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Резюме ___________________________________________________________________________________________________ 

Цель. Определить количество потенциальных лейкозных стволовых клеток и оце-
нить их содержание в зависимости от клинических факторов и биологических осо-
бенностей острого миелоидного лейкоза (ОМЛ) у пациентов детского возраста.
Материалы и методы. В исследование были включены 63 пациента с первично уста-
новленным диагнозом ОМЛ, получавших лечение в рамках протокола ОМЛ-ММ-2014 
и ОМЛ-ММ-2021. Анализ количественного содержания лейкозных стволовых клеток 
по фенотипу CD34+CD38 проводили в образцах костного мозга с помощью 7–10-цвет-
ной проточной цитофлуориметрии на момент диагностики заболевания.
Результаты. Выявлено, что количество СD34+CD38– значимо выше при ОМЛ, относя-
щихся к М0, М1, М2 FAB-вариантам, по сравнению с М7, М5. Содержание лейкозных 
стволовых клеток значимо выше у пациентов с наличием экспрессии на опухолевых 
клетках таких маркеров, как CD34, CD123, CD13, HLA-DR, CD25, CD200. Установлено, 
что статистически значимо выше количество СD34+CD38– клеток у пациентов с на-
личием молекулярно-генетических перестроек AML1/ETO, CBFb-MYH11 в лейкеми-
ческих клетках по сравнению с перестройкой FLT3-ITD и отсутствием исследуемых 
перестроек.
Заключение. Метод многоцветной проточной цитометрии позволяет идентифици-
ровать лейкозные стволовые клетки у пациентов с ОМЛ. Установлена взаимосвязь 
содержания лейкозных стволовых клеток с морфологическими FAB-вариантами лей-
коза, с экспрессией на опухолевых клетках определенных линейно-специфичных и 
аберрантных маркеров, а также с молекулярно-генетическими перестройками.
Ключевые слова: острый миелоидный лейкоз, лейкозные стволовые клетки, про-
точная цитометрия, иммунофенотипирование, молекулярно-генетические пере-
стройки, FAB-классификация
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	� ВВЕДЕНИЕ
Острые миелоидные лейкозы (ОМЛ) – это гетерогенная группа злокачественных 

заболеваний гемопоэтической ткани, характеризующаяся пролиферацией и нако-
плением миелоидных клеток-предшественников в костном мозге, периферической 
крови, печени, селезенке, реже в некроветворных органах. ОМЛ составляют около 
20% среди всех острых лейкозов детского возраста и отличаются тяжелым и агрес-
сивным течением [1, 2].

Основными проблемами выживаемости пациентов с ОМЛ являются резистент-
ность к проводимой терапии, а также рецидивы заболевания, исход которых крайне 

Liudmila V. Movchan, Tatsiana V. Shman, Ulyana S. Ivuts
Republican Scientific and Practical Center for Pediatric Oncology, Hematology  
and Immunology, Minsk, Belarus

Leukemic Stem Cell Content in the Bone Marrow of 
Patients with Various Types of Acute Myeloid Leukemia
Conflict of interest: nothing to declare.
Authors’ contribution: Liudmila V. Movchan – study concept and design, data processing, text writing; Tatsiana V. Shman – 
study concept and design, data processing, editing; Ulyana S. Ivuts – data collection, literature review.

Submitted: 03.10.2023
Accepted: 09.01.2024
Contacts: movchan-l@mail.ru

Abstract ___________________________________________________________________________________________________ 

