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ɺɺɽɼɽʅʀɽ 

ɸʢʪʫʘʣʴʥʦʩʪʴ ʠʩʩʣʝʜʦʚʘʥʠʷ 

Острый лимфобластный лейкоз (ОЛЛ) является одним из самых часто 

встречаемых онкологических заболеваний у детей, при этом наибольшее число 

случаев составляют случаи В-линейного ОЛЛ [1]. 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 (БСВ) и общей выживаемости (ОВ) у детей с первичным 

В-линейным ОЛЛ [2-4]. Тем не менее проблема лечения рецидивов и рефрактерных 

форм В-линейного ОЛЛ всё ещё является актуальной. Курсы высокодозной 

полихимиотерапии (ПХТ) 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 [5]. 

Иммунотерапевтические препараты обладают направленным действием, что 

существенно снижает вероятность возникновения системных токсических 

эффектов лечения по сравнению со стандартной химиотерапией [6]. 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%) [6-10].  
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Одним из важнейших звеньев контроля эффективности терапии ОЛЛ 

является определение минимальной остаточной болезни (МОБ) [11-14]. Под МОБ 

понимают популяцию опухолевых клеток, персистирующую в организме пациента 

после достижения клинико-гематологической ремиссии (КГР), 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 исхода 

заболевания, поэтому используется многими исследовательскими группами в 

качестве одного из важнейших стратифицирующих критериев. Одним из методов 

определения МОБ является многоцветная проточная цитометрия (МПЦ) [15]. 

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 [16]. 

Однако, как было показано во многих исследованиях, ЛАИФ подвержен 

изменениям в процессе терапии [17-19]. В случае стандартного 

химиотерапевтического лечения В-линейного ОЛЛ возможные изменения 

иммунофенотипа опухолевых клеток достаточно подробно изучены и описаны [17-

20]. При этом имеется лишь небольшое количество опубликованных данных о том, 

как меняется профиль экспрессии антигенов на лейкемических бластах под 

действием CD19-направленной терапии, 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 [21-24]. 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 клетки 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 
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при определении МОБ после проведения CD19-направленной иммунотерапии, 

эффективность которого будет достаточно высокой для использования в новых 

протоколах лечения. 

ʉʪʝʧʝʥʴ ʨʘʟʨʘʙʦʪʘʥʥʦʩʪʠ ʪʝʤʳ 

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 [22, 25-28], либо основываются на модификации алгоритма 

анализа цитометрических данных с использованием стандартного набора антител 

[29]. 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. 

ʎʝʣʴ ʠʩʩʣʝʜʦʚʘʥʠʷ 

Разработка стратегии применения многоцветной проточной цитометрии для 

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

условиях CD19-направленной иммунотерапии. 

ɿʘʜʘʯʠ ʠʩʩʣʝʜʦʚʘʥʠʷ 

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.  
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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. 

ʅʘʫʯʥʘʷ ʥʦʚʠʟʥʘ 

Впервые на большой группе пациентов в процессе ретроспективного анализа 

были всесторонне изучены аспекты определения остаточных опухолевых клеток 

методом многоцветной проточной цитометрии 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 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 
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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. 

ʊʝʦʨʝʪʠʯʝʩʢʘʷ ʠ ʧʨʘʢʪʠʯʝʩʢʘʷ ʟʥʘʯʠʤʦʩʪʴ 

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. 

ʄʝʪʦʜʦʣʦʛʠʷ ʠ ʤʝʪʦʜʳ ʠʩʩʣʝʜʦʚʘʥʠʷ 

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 
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определения МОБ при В-линейном ОЛЛ [30]. Кроме МПЦ, в работе также 

использована проточная сортировка клеток с дальнейшим исследованием 

выделенных популяций при помощи полимеразной цепной реакции (ПЦР). Также 

в работе использованы 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. 

ʇʦʣʦʞʝʥʠʷ, ʚʳʥʦʩʠʤʳʝ ʥʘ ʟʘʱʠʪʫ 

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. 

