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РЕФЕРАТ
Актуальность и цели. Оценка минимальной остаточной 
болезни (МОБ) на различных этапах химиотерапии  — 
один из ключевых факторов прогноза и стратификации 
больных на группы риска при острых лимфобластных 
лейкозах (ОЛЛ). Основой определения МОБ как на 15-й 
день, так и на более поздних сроках терапии является 
выявление бластных клеток с лейкоз-ассоциирован-
ным иммунофенотипом. Цель  — оценить возможности 
8-цветных стандартизованных панелей консорциума 
EuroFlow и выявить на этапе первичной диагностики ин-
дивидуальные критерии мониторинга МОБ.
Материалы и методы. В анализ включены данные по 
первичному иммунофенотипу и оценке МОБ в процес-
се химио терапии у 10  взрослых больных и 35  детей с 
установленным диагнозом ОЛЛ из В-линейных предше-
ственников.
Результаты. Особенности фенотипа ОЛЛ на этапе пер-
вичной диагностики дают возможность наиболее полно 
охарактеризовать 8-цветные панели EuroFlow. Это по-
зволяет отобрать наиболее информативные комби-
нации антигенов для дальнейшего мониторинга МОБ. 
В  качестве наиболее часто встречающихся аберрант-
ных иммунофенотипов бластных клеток при ОЛЛ могут 
быть рекомендованы комбинации с экспрессией анти-
генов CD58/CD38, CD81/СD9, а также оценка коэкспрес-
сии пан-миелоидных антигенов CD13, CD33. В отноше-
нии В-линейных предшественников у детей на 15-й день 
индукционной химиотерапии кроме оценки количества 
В-линейных предшественников CD10+ и/или CD34+ це-
лесообразно выявлять популяцию клеток TdT+ сyCD22+.
Заключение. Таким образом, 8-цветные панели 
EuroFlow позволяют не только детально охарактеризо-
вать первичный иммунофенотип острого лейкоза, но и 
могут широко использоваться для выявления МОБ на 
всех этапах химиотерапии.

Ключевые слова: В-линейные острые лимфо-
бластные лейкозы, многоцветная проточная ци-
тометрия, минимальная остаточная болезнь.
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ABSTRACT
Background & Aims. Evaluation of the minimal residual 
disease (MRD) at diff erent stages of chemotherapy is one 
of key prognostic factors and a factor of stratifi cation of 
patients into risk groups in acute lymphoblastic leukemia 
(ALL). The MRD detection on Day 15 and at later stages is 
based on identifying blast cells with a leukemia-associat-
ed immune phenotype. The aim is to assess the potential 
of 8-color standardized EuroFlow panels and to detect 
individual criteria for MRD monitoring during primary di-
agnosis.
Materials & Methods. The analysis included data on the 
primary immune phenotype and MRD assessment during 
chemotherapy in 10 adults and 35 children with a confi rmed 
diagnosis of B-cell precursors ALL.
Results. The ALL phenotype characteristics at the stage of 
primary diagnosis permit to make the most complete de-
scription of the of 8-color standardized EuroFlow panels. 
This gives an opportunity to select the most informative 
antigen combinations for further MRD monitoring. Combi-
nations with CD58/CD38, CD81/СD9 antigen expression, 
as well as assessment of pan-myeloid CD13, CD33 antigen 
co-expression may be recommended as the most frequent 
aberrant immune phenotypes of blast cells in ALL. As for 
B-lineage progenitor cells in children on Day 15 of the induc-
tion therapy, a detection of TdT+ сyCD22+ cell population is 
necessary in addition to the quantifi cation of CD10+ and/or 
CD34+ В-lineage progenitor cells.
Conclusion. Therefore, the 8-color standardized EuroFlow 
panels permit not only to characterize the primary ALL im-
mune phenotype in details, but may also be widely used for 
MRD evaluation at all stages of chemotherapy.

Keywords: B-lineage acute lymphoblastic leukemia, 
multicolor fl ow cytometry, minimal residual disease.
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ВВЕДЕНИЕ

Оценка количества остаточных лейкозных бластных 
клеток в костном мозге (минимальная остаточная 
болезнь — МОБ) на различных этапах лечения 
онкогематологических больных является одним из 
основных факторов прогноза и риск-стратификации 
при острых лимфобластных лейкозах из В-линейных 
предшественников (В-ОЛЛ) [1].

Отработка различных методов и протоколов 
выявления МОБ в первую очередь была сосредото-
чена на выявлении остаточных бластных клеток на 
различных этапах химиотерапии у детей. В крупных 
многоцентровых исследованиях показано клини-
ческое значение оценки МОБ иммунологическими 
методами с использованием проточной цитометрии 
[1–4]. Наряду с первичной диагностикой острого 
лейкоза и определением его варианта наибольшие 
успехи проточной цитометрии достигнуты именно в 
обнаружении клеток МОБ.