Purpose. To determine potential leukemic stem cell number and evaluate their content 
in relation to clinical factors and biological features of acute myeloid leukemia (AML) in 
pediatric patients.
Materials and methods. The study included 63 patients with newly diagnosed AML who 
were treated under the AML-MM-2014 and AML-MM-2021 protocols. Leukemic stem cell 
quantification by CD34+CD38 phenotype was performed in bone marrow samples using 
7–10-color flow cytometry at the time of disease diagnosing.
Results. It was revealed that the number of CD34+CD38– was significantly higher in AML 
related to M0, M1, M2 FAB variants compared to M7, M5. Leukemic stem cell content 
was significantly higher in patients exhibiting expression of such markers as CD34, 
CD123, CD13, HLA-DR, CD25, and CD200 on tumor cells. It was found that the number of 
CD34+CD38– cells was statistically significantly higher in patients presenting molecular 
genetic rearrangements AML1/ETO, CBFb-MYH11 in leukemic cells compared to the FLT3-
ITD rearrangement and the absence of the studied rearrangements.
Conclusion. Multicolor flow cytometry allows identifying leukemic stem cells in 
AML patients. A correlation was established between leukemic stem cell content and 
morphological FAB variants of leukemia, the expression of certain lineage-specific and 
aberrant markers on tumor cells, as well as molecular and genetic rearrangements.
Keywords: acute myeloid leukemia, leukemic stem cells, flow cytometry, 
immunophenotyping, molecular-genetic rearrangements, FAB classification
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неблагоприятный [2]. Считается, что причиной рецидивов и резистентности к при-
меняемым химиотерапевтическим препаратам является наличие среди общего пула 
опухолевых клеток популяции лейкозных стволовых клеток (ЛСК), которая способна 
инициировать и поддерживать рост опухоли [3–5]. 

В случае с ОМЛ потенциальные ЛСК с фенотипом СD34+CD38– могут экспрессиро-
вать различные вариации аберрантных маркеров, позволяющие отличить их от нор-
мальных стволовых клеток. К таким маркерам относятся CLL-1, CD25, CD123, CD25, 
CD96, Tim-3, CD200 [7–16]. Определение количества ЛСК проводят с целью достовер-
ного прогноза исхода заболевания, выбора тактики терапии и непосредственного 
поиска мишеней для таргетной терапии, которая в первую очередь будет направле-
на на уничтожение пула ЛСК [7, 8, 14, 18, 21, 26, 27]. 

Несмотря на большое количество экспериментальных исследований относитель-
но ЛСК при острых лейкозах, на сегодняшний день мало работ, посвященных оценке 
прогностического значения инициального содержания этой популяции клеток при 
остром лимфобластном лейкозе и остром миелоидном лейкозе у детей. В то же вре-
мя существует ряд инициальных клинических и биологических факторов, различных 
критериев оценки ответа на терапию, связь которых с количеством ЛСК остается не-
изученной в детской онкогематологии. 

	� ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ
Определить количество потенциальных лейкозных стволовых клеток и оценить 

их содержание в зависимости от клинических факторов и биологических особенно-
стей острого миелоидного лейкоза у пациентов детского возраста. 

	� МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В исследование были включены 63 пациента с первично установленным диа-

гнозом ОМЛ, получавших лечение в рамках протокола ОМЛ-ММ-2014 и ОМЛ-
ММ-2021. Диагноз был установлен в соответствии с ВОЗ-классификацией на ос-
новании оценки иммунофенотипической характеристики опухолевых клеток, 
морфологической FAB-классификации, а также по наличию специфических ци-
тогенетических и молекулярно-генетических перестроек. Среди исследованной 
группы у пациентов были диагностированы следующие варианты ОМЛ согласно 
FAB-классификации: М0 – 1% (1/63), М1 – 14% (9/63), М2 – 35% (22/63), М4 – 13% 
(8/63), М5 – 24% (15/63), М7 – 13% (8/63). Медиана возраста пациентов составила 
9 лет (от 0 до 23 лет). В группе исследованных пациентов мальчики составляли 62% 
(39/63), девочки – 38% (24/63). 

