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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

Актуальность исследования  

Острый лимфобластный лейкоз (ОЛЛ) является одним из самых часто встречаемых 

онкологических заболеваний у детей, при этом наибольшее число случаев составляют случаи 

В-линейного ОЛЛ (Kaatsch, 2010). Несмотря на агрессивность течения В-линейного ОЛЛ, на 

настоящий момент достигнуты значительные успехи в его лечении: применение протоколов с 

использованием стандартных противоопухолевых химиотерапевтических препаратов 

приводит к более чем 90% 5-летней бессобытийной и общей выживаемости у детей с 

первичным В-линейным ОЛЛ (Inaba et al., 2021; Hunger et al., 2015; Pui, 2020). Тем не менее 

проблема лечения рецидивов и рефрактерных форм В-линейного ОЛЛ всё ещё является 

актуальной. Курсы высокодозной полихимиотерапии и лучевой терапии, трансплантация 

гемопоэтических стволовых клеток (ТГСК), которые много десятилетий являются стандартом 

лечения рецидивов и рефрактерных форм В-линейного ОЛЛ, имеют высокую токсичность. 

Исходя из этого наиболее важной задачей в разработке новых схем лечения является 

повышение эффективности терапии с одновременным снижением её побочных эффектов. 

Иммунотерапия на сегодняшний день является одним из самых перспективных 

направлений в лечении онкологических заболеваний, в том числе злокачественных 

новообразований системы кроветворения (Emens et al., 2024). Иммунотерапевтические 

препараты обладают направленным действием, что существенно снижает вероятность 

возникновения системных токсических эффектов лечения по сравнению со стандартной 

химиотерапией (von Stackelberg et al., 2016). На настоящий момент при лечении В-линейного 

ОЛЛ у детей наиболее часто используют CD19-направленную терапию, к которой относятся 

биспецифический активатор Т-лимфоцитов блинатумомаб и T-клетки с химерным 

антигенным рецептором к CD19 (CD19 CAR-T). Оба вида таргетной терапии хорошо 

зарекомендовали себя в лечении пациентов с рецидивами и рефрактерными формами В-

линейного ОЛЛ, показав высокую частоту достижения полной ремиссии при их применении 

(по разным данным от 50 до 90%) (von Stackelberg et al., 2016; Hogan et al., 2023; Maude et al., 

2014; Shah et al., 2021; Zhang et al., 2020).  

Одним из важнейших звеньев контроля эффективности терапии ОЛЛ является 

определение минимальной остаточной болезни (МОБ) (Park et al., 2015; Eckert et al., 2021; Vora 

et al., 2013; Popov et al., 2022). Под МОБ понимают популяцию опухолевых клеток, 

персистирующую в организме пациента после достижения клинико-гематологической 

ремиссии, при этом её объем находится ниже предела чувствительности световой 

микроскопии и определяется другими более чувствительными лабораторными методами. 

Величина МОБ на разных этапах лечения В-линейного ОЛЛ является фактором прогноза 
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исхода заболевания, поэтому используется многими исследовательскими группами в качестве 

одного из важнейших стратифицирующих критериев. Одним из методов определения МОБ 

является многоцветная проточная цитометрия (МПЦ) (van Dongen et al., 2015). Определение 

остаточных лейкемических клеток данным методом основано на выявлении лейкоз-

ассоциированного иммунофенотипа (ЛАИФ) – профиля экспрессии антигенов, не 

встречающегося на нормальных клетках костного мозга (КМ) и характерного только для 

опухолевых клеток при остром лейкозе (Campana et al., 2002). 

Однако, как было показано во многих исследованиях, ЛАИФ подвержен изменениям в 

процессе терапии (Dworzak et al., 2010; Gaipa et al., 2008; Gaipa et al., 2005). В случае 

стандартного химиотерапевтического лечения В-линейного ОЛЛ возможные изменения 

иммунофенотипа опухолевых клеток достаточно подробно изучены и описаны (Dworzak et al., 

2010; Gaipa et al., 2008; Gaipa et al., 2005). При этом имеется лишь небольшое количество 

опубликованных данных о том, как меняется профиль экспрессии антигенов на лейкемических 

бластах под действием CD19-направленной иммунотерапии, и касаются они в основном 

изменения экспрессии CD19. В случае лечения блинатумомабом и CD19 CAR-T с поверхности 

опухолевых клеток могут частично или полностью элиминироваться молекулы CD19 (Topp et 

al., 2014; Mejstrikova et al., 2017; Dourthe et al., 2021; Libert et al., 2020). Это может привести к 

тому, что при использовании стандартной схемы анализа данных при определении МОБ 

методом МПЦ, основанной на поиске опухолевой популяции среди CD19-позитивных клеток, 

утратившие данный антиген лейкемические бласты останутся вне поля зрения исследователя. 

По этой причине существует необходимость всестороннего исследования 

иммунофенотипических изменений в опухолевых клетках при В-линейном ОЛЛ, а также 

создания на основании этой информации нового подхода к анализу данных при определении 

МОБ после проведения CD19-направленной терапии, эффективность которого будет 

достаточно высокой для использования в новых протоколах лечения. 

Степень разработанности темы 

В настоящий момент не существует единого подхода к мониторингу МОБ методом 

проточной цитометрии при В-линейном ОЛЛ после воздействия препаратов против CD19. 

Существует несколько описанных модификаций методологии, которые включают добавление 

в панель антител к ранним В-линейным антигенам (Mejstrikova et al., 2017; Cherian et al., 2018; 

Singh et al., 2022; Gao et al., 2023), либо основываются на модификации алгоритма анализа 

цитометрических данных с использованием стандартного набора антител (Verbeek et al., 2022). 

При этом каждый из предлагаемых методов имеет ряд ограничений в использовании, 

связанных прежде всего со сложностью детекции с их помощью остаточных опухолевых 

клеток при некоторых иммунофенотипических вариантах В-линейного ОЛЛ. 
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Цель исследования – разработка стратегии применения многоцветной проточной 

цитометрии для определения минимальной остаточной болезни у детей с В-линейным ОЛЛ в 

условиях CD19-направленной иммунотерапии. 

Задачи исследования: 

1. Изучить изменение экспрессии CD19 на клетках В-линейного ОЛЛ при 

воздействии CD19-направленной иммунотерапии. 

2. Проанализировать особенности экспрессии ранних В-линейных маркеров на 

лейкемических клетках с целью оценки целесообразности их использования для замены CD19 

при выделении В-клеточного региона для определения МОБ. 

3. Изучить особенности антигенного профиля и субпопуляционного состава 

нормальных В-клеточных предшественников в костном мозге при применении CD19-

направленной иммунотерапии.  

