіотики 

(50 МО/мл пеніциліну, 50 мг/мл стрептоміцину). 

Функціональну активність клітин КМ характери-

зували за даними обчислення кількості клітинних 

агрегатів після 14 діб культивування. Для подальшо-

го вивчення вилучали індивідуальні колонії.

За колонію (колонієутворююча одиниця гра-

нулоцитарно-макрофагальна — КУО-ГМ) брали 

скупчення > 40 клітин. Клітинні агрегати, до скла-

ду яких входило 20–40 клітин, вважали кластером 

(кластероутворююча одиниця — КлУО) (рис. 1). 

Особливості проліферативної активності клітин-

попередників КМ визначали за співвідношенням 

між гранулоцитарними колоніями та кластерами 

(проліферативний потенціал — ПП). За показни-

ком ПП усі зразки ділили на 2 групи. До 1-ї вклю-

чали культури КМ, рівень ПП яких становив ≤ 1, 

до 2-ї — культури КМ з ПП >1.

Рис. 1. Типи клітинних агрегатів КМ пацієнтів із ХМЛ 

на 14-й день культивування: а — колонія; б — кластер

Особливості фенотипу стовбурових клітин та 

клітин-попередників КМ визначали за допомогою 

імуногістохімічного методу. Частки агару з колоні-

ями (кластерами) клітин переносили на скло, роз-

діляли тонкими голками. Колонії індивідуально ви-

діляли із шару агару за допомогою мікропіпетки ва-

ріабельного обсягу та ресуспендували у середовищі 

RPMI-1640 («Sigma», США). Препарати як початко-

вої (до культивування in vitro) суспензії мононуклу-

арів КМ, так і клітин, які становили клон (колонію, 

кластер), виготовляли за допомогою цитоцентрифу-

ги («Shandon», США) (центрифугування протягом 

1 хв при 300 g), підсушували на повітрі та забарв-

лювали за відповідними методами. Так, задля візу-

алізації морфологічних особливостей клітин вико-

ристовували забарвлення за методом Папенгейма. 

Імуногістохімічне дослідження проводили із засто-

суванням стандартної методики [1], використовую-

чи IgG2 моноклональні антитіла до антигену CD34 

(клон 4H11) людини, кон’юговані з флуоресцеїні-

зотіоціанатом («Ebioscience», США). З метою по-

передження висихання препарати покривали 1% 

розчином сироваткового альбуміну бика у фосфат-

ному буфері, накривали покривним склом та збе-

рігали у темряві при температурі +4 °С. Для обчис-

лення кількості позитивних клітин використовували 

флуо ресцентний мікроскоп («Leica DMRB», Німеч-

чина) з імерсійним збільшенням × 1000 та цифро-

вий фотоапарат («Canon D400», Японія).

Для опрацювання результатів використовували 

статистичну програму Microsoft Exсel. Для кожної 

групи даних робили обчислення таких показників: 

середнє арифметичне зі стандартною середньою по-

хибкою, середнє квадратичне відхилення. Для ви-

значення статистичної достовірності показників ви-

користовували критерій Стьюдента, різницю вважа-

ли достовірною на рівні значущості 5% (p ≤ 0,05) [4]. 

Для оцінки взаємозв’язків між отриманими показ-

никами проводили кореляційний аналіз зі встанов-

ленням показника кореляції Спірмена.

а б
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РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Встановлено, що типи росту in vitro агрегатів лей-

кемічних клітин пацієнтів із гострою мієлоїдною 

лейкемією [5, 8, 16, 17], клітин КМ пацієнтів з міє-

лодиспластичним синдромом [23] та апластичною 

анемією [2] мають прогностичне значення для ви-

значення імовірності отримання ремісії чи прогре-

сування захворювання. Цей феномен був використа-

ний нами для встановлення відповідності між показ-

никами росту клітинних агрегатів у культурі in vitro 

та індивідуальною відповіддю на терапію, а також 

прогнозу перебігу захворювання у пацієнтів з ХМЛ.