Определение количества ЛСК в образцах КМ по фенотипу CD34+CD38– и оценку 
экспрессии на них таких маркеров, как CLL-1, CD25, CD123, CD25, CD96, Tim-3, CD200, 
CD117, проводили с помощью 7–10-цветной проточной цитофлуориметрии на мо-
мент диагностики заболевания. Для этого использовали моноклональные антитела, 
конъюгированные с флуорохромными метками в соответствии с используемой па-
нелью:
1.	 Tim-3 FITC/CD200 PE/CD34 ECD/CD25 PE-Cy5/CD96 PE-Cy7/CD38 APC-AF750/CD45 

KrO.
2.	 CD38 FITC/CD99 PE/ CD34 ECD/CD33 PE-Cy5/CD117 PE-Cy7/CLL-1 APC/CD123 APC-

AF700/CD45 APC-AF750/HLA-DR PB/CD45 KrO.

Содержание лейкозных стволовых клеток  
в костном мозге пациентов с различными вариантами острого миелоидного лейкоза
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Пробоподготовка и анализ количества лейкозных стволовых клеток по харак-
терному иммунофенотипу СD34+CD38– осуществлялись согласно ранее описанной 
методике [6].

Учет и анализ результатов проводили на проточном цитофлуориметре Navios 
(Beckman Coulter) в программе CXP. Учитывали не менее 500 тысяч клеток.

Анализ содержания клеток с фенотипом CD34+CD38– среди CD45low клеток также 
провели в 15 образцах костного мозга здоровых доноров (доноры для транспланта-
ции гемопоэтических стволовых клеток).

Для математической обработки и статистического анализа данных использовали 
программу Statistica 6.0. Результаты представляли в процентных показателях, в виде 
значений медианы и диапазона данных (25–75 перцентили). Оценку достоверности 
различий между независимыми группами проводили с использованием теста Ман-
на – Уитни. Результаты считали статистически достоверными при р≤0,05.

	� РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Анализ количественного содержания клеток с фенотипом CD34+CD38–  

у пациентов с ОМЛ
В образцах костного мозга здоровых доноров медиана количества клеток с им-

мунофенотипом CD34+CD38– среди CD45low клеток составила 0,49% (0,41–0,5). Для па-
циентов с ОМЛ установлено, что медиана количества CD34+CD38– клеток составила 
5,3% (0,8–9,1), р<0,05. Однако на сегодняшний день известно, что иммунофенотип 
CD34+CD38– характерен как для ЛСК, так и для нормальных стволовых кроветвор-
ных клеток [3–5]. Поэтому для подтверждения принадлежности клеток с фенотипом 
CD34+CD38– при ОМЛ к опухолевому клону необходимо использовать дополнитель-
ные маркеры, отличающие их от нормальных аналогов [25]. К таким маркерам отно-
сятся CLL-1, CD25, CD123, CD25, CD96, Tim-3 [9–16].

Показано, что среди популяции CD34+CD38– позитивная экспрессия СD123 на-
блюдалась в 37% (23/58) случаев. Наличие экспрессии какого-либо из таких абер-
рантных антигенов, как CLL-1, CD25, CD96, Tim-3, CD200, на CD34+CD38– популяции 
установлено в 79% (50/56) случаев. Полученные результаты позволяют сделать вы-
вод о том, что в случае с ОМЛ популяцию клеток с фенотипом CD34+CD38– можно 
рассматривать именно как ЛСК.

Анализ количественного содержания клеток с фенотипом CD34+CD38– у па-
циентов с ОМЛ в зависимости от клинических факторов

В работе был проведен анализ количества ЛСК в зависимости от пола, инициаль-
ного содержания лейкоцитов в периферической крови, поражения центральной 
нервной системы, FAB-классификации у пациентов с ОМЛ. 

Не было выявлено достоверных различий в содержании CD34+CD38– популяции в 
зависимости от пола, инициального содержания лейкоцитов в ПК (>/<50 000 кл/мкл), 
поражения центральной нервной системы. 