Наиболее значимой в плане прогноза оказалась 
оценка МОБ на 15-й день индукционной химиоте-
рапии. Обнаружение лейкозных бластных клеток на 
данном этапе лечения отражает первичный ответ 
опухоли на кортикостероиды и химиопрепараты 
(винкристин, даунорубицин). У детей при В-ОЛЛ 
МОБ на 15-й день индукционной терапии остается 
и до настоящего времени одним из основных про-
гностических факторов. Кроме того, по результатам 
определения МОБ в этот период впервые стало воз-
можным уменьшение интенсивности химиотерапии 
первой линии путем снижения дозы антрациклинов 
в группе стандартного риска, что позволяет опти-
мизировать лечение [4–6]. Оценка МОБ на 33-й день 
индукционной химиотерапии имеет значение для 
риск-стратификации больных [1–2].

Стратегия выявления МОБ на 15–19-й день ин-
дукционной химиотерапии представляется обосно-
ванной, поскольку четко показано, что на этом этапе 
лечения В-линейные предшественники в костном 
мозге отсутствуют [4, 5]. Таким образом, например, для 
выявления остаточных бластных клеток при пре-пре-
В-иммуноподварианте В-ОЛЛ достаточно определить 
количество CD10+ В-линейных предшественников. 
Ранее мы показали достоверную сопоставимость 
результатов 3-, 4- и 5-цветной проточной цитометрии 
в случае выявления МОБ на 15-й день индукционной 
химиотерапии [7, 8].

Более сложная задача — выявление МОБ на этапе 
окончания индукционной химиотерапии и в более 
поздние сроки. Несмотря на важное значение МОБ в 
этих точках и подтвержденную адекватность оценки 
остаточных бластных клеток методами проточной 
цитометрии, единых протоколов цитометрического 
определения МОБ на данном этапе не существует. Про-
блема возникает из-за необходимости разграничения 
нормальных регенерирующих В-линейных пред-
шественников и лейкозных лимфобластов. В такой 
ситуации особое значение приобретает обнаружение 
бластных клеток с особым лейкоз-ассоциированным 
иммунофенотипом (ЛАИФ). Ключевым в определении 
ЛАИФ является понятие аберрантности экспрессии 
антигенов. В настоящее время под аберрантным им-
мунофенотипом подразумевают (рис. 1):

1) экспрессию антигенов несвойственных линий 
дифференцировки;

2) асинхронность экспрессии линейноспеци-
фичных антигенов;

3) различие в уровнях экспрессии антигенов.
Если для выявления В-линейных предшествен-

ников вполне достаточно даже 3-цветной проточной 
цитометрии, то адекватное разграничение регенери-
рующих нормальных В-лимфобластов и опухоли из 
В-линейных предшественников возможно только с 
использованием многоцветной проточной цитоме-
трии. При этом современная проточная цитометрия 
дает возможность оценить до 11 параметров клетки 
и изучить несколько миллионов клеток, что делает ее 
сопоставимой по чувствительности с молекулярно-
биологическими методами [9].

Аберрантность

Экспрессия антигенов 
несвойственных линий 

дифференцировки

Асинхронность экспрессии 
линейноспецифичных 

антигенов

Различие в уровнях 
экспресии антигенов

Рис. 1. Аберрантность

Fig. 1. Aberrance
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С точки зрения единых стандартов определения 
МОБ при В-ОЛЛ может рассматриваться уточняющий 
протокол диагностики В-ОЛЛ, предложенный консор-
циумом EuroFlow [10]. Данный протокол включает в 
себя большинство изученных к настоящему времени 
комбинаций антигенов, позволяющих выявить 
наиболее информативные ЛАИФ В-лимфобластов 
(CD58, CD38, CD45, CD66c, CD9), а также разграничить 
различные стадии В-клеточного онтогенеза (CD19, 
CD20, CD10, CD34, CD45, CD22). Важно, что экспрессия 
большинства антигенов может рассматриваться 
в пределах одной клеточной популяции, а именно 
В-линейного предшественника CD19+CD45lowCD34+.

В статье представлены данные по первичной диаг-
ностике В-ОЛЛ с использованием полной 8-цветной 
панели EuroFlow с точки зрения возможности даль-
нейшего мониторинга МОБ в процессе лечения.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В анализ включены данные по первичному имму-
нофенотипу больных В-ОЛЛ и мониторингу МОБ у 
10 взрослых больных и 35 детей с диагнозом пре-пре-
В-иммуноподварианта ОЛЛ.

Оценка МОБ у взрослых больных проводилась 
через 3 и 6 мес. после первичной диагностики, т. е. на 
этапах индукционной и противорецидивной (поддер-
живающей) терапии. Оценка МОБ у детей проводилась 
на 15-й и 33-й дни индукционной терапии, а также на 
72–78-й день.