ɺʥʝʜʨʝʥʠʝ ʨʝʟʫʣʴʪʘʪʦʚ ʨʘʙʦʪʳ 
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Разработанный в результате исследования алгоритм определения МОБ 

методом МПЦ у детей с В-линейным ОЛЛ после CD19-направленной 

иммунотерапии внедрен в практику лаборатории иммунофенотипирования 

гемобластозов ФГБУ «НМИЦ ДГОИ им. Д. Рогачева». Данная методика успешно 

используется для мониторинга МОБ рамках терапевтических протоколов «ОЛЛ-

МБ 2015», «ОЛЛ-МБ 2015 версия 2024», «ОЛЛ-МБ 2019 Пилот», «ALL -Baby-

2021», «ALL -REZ-MB 2014», «ALL -REZ-MB 2016», «CD19 T-CAR for Treatment of 

Children and Young Adults With r/r B-ALL», «Bispecific CD19/CD22 CAR-T for 

Treatment of Children and Young Adults With r/r B-ALL».  

ʉʪʝʧʝʥʴ ʜʦʩʪʦʚʝʨʥʦʩʪʠ ʠ ʘʧʨʦʙʘʮʠʷ ʨʝʟʫʣʴʪʘʪʦʚ 

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.  

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. 

ʇʫʙʣʠʢʘʮʠʷ ʨʝʟʫʣʴʪʘʪʦʚ ʠʩʩʣʝʜʦʚʘʥʠʷ 

По теме диссертационного исследования опубликовано 12 статей в журналах, 

рекомендованных ВАК при Минобрнауки России для публикации результатов 

диссертационных исследований, 9 из них – в зарубежных журналах, 
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индексируемых международными базами данных, а также получен 1 патент на 

изобретение. 

ʉʪʨʫʢʪʫʨʘ ʠ ʦʙʲʝʤ ʜʠʩʩʝʨʪʘʮʠʠ 

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.  

  



13 
 

ɻʃɸɺɸ 1. ʆɹɿʆʈ ʃʀʊɽʈɸʊʋʈʓ 

 

1.1 ʆʩʪʨʳʡ ʣʠʤʬʦʙʣʘʩʪʥʳʡ ʣʝʡʢʦʟ (ʆʃʃ) ʫ ʜʝʪʝʡ 

 

1.1.1 ʕʧʠʜʝʤʠʦʣʦʛʠʷ ʆʃʃ ʫ ʜʝʪʝʡ 

ОЛЛ – гетерогенная группа злокачественных заболеваний кроветворной 

системы, для которых характерна аномальная пролиферация незрелых 

лимфоидных клеток. ОЛЛ является самой распространенной онкологической 

патологией детского возраста, на его долю приходится до 75% случаев лейкемии у 

педиатрических пациентов [31], в то время как все случаи острого лейкоза 

составляют 34% в когорте детей с онкологическими заболеваниями [1]. 

Заболеваемость ОЛЛ значительно варьирует в зависимости от географии и 

составляет в среднем 30 – 40 случаев на 1 млн человек [32]. В зависимости от 

клеточного субстрата опухоли ОЛЛ подразделяется на В-линейный и Т-линейный 

ОЛЛ, при этом В-линейный ОЛЛ встречается в 85% случаев ОЛЛ у детей [33]. Пик 

заболеваемости ОЛЛ приходится на возраст от 1 до 4 лет [1] и далее частота его 

встречаемости у детей снижается. Отмечаются существенные различия в 

эффективности стандартных подходов к лечению ОЛЛ у детей и взрослых: ОВ 

педиатрических пациентов с ОЛЛ на современном этапе развития терапии 

составляет около 90% [34-38], в то время как у взрослых данная величина не 

превышает 45% [39, 40]. 