Аналіз особливостей росту гемопоетичних клі-

тин КМ хворих на ХМЛ показав, що на етапі вста-

новлення діагнозу (до терапії ІТК) відбувається зна-

чне коливання індивідуальної здатності до утво-

рення in vitro клітинних проліфератів (колоній 

та кластерів). Середне значення кількості колонії 

(КУО-ГМ) становило 65,8 ± 43,2 (варіювало у межах 

від 3 до 140) на 1×105 мієлокаріоцитів (рис. 2). Функ-

ціональна активність клітин-попередників КМ па-

цієнтів, які демонстрували оптимальну (пов ну) від-

повідь на терапію ІТК, також була варіабельною, 

але нижчою (р = 0,05) від ефективності колоніє-

утворення до лікування та в зразках КМ пацієнтів 

із субоптимальною відповіддю на терапію. Середня 

кількість КУО-ГМ становила відповідно 29,3 ± 21,7 

(від 0 до 68) і 79,3 ± 54,7 (від 2 до 188) на 1×105 мієло-

каріоцитів. Аналогічні відмінності (але на рівні тен-

денції) відзначали також для середніх значень кіль-

кості кластерів. У зразках КМ до лікування показник 

КлУО становив 39,6 ± 29,4 (від 5 до 67) на 1×105 міє-

локаріоцитів (див. рис. 2); при оптимальній відпо-

віді на лікування — 29,8 ± 9,3 на 1×105 мієлокаріо-

цитів, при субоптимальній відповіді — 56,3 ± 39,6 

на 1×105 мієлокаріоцитів (р > 0,05).

Проведено кореляційний аналіз (рис. 3) з ме-

тою виявлення чинників, що можуть бути пов’язані 

з кількістю Ph+ клітин у КМ. Встановлено, що такі 

фактори, як тривалість прийому ІТК та кількість 

мононуклеарних клітин у вихідній суспензії КМ, 

не корелюють із відсотком клітин, що містять фі-

ладельфійську хромосому (ρ = 0,439, ρ = 0,044 від).

У зразках КМ пацієнтів, які отримували лікуван-

ня гідроксикарбамідом, виявлено кореляцію (ρ = 

0,944, ρ = 0,9863) між показниками колонієутворен-

ня (відповідно, кількість КУО-ГМ та КлУО) та від-

сотком Ph+ клітин (рис. 4 а, б), що вказує на зв’язок 

транслокації t(9;22)(q34;q11) у лейкемічних кліти-

нах-попередниках КМ з їх функціональним станом 

та на BCR/ABL-індуковане підвищення їх проліфе-

ративної активності при ХМЛ. Водночас для підгру-

пи пацієнтів із субоптимальною відповіддю на те-

рапію ІТК такої кореляції не виявляли (рис. 4 в, г). 

Відсутність кореляції між кількістю клітинних агре-

гатів у культурі та вмістом Ph+ клітин у КМ пацієн-

тів, які приймали іматиніб, підтверджує наявність 

модулюючого впливу цього препарату на функціо-

нальний стан клітин-попередників КМ завдяки ін-

гібуванню тирозинкінази BCR-ABL. Враховуючи, 

що мова іде про підгрупу пацієнтів із субоптималь-

ною відповіддю на лікування, відсутність кореля-

ції між відсотком Ph+ клітин та кількістю клітин-

них агрегатів може пояснюватися накопиченням 

Ph+ клітин, які перебувають у стані спокою та є не-

чутливими як до зовнішніх ростових факторів, так і 

до дії ІТК [9, 24].

За даними деяких авторів, зміна функціональної 

активності клітин-попередників КМ не є специфіч-

ним маркером лейкемічної трансформації та може 

визначатися також при деяких нейтропеніях, а та-

кож апластичній анемії [13, 19, 22]. Також раніше 

було встановлено, що й нормальна функціо нальна 
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активність клітин КМ може бути асоційованою з по-

ганим прогнозом перебігу захворювання [10, 25]. 