Клетки МОБ выявлялись с использованием 
5–8-цветной проточной цитометрии с учетом не-
обходимости оценки аберрантной экспрессии анти-
генов в популяции В-линейных предшественников. 
Для этого в панели МОБ включали пан-В-клеточный 
антиген CD19, для верификации предшественников 
использовали антигены CD45, CD34, CD10. В качестве 
аберрантных во всех случаях оценена экспрессия 
маркеров CD58 и CD38. С точки зрения возможных 
ЛАИФ с использованием 8-цветных панелей EuroFlow 
при первичной диагностике в популяции В-линейных 
предшественников оценен характер экспрессии 
антигенов CD66c, CD81, CD9, CD123, TdT, CD22. На 
рис. 2 представлен алгоритм гейтирования анализи-
руемой популяции В-линейных предшественников. 
Бластные клетки определялись на основании слабой 
экспрессии CD45 или ее отсутствия (рис. 2, А). Затем 
в пределах бластных элементов выявляли клетки 
CD19+ (рис. 2, Б). В дальнейшем, при первичном 
иммунофенотипировании анализировалась именно 
эта популяция клеток CD45–CD19+ (рис. 2, В), пред-
ставляющих В-линейные предшественники. На всех 
последующих цитометрических диаграммах данная 
популяция выделена зеленым цветом.

Каждый образец костного мозга был охаракте-
ризован иммунологически и морфоцитохимически, 
оба исследования выполнялись с использованием 
материала из одной пробирки.

Подсчет числа В-клеток и В-линейных пред-
шественников проводился в пределах всех ядросо-
держащих клеток (миелокариоцитов). С этой целью 
в панель для выявления МОБ обязательно входил 

Рис. 2. Алгоритм гейтирования целевой клеточной популяции 
В-линейных предшественников. (А) Выявление бластных кле-
ток (гейт 1, красный цвет) на основании слабой/отсутствующей 
экспрессии CD45 (ось x) vs боковое светорассеяние  — SSC 
(ось y). (Б) В пределах бластных элементов определялись клет-
ки CD19+ (гейт 2, синий цвет). (В) В дальнейшем, при первичном 
иммунофенотипировании анализу подвергнута именно данная 
популяция клеток CD45–CD19+ (зеленый цвет)

Fig. 2. The algorithm of the target B-lineage progenitor cell popula-
tion gating. (A) Detection of blast cells (gate 1, red) based on weak 
CD45 expression or lack of it (X axis) vs. side light scattering, SSC 
(Y axis). (Б) CD19+ cells were detected within the blast elements 
(gate 2, blue). (B) After that, this CD45-CD19+ cell population was 
analyzed during the primary immunophenotyping (green)
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Рис. 3. Порядок подсчета В-клеток в пределах ядросодержащих элементов (миелокариоцитов) пунктата костного мозга на осно-
вании Syto16. (А) На первом этапе оценивается количество ядросодержащих клеток в образце на основании Syto16 (Syto16 — ось 
x, SSC — ось y). В данном образце ядросодержащие клетки (красный цвет) составили 94 %. (Б) Далее в пределах гейта Syto16+ 
проводился подсчет В-клеток (гейт 2, синий цвет). В данном образце ядросодержащие B-клетки составили 12 %

Fig. 3. The procedure for calculation of B-cells within the nucleated cells (myelokaryocytes) of the bone marrow punctuate based on Syto16. 
(A) During the fi rst stage, the number of nucleated cells in a sample is calculated based on Syto16 (Syto16 — X axis, SSC — Y axis). In this 
sample, there were 94 % of nucleated cells (red). (Б) Then, within the frames of the Syto16+ gate, the number of B-cells (gate 2, blue) was 
calculated. There were 12 % of nucleated B-cells in this sample

Таблица 1. Диагностическая панель В-линейных острых лимфобластных лейкозов в соответствии с подходом EuroFlow

№

Флюорохром

FITC PE PerCP-cy5.5 Pe-cy7 APC APC-H7 V450 V500

Антиген

1 CD58 CD66c CD34 CD19 CD10 CD38 CD20 CD45
2 cyIgM CD33 CD34 CD19 CD117+sIgM sIg-λ sIg-κ CD45
3 TdT CD13 CD34 CD19 CD22 CD24 CD9 CD45
4 CD15+CD65 NG2 CD34 CD19 CD123 CD81 CD21 CD45

нуклеотропный краситель Syto16. Алгоритм оценки 
количества В-клеток в пределах ядросодержащих 
клеток образца костного мозга с использованием 
Syto16 представлен на рис. 3. При необходимости (в 
случае разбавления костного мозга периферической 
кровью) проводилась нормализация состава костно-
мозговых пунктатов с учетом гемодилюции на осно-
вании теста M. Loken [11, 12].

Использованные при диагностике панели пред-
ставлены в табл. 1.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Ранее мы обсуждали диагностическую ценность и 
возможность стандартизации диагностики онко-
гематологических заболеваний в соответствии с 
концепцией EuroFlow [13]. Разработанные с учетом 
всех требований ВОЗ панели представляют ценность 
не только в плане диагностики, но и по совокупности 
оцениваемых маркеров. Это позволяет достаточно 
эффективно использовать данные подходы при вы-
явлении и мониторинге МОБ.