 

1.1.2 ʉʦʚʨʝʤʝʥʥʦʝ ʧʨʝʜʩʪʘʚʣʝʥʠʝ ʦ ʧʨʠʯʠʥʘʭ ʨʘʟʚʠʪʠʷ ʆʃʃ 

Патогенез ОЛЛ включает аномальную пролиферацию и дифференцировку 

клональной популяции лимфоидных клеток. Данные процессы происходят, по 

современным представлениям, вследствие генетических аномалий в 

гемопоэтической стволовой клетке, которые влекут за собой изменения в 

процессах транскрипции и продукции белков, а также нарушения в клеточном 

цикле.  В последние годы благодаря развитию молекулярно-биологических и 

генетических технологий были достигнуты значительные успехи в понимании 
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причин возникновения ОЛЛ. Несмотря на то, что чаще всего ОЛЛ развивается у 

здоровых людей, существуют некоторые факторы, повышающие вероятность 

развития ОЛЛ: это генетическая предрасположенность и неблагоприятные условия 

внешней среды. Пациенты с такими генетически обусловленными заболеваниями 

и синдромами, как синдром Дауна, анемия Фанкони, атаксия-телеангиэктазия, 

синдром Блума, синдром Ниймегена имеют повышенный риск развития лейкемии 

[41-45]. Кроме того, наличие унаследованных вариантов отдельных генов (ARID5B, 

IKZF1, CEBPE, CDKN2A или CDKN2B, PIP4K2A, ETV6), конституциональной 

робертсоновской транслокации между хромосомами 15 и 21 (rob(15;21)(q10;q10)), 

а также некоторых однонуклеотидных полиморфизмов также сопряжено с 

возможным возникновением лейкемии [46]. К лейкемогенным факторам среды 

относятся ионизирующая радиация (повышенный радиационный фон на 

определенной территории, лучевая терапия по поводу онкологических 

заболеваний), химические агенты (пестициды и др.), а также инфекции (в первую 

очередь вирусные) [31, 46]. 

ОЛЛ часто характеризуется грубыми числовыми и структурными 

хромосомными аномалиями, такими как гипер- и гипоплоидия, специфическими 

транслокациями (ETV6::RUNX1, BCR::ABL1, TCF3::PBX1 и т.д.) и перестройками 

генов (KMT2A, MYC и т.д.) [47]. Тем не менее исследования указывают на то, что в 

большинстве случаев для развития заболевания недостаточно наличия одних лишь 

хромосомных аберраций, для лейкемогенеза необходимо сочетанное поражение 

генетического материла гемопоэтической стволовой клетки. Например, 

перестройка ETV6::RUNX1 может быть выявлена у пациента за несколько лет до 

развития ОЛЛ. Многие из вовлеченных в перестройки генов кодируют белки, 

играющие ключевую роль в развитии лимфоидной ткани [48]. Предполагается, что 

первое событие лейкемогенеза обеспечивает стабильное самообновление клеток и 

остановку их в развитии, а второе событие участвует в регуляции клеточного 

цикла, онкосупрессии и модификации хроматина, что в конечном итоге приводит 

к формированию лейкемического клона [49]. 
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Ретроспективная идентификация специфических для ОЛЛ ХГ 

(ETV6::RUNX1, перестройки гена KMT2A), аномалий числа хромосом, а также 

клональных перестроек в генах ИГ и ТКР в неонатальных пятнах крови, а также 

изучение лейкемии у монозиготных близнецов показала, что некоторые варианты 

детских ОЛЛ имеют внутриутробное происхождение [50-52]. 

 

1.1.3 ʇʦʜʭʦʜʳ ʢ ʪʝʨʘʧʠʠ ʆʃʃ ʫ ʜʝʪʝʡ 

Терапия первой линии ОЛЛ обычно состоит из трех этапов: индукция 

ремиссии, интенсивная постремиссионная терапия и долгосрочная 

поддерживающая терапия [32]. В каждой фазе пациенты получают курсы 

различных комбинаций препаратов, включая глюкокортикоиды, алкалоиды 

барвинка (винкристин), антрациклины (доксорубицин), антиметаболиты 

(цитарабин, меркаптопурин, метотрексат), алкилирующие агенты 

(циклофосфамид) и L-аспарагиназу. Объем получаемой пациентами терапии может 

определяться как одними только инициальными риск-стратифицирующими 

факторами (возрастом пациента, количеством лейкоцитов, наличием или 

отсутствием поражения центральной нервной системы (ЦНС), размером селезенки, 

отдельными генетическими или иммунофенотипическими особенностями 

опухолевых клеток), так и показателями ответа в процессе лечения (прежде всего 

величиной МОБ, определяемой различными методами). Значительное внимание 

отводится профилактике поражения ЦНС. 