4. Проанализировать изменение экспрессии антигенов, используемых для 

определения МОБ при В-линейном ОЛЛ, в том числе в случае смены линейной 

принадлежности опухолевых клеток после CD19-направленной иммунотерапии. 

5. Разработать методику определения МОБ методом МПЦ при В-линейном ОЛЛ у 

пациентов, получивших CD19-направленную иммунотерапию, оценить диагностическую 

эффективность данной методики путем качественного сопоставления результатов, 

полученных с её использованием, с результатами молекулярно-генетических методов 

определения МОБ. 

Научная новизна  

Впервые на большой группе пациентов в процессе ретроспективного анализа были 

всесторонне изучены аспекты определения остаточных опухолевых клеток методом МПЦ в 

КМ у детей с В-линейным ОЛЛ в условиях применения CD19-направленной иммунотерапии. 

На большой когорте пациентов с рецидивом или рефрактерной формой В-линейного ОЛЛ 

были изучены особенности изменения иммунофенотипа лейкемических бластов после 

воздействия CD19-направленной иммунотерапии, показана вероятность изменения 

антигенного профиля клеток, а не только экспрессии CD19. В результате анализа экспрессии 

ранних В-линейных мембранных антигенов CD22, CD24, CD10 и цитоплазматического (i) 

CD79a (iCD79a) была доказана возможность их использования вместо CD19 для выделения В-

клеточного региона при определении МОБ. Впервые были всесторонне изучены особенности 

иммунофенотипа ранних CD19-негативных (CD19(-)) В-клеточных предшественников (ВП), в 

частности показаны существенные отличия их антигенного профиля от CD19-позитивных 

(CD19(+)) ВП и возможная схожесть с клетками В-линейного ОЛЛ, на основании чего 

сформулирована необходимость учитывать данные клетки при определении МОБ методом 
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МПЦ после CD19-направленной иммунотерапии. В ходе исследования всесторонне изучены 

случаи смены линейной принадлежности опухолевых клеток после CD19-направленной 

иммунотерапии, описаны различные иммунофенотипические варианты данного явления, 

такие как полная смена иммунофенотипа клеток, появление дополнительной опухолевой 

популяции и пролиферация ранее существовавшей минорной, сформулированы рекомендации 

по выявлению дополнительных миелоидных опухолевых популяций при определении МОБ. 

Впервые в России на основании детального анализа полученных данных разработана и 

сформулирована методика определения МОБ при В-линейном ОЛЛ у пациентов после CD19-

направленной иммунотерапии, доказана диагностическая эффективность данной методики 

путем сравнения с результатами, полученными при помощи молекулярно-генетических 

методов. 

Теоретическая и практическая значимость  

Созданная технология определения МОБ методом МПЦ для применения в условиях 

лечения иммунобиологическими препаратами против CD19 позволяет выявлять остаточные 

опухолевые клетки в процессе данной терапии, а также детектировать их появление в КМ 

после элиминации даже в случае полной или частичной потери CD19 лейкемическими 

бластами, что повышает прецизионность определения МОБ и позволяет своевременно 

принимать терапевтические решения.  

Разработанный метод также позволяет получать дополнительную информацию об 

экспрессии на опухолевых клетках CD22, таргетные препараты к которому (инотузумаб 

озогамицин, CD22 CAR-T) могут стать следующей линией терапии в случае неэффективности 

применения CD19-направленных агентов, и может эффективно использоваться для 

определения МОБ после такого лечения. Исследование изменения иммунофенотипа 

опухолевых клеток после применения CD19-направленной иммунотерапии поможет внести 

вклад в изучение возможных механизмов резистентности В-линейного ОЛЛ. 

Методология и методы исследования  

В основу теоретической части и методологии исследовательской работы легли данные, 

представленные в отечественных и зарубежных работах в области гематологии, онкологии и 

клинической лабораторной диагностики, а также опыт различных мировых групп по изучению 

ОЛЛ в области методов мониторинга МОБ после CD19-направленной иммунотерапии. В 

работе использованы высокотехнологичные методы лабораторной диагностики, среди 

которых ключевым методом стала МПЦ, являющаяся одним из основных методов 

определения МОБ при В-линейном ОЛЛ (DiGiuseppe et al., 2019). Кроме МПЦ, в работе также 

использована проточная сортировка клеток с дальнейшим исследованием выделенных 

популяций при помощи полимеразной цепной реакции (ПЦР). Также в работе использованы 
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результаты определения МОБ путем детекции химерных транскриптов (ХТр) методом 

количественной ПЦР в реальном времени (ПЦР-РВ) и выявления клональных перестроек 

генов иммуноглобулинов (ИГ) и Т-клеточных рецепторов (ТКР) методом 

высокопроизводительного секвенирования нового поколения (ВПС) для сопоставления их с 

результатами МПЦ, полученными с использованием разработанной методики. 

Положения, выносимые на защиту: 

1. Применение CD19-направленной иммунотерапии при В-линейном ОЛЛ 

сопровождается полной или частичной потерей экспрессии CD19, ввиду чего для поиска МОБ 

методом МПЦ необходимо заменить CD19 в алгоритме анализа на другие В-линейные 

маркеры, такие как CD22, iCD79a, CD24, CD10, которые экспрессируются в подавляющем 

большинстве случаев В-линейного ОЛЛ. 

2. При использовании для выделения В-клеток более ранних, чем CD19, антигенов 

необходимо проводить анализ с учетом ранних нормальных CD19-негативных 

предшественников В-лимфоцитов, процентное содержание которых увеличивается под 

действием CD19-направленной иммунотерапии. 

3. CD19-направленная иммунотерапия может сопровождаться не только 

изменением экспрессии CD19, но и всего иммунофенотипа лейкемических клеток вплоть до 

смены их линейной принадлежности, поэтому приоритетным принципом поиска МОБ при 

данном типе терапии является выявление клеток, отличающихся от нормальных клеток 

костного мозга. 

4. Разработанный метод определения МОБ после CD19-направленной 

иммунотерапии, в отличие от стандартной методики, позволяет эффективно производить 

поиск остаточных опухолевых клеток даже в случае потери экспрессии CD19. 

Личный вклад автора  

Автором работы проведен детальный анализ научной литературы по теме 

исследования, разработана концепция и структура исследования, собрана исследуемая когорта 

пациентов, проведен анализ полученных данных, сформулирована и описана методика 

определения МОБ методом МПЦ в условиях применения CD19-направленной 

иммунотерапии. Автором проведена оценка диагностической эффективности разработанной 

методики, осуществлено внедрение её в практику лаборатории иммунофенотипирования 

гемобластозов ФГБУ «НМИЦ ДГОИ им. Д. Рогачева». Автором написаны статьи по теме 

диссертационного исследования, подготовлен текст диссертации, разработаны практические 

рекомендации. 