С точки зрения выявления ЛАИФ В-линейных пред-
шественников наиболее информативными в панели 
EuroFlow представляются пробы № 1 и 3 (см. табл. 1).

Наиболее часто используемым критерием 
аберрантности В-линейных предшественников при 
определении клеток МОБ считается гиперэкспрессия 
антигена CD58 в сочетании со слабой экспрессией 
либо отсутствием антигена CD38. Нормальные же 
В-линейные предшественники имеют иммунофе-
нотип CD38+CD58+/low [14, 15].

Выраженная экспрессия СD38, трансмембранного 
белка, обладающего рецепторной и ферментативной 
активностью, ассоциируется с важной функцио-
нальной ролью молекулы в онтогенезе как В-, так и 
Т-линейных предшественников. Вместе с тем имеются 
сведения о неоднородности и нестабильности экс-
прессии антигена в процессе дифференцировки кро-
ветворных клеток. Наиболее стабильная экспрессия 
антигена наблюдается на костномозговых клетках-
предшественницах [16–18].

В отдельных исследованиях продемонстрирована 
схожесть экспрессии CD38 на нормальных предше-
ственниках и опухолевых В-лимфобластах [19].

Аберрантная экспрессия CD38 на лейкозных 
лимфобластах при первичной диагностике в нашем 
исследовании выявлена у 5 (50 %) из 10 взрослых и у 
29 (82,8 %) из 35 детей с пре-пре-В-ОЛЛ.

В работе продемонстрирована более выраженная 
экспрессия CD58 в большинстве случаев лейкозных 
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Рис. 4. Варианты одновременной экспрессии CD58/CD38 при первичной диагностике В-ОЛЛ у детей. Оценка в пределах 1-й про-
бы уточняющего протокола В-ОЛЛ 8-цветных панелей EuroFlow. На рис. А–Д представлены клетки CD19+CD45– (зеленый цвет) 
в координатах CD58 (ось y) vs СD38 (ось x). (А) Пример типичной аберрантной экспрессии (CD58++/CD38low). Иммуноподвари-
ант пре-пре-В-ОЛЛ. Бластные клетки (CD45–CD19+, зеленый цвет) демонстрируют гиперэкспрессию CD58 и слабоположительны 
по CD38. Уровни экспрессии CD38 на бластных клетках сопоставлены с экспрессией антигена на нормальных (неопухолевых) 
В-линейных предшественниках CD38+ (гейт 4, сиреневый цвет). Рис. Б (про-В-ОЛЛ) и В (пре-пре-В-ОЛЛ) демонстрируют приме-
ры отсутствия аберрантности по CD38. В обоих случаях основная популяция бластных клеток представлена клетками СD58++, 
характеризующимися выраженной экспрессией CD38 (CD58++/CD38+), сопоставимой с нормальными резидуальными предше-
ственниками [гейты 4 (Б) и 5 (В)]. На цитограмме В-1 показано, что в случае анализа небольшого количества событий (2000–
5000) нормальные В-линейные предшественники CD38+ четко не визуализируются. Для их выявления необходима оценка не 
менее 500 000–1 000 000 клеток. (Г) Иммуноподвариант пре-пре-В-ОЛЛ. Выявление минорной популяции типичных аберрант-
ных В-лимфобластов CD58++CD38–, составляющих 2 % ядросодержащих клеток образца (гейт 6, темно-синий цвет). Основная 
популяция бластных клеток представлена пре-пре-В-клетками CD58+CD38+ (гейт 4, красный цвет), присутствует и контрольная 
популяция нормальных В-линейных предшественников CD38+CD58– (гейт 5, сиреневый цвет), необходимая для оценки уровней 
экспрессии CD38. (Д) Иммуноподвариант пре-пре-В-ОЛЛ. Пример отсутствия аберрантности по антигенам CD58/CD38 (CD58+/low/
CD38+). Большинство бластных клеток демонстрирует фенотип CD58+/low/CD38+. Уровни экспрессии CD38 сопоставимы с остаточ-
ными нормальными В-лимфобластами (гейт 4, сиреневый цвет) — нормальными резидуальными В-линейными предшественни-
ками. Цитограмма Д-1 в координатах CD58 (ось x) vs SSC подтверждает отсутствие гиперэкспрессии CD58 на бластных клетках в 
сравнении с остальными клетками образца

Fig. 4. Variants of simultaneous CD58/CD38 expression at primary diagnosis of B-ALL in children. The estimation is within the fi rst test of 
the qualifying protocol of EuroFlow B-ALL 8-color panels. Figures А–Д demonstrate CD19+CD45– cells (green) at coordinates CD58 (Y axis) 
vs. CD38 (X axis). (A) An example of typical aberrant expression (CD58++/CD38low). Pre-pre-B ALL immune subvariant. Blast cells (CD45–