Кроме того, в случае низкой эффективности химиотерапии ОЛЛ (особенно в 

рецидиве заболевания) активно используется ТГСК. Лечебный эффект достигается 

путем прямой цитотоксичности химио/химиолучевой терапии, применяемой на 

этапе кондиционирования, а также противолейкемической активностью самого 

трансплантата (реакция «трансплантат против лейкемии») [53].  

ТГСК широко применяется для пациентов с ОЛЛ высокого риска, 

стратифицированных как в момент диагноза на основании инициальных данных 

(прежде всего это касается наличия специфических цитогенетических аномалий), 

так и по причине медленного ответа на стандартную терапию. В то время как ТГСК 
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по-прежнему воспринимается как стандартная консолидирующая терапия, 

предотвращающая рецидивы у многих взрослых пациентов с Ph-негативным ОЛЛ 

[54], роль ТГСК при детском ОЛЛ постоянно пересматривается по мере появления 

новых терапевтических опций, в частности таргетной терапии. С одной стороны, 

исследования в области секвенирования генома привели к углублению знаний о 

молекулярных характеристиках лейкозов, что привело к улучшению 

стратификации на группы риска и идентификации целевых генетических аномалий 

[55]. С другой стороны, впечатляющие клинические результаты в лечении В-

линейного ОЛЛ были получены с помощью иммунотерапевтических подходов [56-

58]. Таким образом, роль ТГСК при ОЛЛ у детей, вероятно, будет продолжать 

пересматриваться по мере развития биологии, химиотерапии, иммунотерапии и 

трансплантологии. 

Протоколы интенсивной ПХТ, внедренные на настоящий момент в 

клиническую практику, позволяют добиться достижения 5-ти летней БСВ у детей 

на уровне 90% и выше [14, 34, 35, 37, 59]. Несмотря на снижение кумулятивного 

риска рецидива и соответствующее увеличение БСВ, ОВ в более новых и 

предшествующих им протоколах лечения практически перестала расти [2]. Это 

говорит о том, что интенсивность традиционной ПХТ доведена до предела 

переносимости. Соответственно, дальнейшая интенсификация может привести 

лишь к минимальному улучшению общих результатов при усилении побочных 

эффектов [2]. Таким образом, для дальнейшего улучшения результатов лечения и 

качества жизни детей с В-линейным ОЛЛ требуются новые терапевтические 

подходы с использованием таргетных препаратов. 

 

1.2 CD19-ʥʘʧʨʘʚʣʝʥʥʘʷ ʠʤʤʫʥʦʪʝʨʘʧʠʷ ʚ ʣʝʯʝʥʠʠ ɺ-ʣʠʥʝʡʥʦʛʦ ʆʃʃ 

 

1.2.1 ɺʠʜʳ ʠʤʤʫʥʦʪʝʨʘʧʠʠ, ʤʠʰʝʥʠ ʜʣʷ ʚʦʟʜʝʡʩʪʚʠʷ ʥʘ ʢʣʝʪʢʘʭ ɺ-ʣʠʥʝʡʥʦʛʦ 

ʆʃʃ 

Последнее десятилетие ознаменовалось наступлением эры таргетной 

терапии в области лечения онкологических заболеваний [5]. 
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Иммунотерапевтические препараты обладают направленным действием, 

существенно снижающим вероятность возникновения побочных эффектов по 

сравнению с ПХТ, что делает их перспективной терапевтической опцией для 

улучшения результатов лечения пациентов. 