Достоверность и обоснованность результатов 
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Обоснованность и достоверность выводов, сформулированных в результате 

исследовательской работы, подтверждены детальным изучением научной литературы по теме 

исследования, сбором и анализом обширного массива данных с использованием 

соответствующей методологии, использованием общепринятых методов диагностики, таких 

как МПЦ, ПЦР, ВПС, применением методов статистического анализа данных и достаточным 

объемом выборки.   

Апробация работы 

Апробация диссертации проведена на совместном заседании экспертных комиссий по 

лабораторной диагностике, клеточным технологиям и фундаментальным исследованиям и 

гематологии, иммунологии и педиатрии ФГБУ «НМИЦ ДГОИ им. Дмитрия Рогачева» 

Минздрава России, протокол №4 от 05.09.2024 г. 

Основные положения диссертации были доложены на XXVI Всероссийской научно-

практической конференции с международным участием «Клиническая лаборатория: от 

аналитики к диагнозу», Москва, 2021 г; на Международной конференции «Новые горизонты 

в детской онкологии и гематологии», Москва, 2023 г; на Всероссийском конгрессе с 

международным участием «Инновации в детской гематологии, онкологии и иммунологии: от 

науки к практике», Екатеринбург, 2023 г. 

Публикации результатов исследования  

По теме диссертационного исследования опубликовано 13 работ: из них – 12 статей в 

журналах, рекомендованных ВАК при Минобрнауки России для публикации результатов 

диссертационных исследований, 9 из которых – в зарубежных журналах, индексируемых 

международными базами данных, а также получен 1 патент на изобретение. 

Структура и объем диссертации  

Диссертация изложена на 123 страницах машинописного текста и состоит из введения, 

обзора литературы, раздела материалов и методов, результатов, обсуждения, выводов, 

заключения, практических рекомендаций и списка литературы. Список литературы включает 

в себя 5 отечественных и 171 зарубежных источников. Текст диссертационной работы 

проиллюстрирован 25 рисунками и содержит 13 таблиц. 

 

ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ 

Материалы и методы исследования 

Пациенты, включенные в исследование  

В исследование были включены 661 пациент (372 мальчика и 289 девочек) с В-

линейным ОЛЛ в возрасте от 14 дней до 20 лет, проходившие обследование в НМИЦ ДГОИ 
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им. Д. Рогачева с марта 2015 г по октябрь 2021 г. Распределение пациентов на группы в 

зависимости от решаемых задач исследования представлено на рисунке 1. 

 
Рисунок 1 – Перечень пациентов, включенных в исследование 

 

Иммунофенотипирование методом МПЦ  

Иммунофенотипирование КМ осуществляли при помощи 8 – 11 цветной проточной 

цитометрии на приборах FACS Canto II (3 лазера, 8 цветов; Becton Dickinson, США), FACS 

Celesta (3 лазера, 12 цветов; Becton Dickinson, США), Navios (3 лазера, 10 цветов; Beckman 

Coulter, США) и CytoFlex (3 лазера, 13 цветов; Beckman Coulter, США). Диагностическое 

иммунофенотипирование опухолевой популяции производили на основании рекомендаций 

российско-белорусской кооперативной группы (Новикова и др., 2018; Попов и др., 2023). 

Преаналитический этап включал в себя окрашивание клеток КМ меченными флуорохромами 

антителами с последующей обработкой образца раствором, лизирующим эритроциты, и 

отмывкой форфатно-солевым буфером. При необходимости проведения внутриклеточного 

окрашивания добавлялся этап пермеабилизации. Окрашенный образец далее записывался на 

проточном цитометре. 

Результаты иммунофенотипирования оценивали с использованием программного 

обеспечения Kaluza 2.1 (Beckman Coulter, США). Выделение опухолевых клеток на точечных 

графиках производили по экспрессии маркера CD45 и значениям параметра бокового 

светорассеяния (SSC). Для определения порога позитивности/негативности опухолевой 
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популяции по какому-либо маркеру в качестве контроля применялись нормальные 

лимфоциты. Опухолевую популяция считали позитивной, если 20% и более опухолевых 

клеток экспрессировали мембранный маркер или 10% и более – внутриклеточный (Bene et al, 

1995). При анализе данных в ходе исследования тотально позитивными по антигену (как 

мембранному, так и цитоплазматическому) считались В-линейные ОЛЛ, имеющие 95% и 

более позитивных по данному антигену клеток опухолевой популяции. 

При определении МОБ методом МПЦ в условиях использования CD19-направленной 

иммунотерапии применялся подход, основанный на рекомендациях S. Cherian (Cherian et al., 

2018) с собственными модификациями. Панель для мониторинга МОБ содержала антитела к 

CD19, CD22, CD24, CD10, CD79a, CD45, CD34, CD20, CD38, CD58. Для выделения 

ядросодержащих клеток (ЯСК) на точечных графиках в образцы также добавлялся ДНК-

тропный краситель (SYTO41). Поиск МОБ осуществлялся среди CD22-позитивных клеток 

образца КМ. За МОБ принималась группа из 10 и более клеток, имеющих ЛАИФ и значения 

параметров светорассеяния, соответствующие лимфоцитам/лимфобластам (Попов и др., 

2016). Результат рассчитывали в виде процентного содержания опухолевых клеток среди всех 

ЯСК в КМ. 

Рецидивом после CD19-направленной иммунотерапии считалось появление 5% и более 

лейкемических клеток в КМ по данным МПЦ, за МОБ-позитивность принималось наличие в 

КМ от 0,001% до <5% клеток В-линейного ОЛЛ. Рефрактерностью считалось сохранение в 

КМ опухолевой популяции на уровне 5% и более по данным МПЦ сразу после окончания 

курса иммунотерапии. Под изменением экспрессии антигена на клетках после таргетной 

терапии понималось изменение доли позитивных по данному антигену клеток опухолевой 

популяции на 25% и более. 

Сравнение уровня экспрессии антигенов на CD19(-) ВП, CD19(+) ВП и лейкемических 

бластах производилось на основании показателя средней интенсивности флуоресценции 

(MFI), определенного в образцах, которые были окрашены при помощи стандартизованных 

наборов реагентов DuraClone RE ALB (Beckman Coulter, США) с добавлением антител к CD22 

(флуорохром PE) и CD24 (флуорохром APC) (Bouriche et al., 2019): данные об MFI CD19(-) ВП 

– 32 образца; данные об MFI CD19(+) ВП – 25 образцов; данные от MFI лейкемических клеток 

– 20 образцов. 