CD19+, green) demonstrate CD58 overexpression and are slightly positive for CD38. CD38 expression levels on blast cells were compared 
to the antigen expression in normal (non-tumor) B-lineage progenitor cells of CD38+ (gate 4, lilac). Figures Б (pro-B ALL) and B (pre-pre-B 
ALL) demonstrate examples of the absence of aberrance for CD38. In both cases, the main population of blast cells is represented with 
CD58++ cells; they are characterized by a pronounced CD38 (CD58++/CD38+) expression comparable to normal residual progenitor cells 
[gate 4 (Б) and gate 5 (В)]. Cytogram В-1 demonstrates that in the analysis of a small number of events (2000–5000) normal B-lineage 
progenitor cells of CD38+ are not visualized clearly. In order to detect them, not less than 500,000 to 1,000,000 cells should be assessed. 
(Г) Pre-pre-B ALL immune subvariant. Detection of a minor population of typical aberrant B-lymphoblasts CD58++CD38– which represents 
2 % of nucleated cells in the sample (gate 6, dark blue). The main population of blast cells is represented by pre-pre-B cells CD58+CD38+ 
(gate 4, red), there is also a control population of normal B-lineage progenitor cells of CD38+CD58– (gate 5, lilac) which is necessary for 
evaluation of CD38 expression level. (Д) Pre-pre-B ALL immune subvariant. An example of the absence of the aberrance for CD58/CD38 
antigens (CD58+/low/CD38+). Most blast cells demonstrate the CD58+/low/CD38+ phenotype. CD38 expression levels were comparable to 
residual normal B-lymphoblasts (gate 4, lilac), i.e. normal residual B-lineage progenitor cells. Cytogram Д-1 at coordinates CD58 (X axis) vs. 
SSC confi rms the absence of the CD58 overexpression on blast cells as compared to other cells of the sample. (Г) Pre-pre-B ALL immune 
subvariant. Detection of a minor population of typical aberrant B-lymphoblasts CD58++CD38– which represents 2 % of nucleated cells in 
the sample (gate 6, dark blue). The main population of blast cells is represented by pre-pre-B cells CD58+CD38+ (gate 4, red), there is also 
a control population of normal B-lineage progenitor cells of CD38+CD58– (gate 5, lilac) which is necessary for evaluation of CD38 expres-
sion level. (Д) Pre-pre-B ALL immune subvariant. An example of the absence of the aberrance for CD58/CD38 antigens (CD58+/low/CD38+). 
Most blast cells demonstrate the CD58+/low/CD38+ phenotype. CD38 expression levels were comparable to residual normal B-lymphoblasts 
(gate 4, lilac), i.e. normal residual B-lineage progenitor cells. Cytogram Д-1 at coordinates CD58 (X axis) vs. SSC confi rms the absence of 
the CD58 overexpression on blast cells as compared to other cells of the sample

В-лимфобластов в сравнении с нормальными 
В-линейными предшественниками [4, 20, 21].

Частота выявления лейкозных В-лимфобластов 
CD58++ (иммуноподварианты про-В/пре-пре-В) у 
детей при первичной диагностике, по данным зару-
бежных исследователей, составила 93,5 %. Кроме того, 
показана стабильность экспрессии данной молекулы 
на бластных клетках при мониторинге МОБ [14].

В настоящем исследовании гиперэкспрессия 
CD58 выявлена у 24 (68,5 %) из 35 детей с пре-пре-
В-ОЛЛ. У 31,5 % (11 из 35) детей экспрессия данного 
антигена была достаточно слабой. У взрослых ги-
перэкспрессия антигена CD58 на бластных клетках 
наблюдалась в 7 (70 %) из 10 случаев В-ОЛЛ.

Однако, как уже отмечалось выше, наиболее ин-
формативной в отношении выявления клеток МОБ 
считается оценка одновременной экспрессии молекул 
CD58 и CD38. Возможность оценки одновременной 
экспрессии обоих антигенов в пределах популяции 
В-линейных предшественников заложена в первой 
пробе уточняющей панели EuroFlow (см. табл. 1).

При анализе первичного иммунофенотипа на 
предмет одновременной аберрантной экспрессии 
CD58/СD38 мы установили, что 50 % (5 из 10) 

взрослых и 51,4 % (17 из 35) детей демонстрировали 
отсутствие аберрантности по данному сочетанию 
антигенов. Следует отметить, что при одновременной 
оценке экспрессии разных антигенов мы столкнулись 
со следующими ситуациями:

1) бластные клетки с двойной аберрантностью 
(CD58++CD38low) (рис. 4, А);

2) бластные клетки, аберрантные только по 
CD58, тогда как экспрессия CD38 была до-
статочно выраженной и сопоставимой с 
нормальными регенерирующими предше-
ственниками, как это продемонстрировано 
на рис. 4, Б и В (бластные клетки гетерогенны 
по CD38, большая часть из них с выраженной 
экспрессией антигена);

3) выраженная доля бластных клеток CD58+CD38+ 
(рис. 4, Г и Д), т. е. отсутствие аберрантности 
бластных клеток и по CD58, и по CD38 — си-
туация редкая (пример отсутствия аберрант-
ности по CD58 представлен на рис. 4, Д).