В настоящее время для лечения В-линейного ОЛЛ используются 

моноспецифические (ритуксимаб) и биспецифические антитела (блинатумомаб), 

CAR-Т-клетки и конъюгаты антитело-лекарство (инотузумаб озогамицин) [60]. В 

качестве мишеней используются поверхностные белки, экспрессирующиеся на 

опухолевых клетках у подавляющего большинства пациентов с В-линейным ОЛЛ 

– CD19 и (реже) CD22.  Являясь высоко специфическими В-линейными 

антигенами, в норме данные маркеры экспрессируются почти исключительно 

клетками В-лимфоцитарного звена гемопоэза, а также гемопоэтическими 

опухолевыми клетками данной линии дифференцировки [60], что позволяет 

проводить таргетную терапию с минимальным ущербом для клеток остальных 

органов и систем организма пациента.  

Таргетные препараты против CD20-позитивных клеток (ритуксимаб), 

активно использующиеся в онкогематологической практике у взрослых пациентов, 

в том числе и при ОЛЛ [61-64], не нашли широкого применения у детей с В-

линейным ОЛЛ, их роль чаще всего ограничивается использованием в качестве 

одного из элементов терапии в кондиционировании перед ТГСК для профилактики 

развития посттрансплантационных лимфопролиферативных заболеваний, 

ассоциированных с Эпштейн-Барр вирусом [65, 66]. 

 

1.2.2 ɹʣʠʥʘʪʫʤʦʤʘʙ: ʤʝʭʘʥʠʟʤ ʜʝʡʩʪʚʠʷ, ʧʨʠʤʝʥʝʥʠʝ 

Т-лимфоциты играют решающую роль в контроле роста опухоли. Поскольку 

в Т-клетках отсутствуют рецепторы Fcγ, обычные антитела не могут рекрутировать 

Т-клетки после связывания с лейкозными клетками-мишенями. По этой причине 

был разработан альтернативный метод для повышения цитотоксического 

потенциала Т-лимфоцитов с использованием биспецифических антител, к которым 

относится блинатумомаб. Молекула блинатумомаба представляет собой генно-
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инженерную конструкцию из двух одноцепочечных вариабельных фрагментов 

антител различной специфичности, соединенных между собой неиммуногенным 

линкером [67]. Один вариабельный фрагмент имеет сродство к В-линейному 

маркеру CD19, второй – к эпсилон-цепи CD3 на поверхности Т-лимфоцитов [67]. 

Благодаря такой конструкции блинатумомаб способен рекрутировать Т-клетки 

организма пациента против клеток, несущих на своей поверхности CD19. Этот 

процесс запускает механизмы активации Т-лимфоцитов, их пролиферации, в итоге 

приводящие к осуществлению эффекторных функций в отношении CD19-

позитивных клеток, в том числе клеток В-линейного ОЛЛ [68]. 

Биспецифическое моноклональное антитело блинатумомаб активно 

используется как элемент терапии в большом количестве современных протоколов 

лечения детей с В-линейным ОЛЛ. В особенности это касается лечения рецидивов 

и рефрактерных форм заболевания. Первыми описаниями применения 

блинатумомаба в детской онкогематологии были две небольшие серии случаев у 

пациентов с рецидивом В-линейного ОЛЛ после аллогенной ТГСК. R. 

Handgretinger et al.  в группе из трех пациентов показали возможность достижения 

полной КГР при использовании блинатумомаба в рецидиве после ТГСК [69]. 

Позднее в расширенном исследовании среди девяти пациентов, получавших 

блинатумомаб по поводу рецидива после ТГСК, шестеро достигли полного ответа 

[70]. 

Блинатумомаб зарекомендовал себя как эффективное средство терапии у 

пациентов, у которых не удается достичь КГР при помощи стандартных 

химиотерапевических схем лечения. A. von Sackelberg et al. в группе пациентов с 

более чем 25% бластов в КМ показали, что 39% пациентов (27 из 70) достигли КГР 

в течении двух первых курсов блинатумомаба, при этом у 14 из них удалось 

добиться МОБ-негативности [6].  