Клеточная сортировка  

Для детального изучения CD19(-) ВП данные клетки выделялись из нативного 

материала КМ с использованием проточного клеточного сортера FACS Aria III (Becton 

Dickinson, США). Для выделения чистой популяции клеток КМ нефиксированные 

окрашенные антителами клетки сортировали в режиме сортировки «Purity» в эппендорфы с 
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200 мкл фосфатно-солевого буфера. После сортировки полученные клеточные суспензии 

центрифугировали при 700g в течение 10 минут, полученные клеточные осадки 

использовались для дальнейших исследований. 

Определение химеризма в сортированных клетках  

Методика определения донорского химеризма использовалась для доказательства 

донорского происхождения CD19(-) ВП, выделенных из КМ, у пациентов после проведенной 

ТГСК. Выделение ДНК производилось с помощью набора ДНК-sorb-В (ILS, Россия). 

Исследование химеризма было выполнено методом ПЦР-РВ с полиморфизмами 

вставок/делециий (InDel-локусов) в качестве генетических маркеров (Gendzekhadze et al., 

2013). Реакции ПЦР проводились в двух повторах. 

Определение химерного гена и химерного транскрипта в сортированных клетках  

Данная методика использовалась для доказательства отсутствия лейкоз-

ассоциированных генетических аберраций в CD19(-) ВП, выделенных из КМ. Выделение ДНК 

и РНК из полученного путем проточной клеточной сортировки материала производилось при 

помощи набора InnuPrep DNA/RNA Mini Kit (Analytik Jena AG, Германия).  ПЦР с обратной 

транскрипцией (ОТ-ПЦР) проводили с использованием системы праймеров и Taqman-проб 

группы Biomed-2 для t(12;21)(p13;q22)/ETV6::RUNX1 (Gabert et al., 2003) и моноплексных 

пациент-специфичных систем для перестроек гена KMT2A. 

Определение спектра перестроек генов цепей иммуноглобулинов в 

сортированных клетках 

Данная методика использовалась для доказательства отсутствия клональных 

перестроек генов ИГ в CD19(-) ВП, выделенных из КМ. Клетки помещались в буфер для 

обработки протеиназой К (50mM KCl; 100mM Tris-HCl; 2,5mM MgCl2; 0,45% Nonidet P40; 

0,45% Tween20) из расчета 200 клеток на 1 мкл раствора. Протеинза К добавлялась в конечной 

концентрации 2 ед/мкл с дальнейшей инкубацией в течение трёх часов при температуре 56°С. 

Инактивация фермента проводилась при температуре 95°С в течение 7 мин. Перед 

использованием материал встряхивался на вортексе в течение 1 мин и производилось 

центрифугирование при 10000g в течение 5 минут. Супернатант использовался для 

проведения ПЦР. Исследования перестроений генетических локусов иммунноглобулинов 

проводилось с использованием протоколов Biomed-2 (van Dongen et al., 2003). 

Определение химерного транскрипта в цельном костном мозге  

Детекция ХТр для определения МОБ производили методом ОТ-ПЦР с использованием 

моноплексной системы. Для выявления специфических для ОЛ ETV6::RUNX1, TCF3::PBX1 и 

BCR::ABL1 использовали системы праймеров и Taqman-проб группы Biomed-2 (Gabert et al., 

2003). Образцы пациентов с В-линейным ОЛЛ с перестройкой гена KMT2A были подвергнуты 
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ВПС с использованием специальной панели для всего гена KMT2A (Meyer et al., 2019). 

Мониторинг ХТр осуществляли с помощью соответствующих тест-систем праймер-зонд 

(Mansen et al., 2005). Количественный анализ результатов исследования проводили с 

использованием стандартов Qiagen Ipsogen (Qiagen, Германия), в качестве контрольного гена 

использовали ген ABL (Beilard et al., 2003). Случаи В-линейного ОЛЛ с TCF3::HLF 

подвергались секвенированию по Сэнгеру после предшествующей ПЦР длинных фрагментов. 

Для В-линейного ОЛЛ с KMT2A::EPS15 и TCF3::HLF мониторинг МОБ методом ПЦР 

проводили с использованием пациент-специфических праймеров. 

Определение перестроек генов иммуноглобулинов и Т-клеточных рецепторов в 

цельном костном мозге 

Инициальную детекцию перестроек генов ТКР/ИГ проводили при помощи наборов 

Human TCR RNA Multiplex, Human IG RNA Multiplex и Human TCR DNA Multiplex 

(MiLaboratory LLC, США) по инструкции фирмы-производителя. Полученные ампликоны 

секвенировали на Illumina MiSeq (PE 150+150) с глубиной примерно 10000 прочтений на 

образец. Для сборки клонотипов из необработанных данных секвенирования применяли 

программное обеспечение MiXCR (Bolotin et al., 2015). Клонотипы с частотой 5% и выше 

рассматривались как лейкоз-ассоциированные клональные перестройки генов ТКР/ИГ. 

Мониторинг МОБ в образцах КМ производили путем идентификации ранее выявленных 

клональных пациент-специфических перестроек генов ТКР/ИГ методом ВПС нового 

поколения по технологии, описанной ранее (Komkov et al., 2020). 

Статистический анализ данных  

Статистическую обработку данных производили при помощи программного 

обеспечения Excel 2016 (Microsoft, США) и STATISTICA версии 6.0 (StatSoftInc., США). 

Статистические данные для числовых значений с ассиметричным распределением 

описывались в формате «медиана (нижний квартиль, верхний квартиль)». Для сравнения 

количественных показателей в двух группах применяли критерий Манна-Уитни, для 

сравнения качественных показателей использовали критерий χ2. Во всех случаях результаты 

статистической обработки данных считались достоверными при p<0,05. 

Сравнение MFI для антигенов CD22, CD24, CD58, CD10, CD34, CD20, CD38, CD45 на 

CD19(-) ВП, CD19(+) ВП и лейкемических бластах производилось с помощью двумерного 

иерархического кластерного анализа. 

В работе использованы элементы автоматизированного анализа цитометрических 

данных с использованием инструмента Compass программного обеспечения Infinicyt 

(Cytognos, Испания), которое позволяет создавать базу данных с референтными 

цитометрическими файлами и сравнивать с ней тестовый файл. Референтная база данных 
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содержала 62 файла цитометрических данных, полученных путем записи окрашенных с 

помощью стандартизованных наборов реагентов DuraClone RE ALB образцов КМ от 

пациентов с В-линейным ОЛЛ. Из данных файлов в базе данных сохранялась информация об 

иммунофенотипических особенностях CD19(+) ВП и лейкемических бластов. В дальнейшем 

при тестировании опытных образцов при помощи инструмента Compass программному 

обеспечению предлагалось отнести выделенные в образце CD19(-) ВП к какой-либо категории 

из референтной базы данных. При использовании иерархической кластеризации и обработки 

данных с помощью Infinicyt не учитывался маркер CD19. 