Із цими даними принципово збігаються й описані 

вище результати наших досліджень. Так, функціо-

нальна активність (здатність до колонієутво рення 

in vitro) клітин-попередників не може використо-

вуватися як самостійний прогностичний фактор 

при ХМЛ. Тому ми вважали за доцільне виявити до-

даткові показники, які можуть дозволити індивідуа-

лізувати моніторинг відповіді на терапію та прогно-

зування перебігу захворювання.

Нещодавні дослідження показали, що мієлоїдна 

експансія при ХМЛ більш імовірно викликана змі-

нами на рівні пулу лейкемічних клітин-попередни-

ків, а не стовбурових клітин КМ [11, 15]. Наразі роз-

глядаються два основних механізми мієлоїдної екс-

пансії на ранніх стадіях ХМЛ: зниження чутливості 

гемопоетичних клітин-попередників/стовбурових 

клітин до апоптозу [14], а також підвищення їх про-

ліферативної активності [3]. Хоча показник ПП ви-

користовується у якості прогностичного фактора для 

низки захворювань, дані, отримані різними дослід-

ницькими групами, все ще залишаються суперечли-

вими. Так, раніше показано [23], що низький рівень 

ПП (< 0,3) асоційований з прогресуванням мієло-

диспластичного синдрому. Автори дослідження та-

кож припустили, що пацієнти, у яких показник ПП 

не відрізнявся від такого у «гематологічно здорових» 

осіб, проте кількість кластерів становила > 15, також 

входять до групи високого ризику прогресування за-

хворювання. У проведених нами дослідженнях пога-

ний прогноз, який ґрунтувався на високій відносній 

кількості (> 60%) Ph+ клітин, встановлювали у паці-

єнтів із підвищеним показником ПП (> 1) (рис. 5). 

Отримані дані продемонстрували, що показник ПП 

пов’язаний з прогнозом перебігу захворювання також 

і у пацієнтів із ХМЛ. На відміну від дослідження [23], 

поганий прогноз асоціювався з підвищеним значен-

ням ПП. Такі розбіжності можуть бути пов’язані з різ-

ним патогенезом досліджених гематологічних захво-

рювань, із застосуванням різноманітних протоколів 

визначення ПП, а також накопиченням в процесі лі-

кування хворих із ХМЛ за допомогою ІТК ЛСК, що 

перебувають в стані спокою.
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За даними літератури, у хронічній фазі ХМЛ 

у культурі in vitro в основному накопичуються міє-

лоцити, переважання в клітинних агрегатах про-

мієлоцитів та мієлобластів свідчить про прогресу-

вання захворювання та перехід до бластного кризу. 

Крім того, разом із прогресуванням ХМЛ відбува-

ється зменшення кількості сегментоядерних та па-

личкоядерних нейтрофілів. Залишається не до кін-

ця з’ясованим вплив ІТК на процеси диференцію-

вання клітин КМ. Щоб краще зрозуміти особливості 

функціонування клітин-попередників КМ при різ-

них типах відповіді на терапію ІТК, проводили до-

слідження клітинного складу отриманих in vitro клі-

тинних агрегатів. У цитологічних препаратах, за-

барвлених за Папенгеймом, при субоптимальній 

відповіді на терапію визначали переважно недифе-

ренційовані клітини мієлоїдного ряду, в той час як 

у клітинних агрегатах КМ пацієнтів із оптимальною 

відповіддю — переважно паличкоядерні та сегмен-

тоядерні гранулоцити (рис. 6). Виявлено сильний 

прямий кореляційний зв’язок (ρ = 0,91) між індек-

сом дозрівання клітин мієлоїдного ряду та триваліс-

тю лікування препаратом іматиніб.