F. Locatelli et al. также сравнили эффективность блинатумомаба с 

эффективностью традиционной стандартной терапии в трех исторических группах 

сравнения из Северной Америки, Австралии и Европы (TACL, AIEOP, BFM). 

Монотерапия блинатумомабом ассоциировалась с более продолжительной ОВ и 
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тенденцией к более высокой частоте достижения КГР по сравнению с 

традиционной терапией [71]. 

Одновременно с этим были опубликованы результаты по безопасности и 

эффективности блинатумомаба в исследовании для пациентов с низким 

содержанием бластов до терапии [72]. Из 110 пациентов, включенных в 

исследование, 69 пациентов (63%) достигли КГР за первые два курса терапии 

блинатумомабом; у 45 из них (65%) была проведена аллогенная ТГСК. На 

основании исследования было установлено, что для пациентов с более низким 

содержанием бластов до проведения курса блинатумомаба характерна более 

высокая частота полного ответа на иммунотерапию [72]. Была также отмечена 

тенденция к улучшению ОВ и безрецидивной выживаемости у пациентов, 

получавших аллогенную ТГСК после блинатумомаба, по сравнению с теми, кому 

ТГСК не была проведена [72]. Полученные результаты подтверждаются также и 

другими исследовательскими группами [73, 74]. 

Таким образом, в клинической практике блинатумомаб продемонстрировал 

хорошие результаты в лечении детей с рецидивами и рефрактерными формами В-

линейного ОЛЛ, показав высокую эффективность для достижения МОБ-

негативной ремиссии перед проведением ТГСК, особенно в условиях невысокой 

опухолевой нагрузки. 

Высокая эффективность и безопасность блинатумомаба является также 

причиной постепенного внедрения его в протоколы терапии детей с первичным В-

линейным ОЛЛ. Наиболее часто в этих протоколах иммунотерапия используется 

для усиления терапии при медленном МОБ-ответе на стандартное 

химиотерапевтические лечение (для пациентов группы стандартного риска в 

протоколе Детской онкологической группы (Children's Oncology Group, COG) 

(NCT03914625), пациентов групп низкого и стандартного риска в протоколе Total 

Therapy XVII  (NCT03117751), пациентов групп промежуточного и высокого риска 

в протоколе AIEOP-BFM ALL  2017 (NCT036432769), всех МОБ-позитивных перед 

ТГСК пациентов в протоколе Госпиталя Сеульского Национального Университета 

(Seoul National University Hospital) (NCT04604691). Модификация терапии с 
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помощью блинатумомаба также используется в некоторых генетических группах, 

например, для пациентов с синдромом Дауна, которые плохо переносят 

стандартные химиотерапевтические схемы лечения (протоколы Total Therapy XVII  

(NCT03117751), COG (NCT03914625), ALLTogether1 (NCT04307576)) [75]. 

Для пациентов с В-линейным ОЛЛ младше года, которые имеют значительно 

более низкие показатели выживаемости, чем более старшие пациенты [76], 

добавление одного или нескольких курсов блинатумомаба в первую линию 

терапии призвано интенсифицировать лечение и добиться МОБ-негативности 

перед проведением ТГСК, если она необходима (протоколы Interfant-21 

(NCT05327894), ALL -Baby-2021 (NCT05029531)) [77, 78]. 