Для оценки диагностической эффективности разработанной технологии определения 

МОБ методом МПЦ результаты, полученные с её помощью, сравнивались с результатами 

молекулярно-генетических методов в парных образцах. Сравнение проводилось качественно, 

поскольку невозможно было провести прямое сравнение доли остаточных лейкемических 

клеток, измеренной с помощью МПЦ, и количества продукта ПЦР, которое не связано 

напрямую с количеством клеток. Сходимость результатов рассчитывалась как доля 

конкордантных (как МОБ-положительных, так и МОБ-отрицательных) образцов среди всех 

исследованных образцов. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

На первом этапе исследования был проведен детальный анализ 

иммунофенотипических особенностей нормальных и опухолевых клеток в КМ до и после 

применения CD19-напраленной иммунотерапии. 

Изменение экспрессии CD19 на клетках В-линейного ОЛЛ под действием CD19-

направленной иммунотерапии 

Экспрессия CD19 после применения блинатумомаба была исследована у 48 пациентов 

с В-линейным ОЛЛ, среди которых было 30 рецидивов (появление ≥5% опухолевых клеток в 

КМ по данным МПЦ), 8 случаев рефрактерных к иммунотерапии форм заболевания 

(сохранение в КМ ≥5% опухолевых клеток по данным МПЦ сразу после окончания 

иммунотерапии) и 10 случаев МОБ-позитивного статуса (наличие от 0,001% до <5% 

опухолевых клеток в КМ по данным МПЦ). После терапии блинатумомабом у 13 из 48 

пациентов с В-линейным ОЛЛ (27,1%) наблюдалось исчезновение экспрессии CD19 на 

лейкемических бластах, при этом у троих из них произошла смена линейной принадлежности 

опухолевых клеток (рисунок 2А).  

Экспрессия CD19 после CD19 CAR-T была исследована у 39 пациентов с В-линейным 

ОЛЛ, среди которых было 16 рецидивов, 4 случая рефрактерных к иммунотерапии форм 

заболевания и 19 случаев МОБ-позитивного статуса. После проведения терапии с 

использованием CD19 CAR-T у 20 из 39 пациентов с В-линейным ОЛЛ (51,3%) наблюдалось 
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исчезновение экспрессии CD19 на лейкемических бластах, случаев смены линейной 

принадлежности в данной когорте пациентов обнаружено не было (рисунок 2Б).  

 

Рисунок 2 – Экспрессия CD19 на клетках В-линейного ОЛЛ у пациентов после блинатумомаба 

(n=48) (А) и CD19 CAR-T (n=39) (Б). В исследуемую группу вошли пациенты с рефрактерным 

к иммунотерапии В-линейным ОЛЛ, рецидивом В-линейного ОЛЛ и пациенты, у которых по 

данным МПЦ в КМ хотя бы один раз после проводимой иммунотерапии выявлялись 

опухолевые клетки на уровне МОБ (т.е. <5%). СЛП – смена линейной принадлежности 

опухолевых клеток 

 

В 10 из 19 случаев CD19-негативных рецидивов (52,6%) после CD19-направленной 

иммунотерапии наблюдалось появление CD19-негативных опухолевых клеток на уровне 

МОБ, в 4 из 19 случаев (21,1%) CD19-негативному рецидиву предшествовало появление в КМ 

CD19-позитивной МОБ.  

Из полученных результатов следует невозможность использования CD19-

ориентированного подхода для выделения В-клеточного региона в процессе поиска МОБ 

после CD19-направленной иммунотерапии, необходимость совершенствования алгоритма 

анализа данных с расширением используемой панели антител, дополнением её маркерами, 

которые способны заменить CD19. 

Экспрессия альтернативных В-линейных маркеров на клетках В-линейного ОЛЛ 

Экспрессия В-линейных маркеров CD22, CD24, CD10, iCD79a, которые могут быть 

рассмотрены в качестве замены CD19 для выделения В-клеточного региона при определении 

МОБ, оценивалась на когорте из 518 пациентов с первичным В-линейным ОЛЛ. Экспрессия 

маркеров CD10 и iCD79a была исследована во всех 518 образцах. Оценка уровня экспрессии 

CD22 была произведена у 509 из 518 пациентов (98,26%), CD24 – у 102 из 518 пациентов 

(19,69%). 
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Тотальная экспрессия лейкемическими бластами CD22 наблюдалась в 459 из 509 

случаев (90,18%), CD24 – в 93 из 102 случаев (91,18%), iCD79a – в 454 из 518 случаев (87,64%), 

CD10 – в 468 из 518 случаев (90,35%). Какая-либо зависимость между сниженной экспрессией 

исследуемых антигенов на опухолевой популяции и генетическим вариантом В-линейного 

ОЛЛ установлена не была. 

Ввиду того, что ни один из предложенных антигенов не экспрессировался тотально на 

клетках В-линейного ОЛЛ во всей исследуемой группе, была определена доля случаев, в 

которых популяция опухолевых клеток экспрессировала хотя бы один из них в различных 

комбинациях. В 499 из 509 случаев (98,04%) опухолевые клетки тотально экспрессировали 

CD22 или iCD79a, в 497 из 509 (97,64%) – тотально экспрессировали CD22 или CD10, в 506 из 

518 (97,68%) – тотально экспрессировали iCD79a или CD10. При этом у 506 из 509 пациентов 

(99,41%) опухолевая популяция была тотально позитивна по хотя бы одному из антигенов 

CD22, iCD79a, CD10. Среди 92 пациентов, у которых была исследована экспрессия всех 

четырех антигенов, не было ни одного пациента, у кого опухолевая популяция не 

экспрессировала тотально хотя бы один из них. 

Был сделан вывод о целесообразности использования для замены CD19 при 

определении МОБ не отдельных В-линейных маркеров, а их комбинации. При этом 

основными для выделения В-клеточного региона следует считать CD22 и iCD79a: выделение 

В-клеточного региона на основании их одновременной или одиночной экспрессии клетками 

подходит для 98,04% случаев В-линейного ОЛЛ. Поиск опухолевых клеток в остальных 1,96% 

случаев предлагается проводить среди CD24- или CD10-позитивных клеток в зависимости от 

первоначально диагностированного иммунофенотипа. 