Для принятия решения об аберрантной, усиленной 
либо, наоборот, слабой экспрессии какого-либо мар-
кера всегда необходимо видеть внутренний контроль. 
В случае с лейкозными В-лимфобластами таким 
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контролем являются нормальные резидуальные 
предшественники c фенотипом CD38+CD58low. Данная 
популяция продемонстрирована на цитограммах 
рис. 4, гейты 4 и 5, и выделена во всех случаях сире-
невым цветом. Следует отметить, что для адекватной 
оценки остаточных нормальных (неопухолевых) 
В-лимфобластов даже при первичной диагностике 
необходимо проанализировать большое количество 
клеток, т. е. не менее 1 000 000 анализируемых событий.

В результате подобной детальной оценки боль-
шого количества событий даже при отсутствии 
аберрантности по CD58/CD38 среди лейкозных лим-
фобластов мы выявили незначительную популяцию 
клеток CD58+/++CD38–. В большинстве случаев данные 
клетки варьируют в пределах 0,0001–0,00002 % и при 
анализе меньшего количества событий не визуали-
зируются. В отдельных наблюдениях эта популяция 
была достаточно выраженной (см. рис. 4, Г). В данном 
примере количество В-лимфобластов CD58+/++CD38– 

составило 2 % среди миелокариоцитов (гейт 6, клетки 
выделены темно-синим цветом).

Учитывая, что сочетание CD38/CD58 позволяет 
выявить опухолевые В-лимфобласты не во всех 
случаях, поскольку в большинстве ситуаций имеет 
место аберрантность по одному из антигенов, в про-
цессе мониторинга МОБ с учетом использования 1-й 
пробы панели EuroFlow (см. табл. 1) целесообразно 
определять субпопуляции CD58++CD10+CD45–/low или 
CD45lowCD34+CD58++ и CD38lowCD10+CD45–/low (рис. 5).

Серьезный интерес в отношении выявления 
клеток МОБ как на 15-й день, так и на более отдаленных 
этапах лечения представляет популяция В-линейных 
предшественников TdT+. В онтогенезе ядерная TdT 
определяется на самых ранних этапах костномоз-
говых В-линейных предшественников наряду с 
цитоплазматическими CD22 и CD79а. В ряде работ 
подтверждается экспрессия антигена на этапе плю-
рипотентного предшественника CD19–CD10+CD34+, 
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Рис. 5. Примеры возможных комбинаций антигенов для оценки МОБ при отсутствии аберрантности по одному из них (CD58 или 
CD38). Оценка в пределах 1-й пробы уточняющего протокола В-ОЛЛ 8-цветных панелей EuroFlow. (А) Комбинации CD58/CD10, 
пре-пре-В-ОЛЛ. На цитограмме А-1 в координатах CD58 (ось x), CD38 (ось y) бластные клетки (CD45–/CD19+) демонстрируют ги-
перэкспрессию CD58, в то время как экспрессия CD38 на части из них достаточно выраженная (фактическое отсутствие абер-
рантности). Для оценки клеток МОБ целесообразно выявлять популяции в координатах CD58 (ось y), CD10 (ось x); весь пул опу-
холевых бластных клеток представлен клетками CD58++/CD10+, значительная часть которых характеризуется гиперэкспрессией 
CD10. (Б) Комбинация антигенов CD58/CD34, про-В-ОЛЛ (CD10-негативный). На цитограмме Б-1 в гейте В-клеток (CD19+, красный 
цвет) определяются бластные клетки CD19+/CD34+ (синий цвет). Как видно на рис. Б (CD58 — ось y, CD34 — ось x), большинство 
бластных клеток CD58++. Для оценки МОБ в данном наблюдении рекомендована комбинация CD58/CD34. 

Fig. 5. Examples of possible antigen combinations for MRD assessment in the absence of the aberrance for one of it (CD58 or CD38). The 
estimation is within the fi rst test of the qualifying protocol of EuroFlow B-ALL 8-color panels. (А) Combinations CD58/CD10, pre-pre-B ALL. 
On cytogram А-1 at coordinates CD58 (X axis), CD38 (Y axis) blast cells (CD45–/CD19+) demonstrate the CD58 overexpression, whereas 
the CD38 expression on some of them is pronounced (actual absence of aberrance). To assess MRD cells, it is reasonable to detect popu-
lations within coordinates CD58 (Y axis), CD10 (X axis); the whole pool of tumor blast cells is represented with CD58++/CD10+ cells most of 
which is characterized by the CD10 overexpression. (Б) CD58/CD34 antigen combination, pro-B ALL (CD10-negative). Cytogram Б-1 in the 
gate of В-cells (CD19+, red) demonstrates blast cells CD19+/CD34+ (blue). Figure Б (CD58 — Y axis, CD34 — X axis) demonstrates that most 
blast cells are CD58++. To evaluate the MRD, the CD58/CD34 combination is recommended in this observation. 
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Рис.  5. (В) Комбинация антигенов CD38/CD10, пре-пре-В-ОЛЛ. 
На цитограмме В-1 в координатах CD58 (ось y), CD38 (ось x) по-
казано отсутствие экспрессии CD58 и CD38 на бластных клет-
ках (CD19+CD45–). Экспрессия обоих антигенов на бластных 
клетках сопоставлена с нормальными В-линейными предше-
ственниками (В-1 — для CD38, гейт 4; В-2 — для CD58). Выяв-
лена аберрантность только по антигену CD38. Для дальней-
шей оценки клеток МОБ необходимо определение популяции 
CD38low/CD10+, как это демонстрирует основная цитограмма В