Імунофенотипування клітин вихідної (до куль-

тивування in vitro) суспензії мононуклеарів КМ 

показало, що частка CD34+-клітин була зістав-

ною (рис. 7) для пацієнтів, які отримували лікуван-

ня гідроксикарбамідом, та хворих з оптимальною 

відповіддю на терапію ІТК. У зразках КМ пацієн-

тів із субоптимальною відповіддю на терапію кіль-

кість CD34+-клітин була достовірно вищою (від-

повідно 3,79 ± 0,39 та 2,65 ± 0,45% (р > 0,05) проти 

7,96 ± 0,78% (p < 0,05)). Аналогічні результати отри-

мано і при дослідженні клітин, вилучених із клітин-

них агрегатів після культивування in vitro. Такі дані 

можуть свідчити про накопичення у КМ пацієнтів 

із субоптимальною відповіддю на лікування (не-

чутливих до дії ІТК) клітин, що знаходяться у ста-

ні спокою.

ВИСНОВКИ

Виявлено, що проліферативна активність (утво-

рення кластерів і колоній у напіврідкому агарі 

in vitro) клітин-попередників КМ пацієнтів із ХМЛ, 

які показали оптимальну відповідь на терапію ІТК, 

була нижчою, ніж до початку лікування, або у паці-

єнтів із субоптимальною відповіддю.

Встановлено, що показник ПП клітин-попере-

дників КМ пацієнтів, які мали більш низький рівень 

Ph+ клітин, був значно нижчим порівняно з ПП клі-

тин-попередників КМ осіб, що мали високий вміст 

клітин з Ph-хромосомою.

Виявлено, що колонії та кластери, отрима-

ні в культурі КМ пацієнтів із ХМЛ, які виявилися 

стійкими до терапії ІТК, переважно складаються 

з CD34+ стовбурових клітин та клітин-попередників.

У результаті дослідження встановлено пряму 

кореляцію між відносною кількістю Ph+ клітин 

та кількістю клітинних агрегатів у культурах КМ 

пацієнтів із ХМЛ, які одержували лікування гідро-

ксикарбамідом, а також пряму кореляція між індек-

сом дозрівання клітин мієлоїдного ряду в клітинних 

агрегатах та тривалістю лікування пацієнтів ІТК.
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CHARACTERISTICS OF BONE MARROW 

PROGENITOR CELLS AS AN CRITERION 

FOR EVALUATING INDIVIDUAL RESPONSE 

OF PATIENTS WITH CHRONIC MYELOID 

LEUKEMIA TO THERAPY WITH TYROSINE 

KINASE INHIBITOR

M.V. Diachenko, I.O. Zhaleiko, I.S. Dyagil, 
T.P. Perekhrestenko, N.M. Bilko

Summary. Objective: to analyze the functional features of 
bone marrow (BM) progenitor cells of patients with chronic 
myeloid leukemia (CML), depending on the efficacy of treat-
ment to determine the possible values   of the characteristics of 
these cells in culture in vitro in the prognosis of CML. Object 
and methods: aspirate of BM of 32 patients with CML who 
received therapy with imatinib (25 patients) or hydroxyurea 
(7 patients) and cha racterized by different (optimal, subop-
timal) response to treatment, were examined by hematolog-
ic, cultural, cytological and immunohistochemical methods. 
Results: it was revealed that functional activity (formation of 
co lonies and clusters in the culture in vitro) BM progenitor 
cells of patients with optimal response to therapy was lower 
than before treatment with imatinib, or in patients with sub-
optimal response. Proliferative potential of BM of patients 
with Ph+ cells was higher than in patients with complete 
hematological and cytogenetic response to therapy. Colo-
nies and clusters obtained in the BM culture of the patients 
with suboptimal response to imatinib therapy were charac-
terized by a high relative content of CD34+ progenitor cells. 
A strong statistically significant positive correlation between 
the number of Ph+ cells and the number of cell aggregates 
in cultures of BM patients treated hydroxyurea and between 
the index of cells maturation in cellular aggregates and dura-
tion of imatinib treatment. Conclusion: the response to ther-
apy of CML (using tyrosine kinase inhibitor of BCR-ABL 
imatinib), probably due to changes in the population of leu-
kemic stem cells and BM progenitor cells, including chang-
es in their proliferative capacity that can be used to monitor 
individual efficacy treatment.
Key words: chronic myeloid leukemia, target 

therapy, imatinib, bone marrow, cells in culture 

in vitro, efficacy of treatment.
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