В зависимости от установленной при диагностике FAB-классификации мы разде-
лили пациентов на 4 группы. Группу 1 составили пациенты с минимальной диффе-
ренцировкой бластных клеток М0, М1 и М2, группу 2 – пациенты с М7, группу 3 – па-
циенты с М4 и группу 4 – пациенты с М5 морфологическими вариантами ОМЛ. 
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Анализ содержания клеток с фенотипом ЛСК среди выделенных групп показал, 
что статистически значимо большее количество CD34+CD38– клеток наблюдалось в 
группе 1 по сравнению с группой 2 и группой 4 (табл. 1). Разницы в содержании ЛСК 
между 1-й и 3-й группами не выявлено. 

Исходя из полученных результатов, очевидно, что более высокое содержание 
CD34+CD38– клеток характерно для ОМЛ с минимальной дифференцировкой по 
сравнению с ОМЛ с выраженной линейной направленностью.

Анализ количественного содержания клеток с фенотипом CD34+CD38– у па-
циентов с ОМЛ в зависимости от особенностей иммунофенотипа опухолевых 
клеток

На первом этапе данной части работы мы оценили взаимосвязь между содер-
жанием клеток с фенотипом CD34+CD38– и особенностями экспрессии миелоидных 
дифференцировочных маркеров, таких как CD34, CD117, CD123, CD13, CD33, CD65, 
HLA-DR, CLL-1, на опухолевых клетках у детей с ОМЛ.

Достоверные различия в содержании исследуемой популяции ЛСК наблюдались 
в группах пациентов в зависимости от наличия или отсутствия экспрессии на поверх-
ности опухолевых клеток ранних дифференцировочных маркеров. Так, в группе па-
циентов, на лейкозных клетках которых присутствовала экспрессия CD34 (рис. 1А), 
содержание CD34+CD38– клеток было достоверно выше и медиана составила 6,9% 
(5,3–10,9) по сравнению с группой пациентов, у которых экспрессия CD34 отсутство-
вала, медиана равна 0,4% (0,1–1,5), р<0,001. Статистически значимо выше количе-
ство ЛСК было у пациентов, у которых на бластах экспрессировался маркер CD123 
(рис. 1B), медиана составила 6,3% (2,2–10,1), по сравнению с пациентами, у которых 
экспрессия данного антигена отсутствовала, медиана 3,9% (0,3–7,1), р=0,029.

Также достоверные различия в содержании ЛСК наблюдались в группах пациен-
тов в зависимости от наличия или отсутствия экспрессии на поверхности лейкозных 
клеток маркеров CD13 и HLA-DR (рис. 2).

Выявлено, что в группе пациентов, на опухолевых клетках которых присутство-
вала экспрессия антигена CD13 (рис. 2А), содержание CD34+CD38– клеток было до-
стоверно выше по сравнению с таковым в группе пациентов, у которых экспрессия 
данного маркера отсутствовала: 6,3% (2,7–9,7) и 2,0% (0,3–5,3) (р=0,01). Аналогично 
в случаях позитивной экспрессии HLA-DR (рис. 2B) содержание ЛСК было значимо 

Таблица 1
Содержание ЛСК в группах пациентов с ОМЛ в зависимости от FAB-варианта
Table 1
LSC content in groups of AML patients depending on FAB-variant

Признак N=63
CD34+CD38–

Медиана (25–75), %
n=63

Р

1-я группа (М0, М1 и М2) 32 7,2 (4,5–12,3) –
2-я группа (М7) 8 0,58 (0,08–5,35) 0,006
3-я группа (М4) 8 4,4 (1,2–7,4) >0,05
4-я группа (М5) 15 1,25 (0,3–5,1) 0,003

Содержание лейкозных стволовых клеток  
в костном мозге пациентов с различными вариантами острого миелоидного лейкоза
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выше в противоположность отсутствию его на опухолевых клетках: 5,4% (1,7–9,7) и 
0,5% (0,06–6,3) (р=0,026).

Различия в содержании количества клеток с фенотипом ЛСК в зависимости от 
экспрессии на лейкозных клетках таких антигенов, как CD117, CD65, CLL1 (CD371), не 
выявлены.