Fig. 5. (В) CD38/CD10 antigen combination, pre-pre-B ALL. Cy-
togram В-1 at coordinates CD58 (Y axis), CD38 (X axis) demon-
strates the absence of CD58 and CD38 expressions on blast cells 
(CD19+CD45–). The expression of both antigens on blast cells is 
compared to the normal B-lineage progenitor cells (В-1 for CD38, 
gate 4; В-2 for CD58). There was aberrance only for CD38 antigen. 
Detection of the CD38low/CD10+ population is required for further 
MRD assessment, as it is shown in the main cytogram В
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популяции клеток, формирующей в дальнейшем весь 
лимфобластный пул [22]. Оптимальной с точки зрения 
характеристики В-линейных предшественников в от-
ношении TdT является 3-я проба панели EuroFlow (см. 
табл. 1). С точки зрения 15-го дня данная популяция 
незаменима для выявления предшественников, т. е. 
собственно клеток МОБ, особенно в случае CD10- и/
или CD34-негативных В-ОЛЛ.

В отношении более поздних точек выявления клеток 
МОБ оценка количества клеток ТdT+ позволит иденти-

фицировать аберрантные предшественники по наличию 
выраженной экспрессии мембранных CD22 и CD24 
(асинхронная экспрессия антигенов различных этапов 
дифференцировки В-клеток в костном мозге) [23].

На рис. 6 представлены результаты анализа по-
пуляции бластных клеток пре-пре-В-ОЛЛ. Они харак-
теризовались мономорфной экспрессией TdT (рис. 6, 
А). Данное наблюдение демонстрирует аберрантность 
с точки зрения мембранной экспрессии CD22 (рис. 6, 
В). Бластные клетки также характеризовались отчет-
ливой экспрессией CD24 и CD9 (рис. 6, Б и Г).

Одновременная оценка ядерной TdT в совокуп-
ности с экспрессией CD9 также весьма полезна в 
отношении выявления атипии В-линейных предше-
ственников. В норме наблюдается выраженная экс-
прессия обоих антигенов, а присутствие популяции 
TdT+CD9– или TdT–CD9+ В-линейных предшествен-
ников указывает на их злокачественность. В ряде 
случаев признаком аберрантности может служить 
гиперэкспрессия или мономорфная экспрессия CD9. 
Следует отметить, что подобный анализ, как и в целом 
выявление клеток МОБ после индукционной химио-
терапии, можно проводить только в случае оценки 
уровней экспрессии данных антигенов в начале 
болезни [24, 25]. При первичной диагностике, что 
особенно важно, необходимо накапливать большое 
количество клеток для анализа (≥ 500 000). Только 
в этом случае будет можно сопоставить уровень 
экспрессии на опухолевых (бластных) клетках и на 
нормальных В-линейных предшественниках. Данное 
положение является принципиально новым в имму-
нодиагностике ОЛЛ.

При анализе возможностей 8-цветных про-
токолов EuroFlow в отношении выявления МОБ 
мы обратили внимание на антиген CD81. Согласно 
данным литературы, СD81 характеризуется доста-
точно стабильной, но слабой экспрессией на опухо-
левых В-лимфобластах (CD81+). Степень экспрессии 
антигена сопоставима с таковой у лимфоцитов, 
но отличается от нормальных В-линейных пред-
шественников. На мембране последних экспрессия 
данной молекулы всегда выраженная (CD81++) [26]. 
Наши наблюдения подтвердили этот факт. На этапе 
первичной диагностики бластные клетки В-ОЛЛ в 
преобладающем большинстве случаев были CD81+ 
(рис. 7, А–В), т. е. экспрессия CD81 по интенсивности 
соответствовала антигенпозитивным лимфоцитам 
(на рисунке обозначены синим цветом). В отдельных 
наблюдениях бластные клетки ОЛЛ были CD81++ 
(рис. 7, Г). Согласно данным литературы, В-ОЛЛ, ха-
рактеризующиеся слабой экспрессией CD81, связаны 
с экспрессией CD34 на бластных клетках [24]. Оценка 
уровней экспрессии CD81 на В-лимфобластах пред-
усмотрена в 4-й пробе протокола EuroFlow.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, на данном этапе анализа мы можем 
подтвердить, что 8-цветные панели EuroFlow предо-
ставляют возможность не только для детальной 
оценки первичного иммунофенотипа острого лейкоза, 
но и могут быть широко использованы для выявления 
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Рис. 6. Оценка экспрессии CD22, TdT и CD9 как возможных маркеров клеток МОБ. Оценка в пределах 3-й пробы уточняющего 
протокола В-ОЛЛ 8-цветных панелей EuroFlow. На рисунке представлен первичный иммунофенотип пре-пре-В-ОЛЛ, популяция 
бластных клеток выделена на основании экспрессии CD19 и CD45 (на всех цитограммах обозначена зеленым цветом). (А) Бласт-
ные клетки характеризуются мономорфной экспрессией TdT (темно-синий цвет); в качестве контрольной популяции представле-
ны лимфоциты (синий цвет). (Б) Бластные клетки TdT+ (ось y) экспрессируют мембранный антиген CD22 (ось x). (В, Г) На части из 
них отмечается отчетливая экспрессия CD9 и CD24 (ось x)