Ранние CD19-негативные В-клеточные предшественники: особенности 

иммунофенотипа, выявление при определении МОБ 

Выделение В-клеточного региона на основании экспрессии альтернативных В-

линейных антигенов приводит к включению в анализ нормальных очень ранних CD19(-) ВП. 

Иммунофенотипические особенности данных клеток были исследованы у 106 пациентов с В-

линейным ОЛЛ после CD19-направленной иммунотерапии. CD19(-) ВП в КМ после таргетной 

терапии обнаруживались чаще (в 65,1% случаев) , чем у здоровых доноров (в 25,0% случаев) 

и детей с В-линейным ОЛЛ во время химиотерапии (в 33,3% случаев) или после ТГСК (в 

30,0% случаев). Анализ профиля экспрессии антигенов показал, что нормальные CD19(-) ВП 

могут быть ложно интерпретированы как CD19-негативные лейкемические клетки, в том 

числе при биоинформатическом анализе данных МПЦ. Нелейкемическая природа CD19(-) ВП 

доказана при исследовании чистых сортированных популяций данных клеток: в данных 

клетках обнаружен поликлональный профиль перестроек генов ИГ, который характерен для 
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нормальных ВП (n=14); подтверждено донорское происхождение клеток у пациентов после 

ТГСК (n=9); в клетках не было выявлено ни одного исходного аномального ХГ или ХТр (n=5). 

Полученные данные позволили дополнить схему «пустых мест» на точечных графиках, 

в которых могут располагаться только лейкемические клетки, содержащиеся в В-клеточном 

регионе (рисунок 3). 

 

Рисунок 3 – «Пустые места» при определении МОБ у пациентов с В-линейным ОЛЛ в 

зависимости от маркера, используемого для выделения В-клеточного региона на точечных 

графиках: А – при выделении по экспрессии CD19; Б – при выделении по экспрессии CD22. 

Зеленый – CD19(+) ВП, фиолетовый – CD19(-) ВП, серый – остальные ЯСК. «Пустые места», 

в которых возможно расположение только опухолевых клеток, выделены красными 

контурами 

 

Изменение экспрессии маркеров, используемых для определения МОБ, на 

лейкемических клетках под действием CD19-направленной иммунотерапии 

Возможные изменения в экспрессии маркеров для определения МОБ при В-линейном 

ОЛЛ на опухолевых клетках после таргетного воздействия изучались на когорте из 45 

пациентов после курса блинатумомаба и 39 пациентов после терапии CAR-T к CD19. Было 

установлено, что CD19-направленная иммунотерапия может сопровождаться изменением 

экспрессии практически любого маркера, используемого в панели для определения МОБ, на 

лейкемических бластах, причем возможно как снижение, так и увеличение доли 
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экспрессирующих данный антиген клеток опухолевой популяции (таблица 1). Наиболее 

изменчивой среди маркеров, применяемых для мониторинга МОБ (помимо CD19), оказалась 

экспрессия опухолевыми клетками CD34 (изменения наблюдались в 31,9% случаев после 

блинатумомаба и в 38,5% случаев после CAR-T), а CD58 оказался самым стабильным из 

исследованных маркеров (изменения наблюдались в 3,2% случаев после блинатумомаба и не 

наблюдались после CD19 CAR-T). 

Таблица 1 – Изменение экспрессии антигенов на клетках В-линейного ОЛЛ после применения 

блинатумомаба и CD19 CAR-T 

 
Примечание: ↑ – увеличение доли позитивных по антигену клеток популяции более чем на 

25%, ↓ – уменьшение доли позитивных по антигену клеток популяции более чем на 25%, = – 

отсутствие изменения количества позитивных по антигену клеток популяции, ND – нет 

данных 

 

Смена линейной принадлежности опухолевых клеток В-линейного ОЛЛ под 

действием CD19-направленной иммунотерапии 

Анализ случаев смены линейной принадлежности лейкемических клеток был проведен 

у шести пациентов, получивших терапию блинатумомабом. Тип и структура ХГ и ХТр в 

опухолевых клетках (пять случаев ОЛ с перестройкой гена KMT2A и один – с перестройкой 

гена ZNF384) сохранялись, что подтверждает тот факт, что имела место именно 

прогрессия/рецидив первоначального лейкоза, а не вторичная опухоль. Во время смены 

линейной принадлежности бластов после терапии блинатумомабом три пациента полностью 

изменили иммунофенотип опухолевых клеток с В-линейного ОЛЛ на CD19-отрицательный 

острый миелоидный лейкоз (ОМЛ). Трое других пациентов после терапии блинатумомабом 

имели в КМ вторую CD19-негативную популяцию опухолевых клеток на фоне 

сохраняющейся CD19-позитивной популяции В-линейного ОЛЛ, причем двое из них имели 

две лейкемические популяции (основную В-линейную и минорную миелоидную) ещё до 

проведения иммунотерапии, а один приобрел дополнительную недифференцированную 

опухолевую популяцию после курса блинатумомаба (рисунок 4). 
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Рисунок 4 – Иммунофенотипические варианты смены линейной принадлежности 

лейкемических клеток после терапии блинатумомабом. Верхний ряд точечных графиков – КМ 

пациентов до проведения иммунотерапии, нижний ряд – КМ пациентов после терапии 

блинатумомабом. Красный – бласты В-линейного ОЛЛ, черный – опухолевые клетки другой 

линии, серый – остальные клетки КМ; SSC – боковое светорассеяние 

 

Одновременно с сохранением типа и структуры ХГ и ХТр, мутационный профиль и 

клональный репертуар перестроек генов ИГ/ТКР лейкемических клеток у некоторых 

пациентов подвергались изменениям. 

Только в одном из шести рассмотренных случаев удалось добиться стойкой МОБ-

негативной ремиссии при помощи блоков ОМЛ-ориентированной терапии с последующим 

проведением ТГСК. В четырех случаях лечение с использованием различных типов терапии 

(ОМЛ-ориентированные блоки химиотерапии, таргетные препараты, ТГСК) закончилось 

неудачей и летальным исходом, один пациент был потерян из-под наблюдения, по причине 

чего исход заболевания неизвестен. Таким образом, необходимость своевременного 

обнаружения случаев смены линейной принадлежности после проведения иммунотерапии 

определяется крайне неблагоприятным прогнозом исхода заболевания, и, как следствие, 

потребностью срочного принятия терапевтических решений. 