В ходе анализа взаимосвязи аберрантной экспрессии на бластах при ОМЛ марке-
ров других линий дифференцировки установлено статистически значимое высокое 
содержание популяции ЛСК у пациентов с положительной экспрессией маркеров 
CD25 и CD200 (рис. 3).

Так, медиана количества CD34+CD38– клеток у пациентов с положительной экс-
прессией антигена CD25 была достоверно выше и составляла 6,3% (5,1–9,7), тогда как 
в случае его отсутствия – 2,9% (0,3–7,3) (р=0,02). Также и для маркера CD200 медиана 

Рис. 1. Содержание CD34+CD38– клеток в зависимости от экспрессии маркеров CD34 (А) и CD123 (B) 
на опухолевых клетках
Fig. 1. Content of CD34+CD38– cells depending on CD34 (А) and CD123 (B) markers  expression  
on tumor cells

Рис. 2. Содержание CD34+CD38– клеток в зависимости от экспрессии маркеров CD13 (А)  
и HLA-DR (B) на опухолевых клетках
Fig. 2. Content of CD34+CD38– cells depending on CD13 (А) and HLA-DR (B) markers expression  
on tumor cells
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Рис. 3. Содержание CD34+CD38– клеток в зависимости от экспрессии маркеров CD25 (А) и CD200 (B) 
на опухолевых клетках
Fig. 3. Content of CD34+CD38– cells depending on CD25 (А) and CD200 (B) markers expression  
on tumor cells

А В

количества CD34+CD38– клеток составляла 6,6% (5,3–10,1) в случае его позитивной 
экспрессии на бластах и 0,6% (0,1–4,4) при отсутствии экспрессии (р<0,001). Однако 
разницы в содержании количества клеток с фенотипом ЛСК в зависимости от экс-
прессии аберрантных антигенов CD56, CD7, Tim-3 (CD366) и CD96 не выявлено.

Анализ количественного содержания клеток с фенотипом CD34+CD38– у па-
циентов с ОМЛ в зависимости от молекулярно-генетических перестроек

Также в работе мы проанализировали содержание клеток с фенотипом 
CD34+CD38– во всей выборке пациентов с ОМЛ в зависимости от наличия молеку-
лярно-генетических перестроек. Для исследуемой группы пациентов были проана-
лизированы наиболее часто встречаемые при ОМЛ у пациентов детского возраста 
перестройки, такие как AML1/ETO, CBFb-MYH11, FLT3-ITD, реаранжировки с участием 
гена MLL (табл. 2).

Таблица 2
Содержание CD34+CD38– клеток у пациентов с ОМЛ в зависимости от молекулярно-генетических 
перестроек
Table 2
Content of CD34+CD38– cells in AML patients depending on molecular genetic rearrangements

Признак N=63 CD34+CD38–

Медиана (25–75), % P* P#

AML1/ETO 11 9,1 (5,3–13) – >0,05
CBFb-MYH11 5 9,7 (5,4–12) >0,05 –
MLL 6 0,8 (0,4–10) >0,05 >0,05
FLT3-ITD 8 3,3 (1,9–6,1) 0,03 0,03
Нет перестр. / др. 33 4,4 (0,3–7,3) 0,01 0,01

Примечание: значение p по сравнению с группой пациентов с перестройками AML1/ETO (*), CBFb-MYH11 (#).

Содержание лейкозных стволовых клеток  
в костном мозге пациентов с различными вариантами острого миелоидного лейкоза
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В ходе анализа выявлено, что содержание ЛСК достоверно не различается между 
группами пациентов с перестройками AML1/ETO и CBFb-MYH11. Таким образом, со-
гласно табл. 2 статистически значимое более высокое содержание клеток с феноти-
пом CD34+CD38– было характерно для пациентов с наличием молекулярно-генети-
ческих перестроек AML1/ETO и CBFb-MYH11 по сравнению с пациентами, у которых 
была выявлена перестройка FLT3-ITD, а также по сравнению с пациентами, у которых 
не было выявлено исследуемых перестроек (или присутствуют неисследованные пе-
рестройки). Медиана содержания клеток с фенотипом ЛСК также была выше в груп-
пах пациентов с AML1/ETO и CBFb-MYH11 по сравнению с группой пациентов, где 
были выявлены реаранжировки с участием гена MLL, однако различия не достигли 
показателей достоверности. 