Fig. 6. Evaluation of CD22, TdT and CD9 expression as possible markers of MRD cells. The estimation is within the third test of the qualify-
ing protocol of EuroFlow B-ALL 8-color panels. The fi gure demonstrates the primary immunophenotype of the pre-pre-B ALL; the blast 
cell population is detected based on the CD19 and CD45 expression (marked green in all cytograms). (А) Blast cells are characterized by 
monomorhic TdT expression (dark blue); lymphocytes represent the reference group (blue). (Б) Blast cells TdT+ (Y axis) express the mem-
brane antigen CD22 (X axis). (В, Г) Distinct CD9 and CD24 expression is observed on some of them (X axis)
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МОБ на всех этапах химиотерапии. Эти данные могут 
служить базой для поиска новых иммунологических 
факторов прогноза. Важно, что стандартизованный 
протокол EuroFlow может быть рекомендован для 
мониторинга МОБ на всех этапах полихимиотерапии 
как у детей, так и у взрослых. Протокол включает 
большинство специфичных антигенов В-клеток 
одновременно с маркерами клеток-предшественниц, 
являющихся ключевыми (повторяющимися в каждой 
пробе). Кроме того, данный подход позволяет вы-

явить экспрессию на бластных клетках маркеров не-
свойственных линий, в первую очередь миелоидных 
(CD66c, CD13, CD33, CD15, CD65), что указывает на 
аберрантный иммунофенотип и может быть использо-
вано в определении МОБ для разграничения опухоли 
и регенерирующих (нормальных) В-лимфобластов. И 
наконец, в панель EuroFlow включены антигены, для 
которых признаком аберрантности является не пози-
тивность/негативность, а уровень экспрессии — вы-
раженная (CD58, CD9) либо более слабая (CD38, CD81).
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Рис. 7. Экспрессия антигена CD81 на бластных клетках В-ОЛЛ. Оценка в пределах 4-й пробы уточняющего протокола В-ОЛЛ 
8-цветных панелей EuroFlow. Первичный иммунофенотип опухолевых В-лимфобластов (зеленый цвет) 4 больных. Во всех на-
блюдениях имеет место экспрессия CD81 (ось x) vs CD45 (ось y). У 3 больных (А–В) экспрессия CD81 слабая по сравнению с 
нормальными В-линейными предшественниками (гейт 4, сиреневый цвет), что можно расценить как аберрантность по данному 
антигену и рекомендовать его для дальнейшей оценки МОБ. У 4-го больного (Г) экспрессия CD81 по интенсивности совпадает с 
нормальными В-линейными предшественниками (гейт 4, бластные клетки и нормальные В-линейные предшественники обозна-
чены сиреневым цветом). В подобной ситуации CD81 не может быть рекомендован для оценки МОБ

Fig. 7. CD81 antigen expression on blast cells of B-ALL. The estimation is within the fourth test of the qualifying protocol of EuroFlow B-ALL 
8-color panels. Primary immunophenotype of tumor B-lymphoblasts (green) of 4 patients. Expression of CD81 (X axis) vs. CD45 (Y axis) is 
found in all observations. In 3 patients (А–В), the CD81 expression is weak, as compared to normal B-lineage progenitor cells (gate 4, lilac), 
which may be interpreted as aberrance for this antigen; and therefore it may be recommended for further MRD evaluation. In the 4th patient 
(Г), the intensity of the CD81 expression is similar to normal B-lineage progenitor cells (gate 4, blast cells and normal B-lineage progenitor 
cells are marked lilac). In such situations, CD81 cannot be recommended for MRD evaluation
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Мониторинг МОБ предполагает проводить де-
тальный иммунофенотипический анализ бластных 
клеток в сравнении с очень маленьким количеством 
нормальных, резидуальных в данной ситуации 
В-линейных предшественников. Выявить последние 
можно только при оценке 500 000–2 000 000 клеток 
образца.
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