Проведенный анализ показал разнообразие иммунофенотипических вариантов смены 

линейной принадлежности опухолевых клеток, что затрудняет обнаружение клеток других 

линий в малых количествах при определении МОБ. Единственным способом распознавания 

таких случаев может являться тщательное исследование всех компартментов КМ до и после 

CD19-направленной иммунотерапии, в частности по экспрессии антигенов CD45, CD24, 

CD38, CD34. 
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Методика определения МОБ при В-линейном ОЛЛ в условиях проведения CD19-

направленной иммунотерапии 

На втором этапе исследования было проведено создание методики определения МОБ 

методом МПЦ при В-линейном ОЛЛ в условиях CD19-направленной иммунотерапии и оценка 

диагностической эффективности данной методики. 

Была сформирована 11-цветная панель для мониторинга МОБ при В-линейном ОЛЛ 

после CD19-направленной терапии, содержащая антитела к мембранным CD19, CD22, CD24, 

CD10, CD45, CD34, CD20, CD58, CD38 и цитоплазматическому CD79a. Общая схема поиска 

опухолевых клеток на точечных графиках с использованием данной панели антител 

представлена на рисунке 5. 

 
Рисунок 5 – Алгоритм анализа цитометрических данных при определении МОБ методом МПЦ 

у пациентов с В-линейным ОЛЛ после CD19-направленной иммунотерапии без использования 

CD19 
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Основной альтернативой CD19 для выделения В-клеточного региона было выбрано 

сочетание антигенов CD22 и iCD79a. В зависимости от экспрессии данных маркеров 

опухолевыми клетками до начала таргетной терапии, предлагается использовать либо 

последовательное выделение позитивных по данным антигенам регионов, либо применять для 

выделения один из них. Если оба антигена плохо экспрессировались опухолевыми клетками 

инициально, для выделения В-клеток могут быть использованы CD10 и/или CD24 (рисунок 5).  

Поиск МОБ в В-клеточном регионе предполагает использование сразу двух подходов: 

идентификация клеток с инициально выявленным фенотипом и клеток, которые отличаются 

от нормальных клеток КМ. Ввиду того, что CD19-направленная терапия может влиять на 

изменение экспрессии антигенов, более приоритетным подходом к поиску МОБ следует 

считать поиск клеток, отличающихся от нормальных. В зависимости от того, как был выделен 

В-клеточный регион, схема расположения «пустых мест» на точечных графиках будет в 

некоторой степени различаться, так как в регион будет попадать разный набор нормальных 

популяций клеток КМ (таблица 2).  

 

Таблица 2 – Перечень нормальных клеточных популяций КМ в В-клеточном регионе в 

зависимости от способа его выделения на точечных графиках 

Способ выделения 

В-клеточного региона 

Нормальные популяции клеток КМ 

в В-клеточном регионе 

CD19-ориентированный CD19(+) BП, плазматические клетки, B-лимфоциты 

CD22+iCD79a-ориентированный CD19(+) BП, CD19(-) BП, B-лимфоциты 

CD22-ориентированный 
CD19(+) BП, CD19(-) BП, B-лимфоциты, базофилы, 

ПДК 

iCD79a-ориентированный 
CD19(+) BП, CD19(-) BП, плазматические клетки, B-

лимфоциты 

CD10-ориентированный CD19(+) BП, CD19(-) BП 

CD24-ориентированный CD19(+) BП, B-лимфоциты 

 

С учётом существования вероятности смены линейной принадлежности клеток В-

линейного ОЛЛ при применении таргетной терапии, для визуального поиска дополнительных 

«подозрительных» популяций клеток среди ЯСК предусмотрено использование графиков 

CD45/SSC, CD38/SSC, CD34/SSC, CD24/SSC. 

Оценка диагностической эффективности методики определения МОБ 

Оценка диагностической эффективности метода производилась путем качественного 

сравнения результатов определения МОБ у 65 пациентов после CD19 CAR-T, полученных 

данным методом, с результатами, полученными при использовании молекулярно-

генетических технологий, включая ПЦР-РВ для выявления ХТр и ВПС для детекции лейкоз-
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ассоциированных перестроек генов ТКР/ИГ. Общая сходимость результатов между МПЦ-

МОБ и ВПС-МОБ составила 82,8%, что хорошо соотносится с данными других исследований 

(Sala Torra et al., 2017; Wood et al., 2018; Popov et al., 2021), полученных для образцов от 

пациентов в отсутствии таргетного воздействия. Общая сходимость результатов МПЦ-МОБ и 

ХТр-МОБ (89,8%) оказалась также близка к ранее опубликованным данным (Theunissen et al., 

2017; Gaipa et al., 2012; Huang et al., 2017). Следует отметить, что методика определения МПЦ-

МОБ показала одинаково высокую сопоставимость результатов с данными ВПС и ПЦР при 

определении как CD19(+) (78,8% и 90,3% соответственно), так и CD19(−) клеток В-линейного 

ОЛЛ (85,1% и 88,5% соответственно), что говорит о высокой эффективности метода и 

возможности его широкого применения на практике даже в случае потери опухолевыми 

клетками таргетируемого антигена CD19. 

Итоги выполнения диссертационного исследования 

В настоящей работе были всесторонне изучены аспекты определения МОБ при В-

линейном ОЛЛ после CD19-направленной иммунотерапии. Учитывая возможные изменения 

в иммунофенотипе опухолевых клеток после таргетной терапии, которые могут нести 

потенциальные сложности для мониторинга МОБ, было оценено изменение экспрессии CD19 

и значимых для определения МОБ маркеров у пациентов после блинатумомаба и CD19 CAR-

T. Потеря CD19 на опухолевых клетках наблюдалась в трети случаев после воздействия 

блинатумомаба, в то время как при использовании CD19 CAR-T данное явление наблюдалось 

у половины пациентов. Кроме того, было установлено, что экспрессия бластами В-линейного 

ОЛЛ других антигенов, антитела к которым используются в стандартной панели для 

мониторинга МОБ методом МПЦ, также подвержена изменениям под действием 

иммунотерапии вплоть до полной смены линейной принадлежности опухолевых клеток. 

Данный факт не позволяет в полной мере использовать адаптацию алгоритма для 

«классического» набора маркеров при поиске опухолевых клеток после воздействия 

таргетных препаратов, так как ни один из маркеров не может стабильно заменить CD19 в 

данном алгоритме. 