Схожие результаты были получены и другими исследовательскими группами при 
изучении иммунофенотипа ЛСК у взрослых пациентов с ОМЛ [22, 25]. Исследования 
показали, что по сравнению с нормальными гемопоэтическими стволовыми клет-
ками ЛСК демонстрируют на своей поверхности экспрессию какого-либо одного 
или нескольких одновременно аберрантных маркеров: CD25 [9, 15], CD32 [9], CD44 
[10, 15], CD96 [11, 15], CD123 [12–15], CLL-1 [15, 21, 24, 25], Tim-3 [15], CD200 [16]. В ра-
боте Chavez-Gonzalez А. и соавторов описана высокая экспрессия маркеров CD123 и 
CD96 на популяции CD34+CD38– и CD34+CD38+ у пациентов детского возраста с ОМЛ 
по сравнению с нормальными клетками-предшественниками [17]. Согласно полу-
ченным данным, а также результатам зарубежных исследований, высокая гетеро-
генность экспрессии ЛСК-специфичных маркеров у пациентов с ОМЛ не позволяет 
использовать какой-то единственный поверхностный маркер для выявления ЛСК  
[3–11, 16, 19]. Использование в иммунофенотипической панели именно вариации 
аберрантных маркеров позволяет с высокой специфичностью оценивать содержание 
ЛСК как на момент диагностики, так и на этапах проводимой химиотерапии. Специ- 
фичная идентификация ЛСК и их дискриминация от нормальных гемопоэтических 
клеток могли бы быть использованы для стратификации пациентов на группы риска, 
а также для прогноза развития рецидива заболевания [23]. Помимо специфичности 
исследования ЛСК, оценка экспрессии данных маркеров имеет большое значение 
для возможности разработки и применения антителозависимой таргетной терапии, 
которая будет направлена на уничтожение популяции этих высокорезистентных 
клеток [18, 21]. Отдельные зарубежные исследования также показали, что положи-
тельная экспрессия некоторых ЛСК-специфичных маркеров на момент диагности-
ки ассоциируется с плохим прогнозом исхода заболевания у взрослых пациентов с 
ОМЛ. Например, экспрессия CD123 коррелирует с плохим ответом на проводимую 
химиотерапию [19]. А аберрантная экспрессия CD25 также ассоциируется с плохим 
прогнозом при ОМЛ [20]. Исследователи из Японии под руководством T. Yabushita по-
казали в своей работе, что одномоментная экспрессия на бластах при ОМЛ трех или 
двух маркеров из CD25, CD96, CD123 достоверно ассоциируется с плохим ответом 
на терапию, а также с короткой 3-летней общей выживаемостью по сравнению с от-
сутствием экспрессии данных маркеров или экспрессией только одного из них [26]. 

	� ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Метод многоцветной проточной цитометрии позволяет идентифицировать ЛСК 

у пациентов с ОМЛ. Установлено, что количество ЛСК достоверно выше при ОМЛ, 
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относящихся к М0, М1, М2 FAB-вариантам, по сравнению с М7, М5. Выявлено стати-
стически значимо высокое содержание ЛСК у пациентов с наличием экспрессии на 
опухолевых клетках таких маркеров, как CD34, CD123, CD13, HLA-DR и CD25, CD200. 
В зависимости от молекулярно-генетических перестроек показано, что содержание 
ЛСК достоверно выше у пациентов с перестройками AML1/ETO, CBFb-MYH11 по срав-
нению с перестройкой FLT3-ITD и отсутствием исследуемых перестроек.

_________________________________________________________________________________________________
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