Немаловажным условием для маркера/комбинации маркеров для выделения В-

клеточного региона является универсальность, применимость для мониторинга подавляющего 

большинства случаев В-линейного ОЛЛ, вне зависимости от иммунофенотипического 

варианта и генетических особенностей. На когорте детей с первичным В-линейным ОЛЛ была 

изучена экспрессия четырех антигенов, ассоциированных с В-линией гемопоэза, которые 

наиболее часто выявляются на опухолевых клетках и могут стать альтернативой CD19 при 

мониторинге МОБ: CD22, CD24, CD10, iCD79a. Учитывая тот факт, что высокая экспрессия 

хотя бы одного из четырех маркеров отмечалась во всех исследованных случаях В-линейного 
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ОЛЛ, было показано, что использование панели, содержащей все четыре маркера, позволит 

эффективно проводить определение МОБ методом МПЦ после применения CD19-

направленной иммунотерапии абсолютно у всех пациентов с В-линейным ОЛЛ. 

Ввиду наличия в КМ очень ранних CD19-негативных ВП, которые могут быть 

обнаружены при мониторинге МОБ по экспрессии CD22, CD10, iCD79a, отдельно были 

исследованы их иммунофенотипические особенности у детей после CD19-направленной 

иммунотерапии. Профиль экспрессии антигенов на данных клетках существенно отличал их 

от более «зрелого» CD19-позитивного компартмента ВП, что может стать причиной принятия 

их за CD19-негативные опухолевые бласты. Для снижения вероятности получения в 

результате анализа ложноположительных результатов, была дополнена схема «пустых мест» 

на точечных графиках, в которых могут располагаться опухолевые клетки, содержащиеся в В-

клеточном регионе. 

Конечным результатом проведенного исследования стала разработка подхода к 

определению МОБ методом МПЦ для пациентов с В-линейным ОЛЛ после CD19-

направленной иммунотерапии с использованием 11-цветный панели антител. Предложенный 

алгоритм анализа и новые знания о возможных изменениях свойств как лейкозных, так и 

нормальных клеток позволяют преодолеть возможную потерю бластами CD19, который 

считался основным антигеном для выделения В-клеточного региона при анализе 

цитометрических данных в течение трех предыдущих десятилетий. Результаты тестирования 

метода показали, что разработанная технология сохраняет высокую эффективность и 

воспроизводимость МПЦ как метода мониторинга МОБ даже в случае применения таргетных 

препаратов к CD19, а результаты оценки МОБ остаются столь же надежными, как и для 

пациентов, получающих стандартное химиотерапевтическое лечение без использования 

иммунотерапии. 

ВЫВОДЫ 

1. Под действием CD19-направленной иммунотерапии наблюдается снижение 

экспрессии CD19, причем частота полной потери данного антигена значительно выше в 

условиях применения CD19 CAR-T, чем при применении блинатумомаба (51,3% и 27,1% 

случаев соответственно). 

2. В более чем 90% случаев В-линейного ОЛЛ на опухолевых клетках наблюдается 

гомогенная и яркая экспрессия ранних В-линейных антигенов CD22, iCD79a, CD24, CD10, что 

свидетельствует о возможности эффективного использования комбинаций этих маркеров 

вместо CD19 для выделения В-клеточного региона при определении МОБ. 

3. После применения CD19-направленной иммунотерапии при выделении В-

клеточного региона по экспрессии ранних В-линейных антигенов, в 65,1% случаев среди 



22 
 

анализируемых популяций клеток встречаются ранние CD19-негативные В-клеточные 

предшественники, которые ввиду особенностей иммунофенотипа могут быть ложно 

интерпретированы как CD19-негативные опухолевые бласты. 

4. CD19-направленная иммунотерапия сопровождается изменением экспрессии 

различных маркеров, применяемых для мониторинга МОБ при В-линейном ОЛЛ, поэтому 

поиск остаточных опухолевых клеток не может основываться только на данных об 

иммунофенотипе до терапии. 

5. Наличие случаев смены линейной принадлежности опухолевых клеток после 

CD19-направленной иммунотерапии определяет необходимость дополнительной оценки 

клеточного состава КМ при мониторинге МОБ. 

6. На основании полученных в ходе исследования данных разработана и 

сформулирована методика определения МОБ методом МПЦ при В-линейном ОЛЛ у 

пациентов после CD19-направленной иммунотерапии. Полученные с помощью данной 

методики результаты определения МОБ показали хорошую сопоставимость с результатами, 

полученными при использовании молекулярно-генетических технологий, что говорит о 

высокой эффективности метода и возможности его широкого применения на практике. 

ПРАКТИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ 

1. Для определения МОБ при В-линейном ОЛЛ методом МПЦ после CD19-

направленной иммунотерапии необходимо дополнить панель антител маркерами CD22, CD24 

и iCD79a, которые будут использоваться для выделения В-клеточного региона, в зависимости 

от их экспрессии на опухолевых бластах до применения таргетной терапии. 

2. В связи с тем, что CD19-направленная иммунотерапия может сопровождаться 

изменением экспрессии не только CD19, но и других антигенов, основным подходом к 

выявлению остаточных лейкемических бластов является поиск клеток, отличных от 

нормальных. Принцип поиска опухолевых клеток с инициальным иммунофенотипом должен 

быть второстепенным. 

3. Поиск МОБ в В-клеточном регионе должен осуществляться с учетом сочетания 

антигенов, применяемого для выделения данного региона на точечных графиках и, 

соответственно, перечня нормальных клеточных популяций в нем (CD19(+) и CD19(-) ВП, 

плазматические клетки, В-лимфоциты, а также различные миелоидные клетки). 

4. Ввиду существования вероятности смены линейной принадлежности 

опухолевых клеток под влиянием CD19-направленной иммунотерапии, целесообразно 

дополнительно использовать при анализе цитометрических данных такие графики как 

CD45/SSC, CD38/SSC, CD34/SSC, CD24/SSC для визуального поиска дополнительных 

опухолевых популяций среди всех ЯСК. 
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Список сокращений 

ВП – нормальные В-клеточные предшественники  

ВПС – высокопроизводительное секвенирование нового поколения  

ИГ – иммуноглобулин  

КМ – костный мозг  

ЛАИФ – лейкоз-ассоциированный иммунофенотип  

МОБ – минимальная остаточная болезнь  

МПЦ – многоцветная проточная цитометрия  

ОЛЛ – острый лимфобластный лейкоз  

ОМЛ – острый миелоидный лейкоз  

ОТ-ПЦР – полимеразная цепная реакция с обратной транскрипцией 

ПЦР-РВ – полимеразная цепная реакция в реальном времени  

ТГСК – трансплантация гемопоэтических стволовых клеток  

ТКР – Т-клеточный рецептор  

ХГ – химерный ген  

ХТр – химерный транскрипт  

ЯСК – ядросодержащие клетки  

CAR-T – T-клетки с химерным антигенным  

CD – кластер дифференцировки  

SSC – параметр бокового светорассеяния 