Существует также совершенно иной подход к применению блинатумомаба в 

первом остром периоде, а именно в качестве замены некоторых элементов 

химиотерапевтического лечения с целью снижения токсичности у пациентов 

стандартной и промежуточной групп риска с быстрым МОБ-ответом, для которых 

показана высокая эффективность лечения даже по протоколам со сниженной 

интенсивностью [14]. Данный подход нашел применение в протоколе ОЛЛ-МБ 

2019 Пилот (NCT04307576), который предусматривает использование одного 28-

дневного курса блинатумомаба после индукционной терапии, целиком заменяя тем 

самым классическую химиотерапевтическую консолидацию на иммунотерапию у 

пациентов, достигших КГР к моменту окончания этапа индукции (36-й день 

терапии) (при МОБ<5%). Такая схема применения блинатумомаба направлена не 

только на элиминацию МОБ у МОБ-позитивных на 36-й день терапии пациентов, 

но и на углубление МОБ-негативной ремиссии у тех пациентов, которые достигли 

МОБ-негативности еще до курса иммунотерапии. Предполагается, что данный 

метод позволит добиться высокой эффективности даже в условиях сильно 

редуцированной поддерживающей терапии (6-меркаптопурин и метотрексат на 

протяжении одного года). 

Обнадеживающие результаты уже проведенных исследований, относительно 

хорошая переносимость, а также возможность широкого распространения 
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блинатумомаба позволяют предполагать, что данный препарат на ближайшие 

десятилетия станет обязательным элементом противолейкемической терапии. 

 

1.2.3 CD19 CAR-T ʢʣʝʪʢʠ: ʚʠʜʳ, ʤʝʭʘʥʠʟʤ ʜʝʡʩʪʚʠʷ, ʧʨʠʤʝʥʝʥʠʝ 

CAR-T представляют собой синтетические гибридные рецепторы, состоящие 

из внеклеточного домена, отвечающего за распознавание антигена, обычно 

получаемого из одноцепочечного вариабельного фрагмента ИГ, шарнирной 

области, трансмембранного домена и внутриклеточного домена эпсилон-цепи CD3 

ТКР [60]. Существует несколько поколений и модификаций CAR-T. Следует 

отметить, что, хотя каждое последующее поколение CAR-Т клеток имеет 

дополнительные определенные трансмембранные домены или домены рецептора 

интерлейкина, простое добавление какого-либо из них не обязательно приводит к 

формированию более эффективной конструкции. Важным для модификации 

является уравновешивание активационных процессов посредством активации 

трансмембранных малых молекул с целью управления цитотоксической 

активностью и ограничения общей токсичности, такой как синдром выброса 

цитокинов и нейротоксичность [79, 80]. 

CAR-T клетки первого поколения первоначально содержали только 

активационный домен эпсилон-цепи CD3, что приводило к слабой пролиферации 

и персистенции in vivo из-за недостаточной активации клеток [81]. 

Последующие поколения конструкций добавляли одну (2-е поколение) или 

две (3-е поколение) костимулирующие молекулы к внутриклеточному домену для 

дальнейшего усиления передачи сигналов активации Т-клеток, наиболее 

распространенными из которых были CD28, 4-1BB (CD137) и/или OX40. CAR-Т 

четвертого поколения также содержат в себе дополнительные факторы, такие как 

рецепторы цитокинов, для дальнейшей стимуляции противоопухолевой 

активности и подавления маркеров истощения CAR-T [82-84]. Также активно 

ведется разработка CAR-T 5-го поколения, в которых предусмотрена вставка цепей 

рецепторов интерлейкина-2 вместе с костимулирующими доменами, чтобы 

облегчить передачу цитокиновых сигналов посредством активации JAK-STAT 
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сигнального каскада. Предполагается, что такая конструкция будет не только 

способствовать антиген-зависимой активации и генерированию Т-клеток памяти, 

но также поможет в осуществлении стойкой эффекторной функции против клеток-

мишеней из-за множественной активации костимулирующих доменов [85]. 

CAR-T терапия нашла своё применение при лечении рецидивов и 

рефрактерных форм широкого спектра онкогематологических заболеваний, таких 

как ОЛЛ, хронический лимфолейкоз, неходжкинские лимфомы [86]. Результаты 

одного из первых крупных исследований по применению CD19 CAR-T у детей и 

взрослых с В-линейным ОЛЛ было опубликовано S.L. Maude et al. в 2016 году. 

Клеточную терапию получили 30 пациентов, 27 из них достигли КГР, включая двух 

человек, рефрактерных к блинатумомабу, и 15 пациентов после предшествующей 

ТГСК [8]. 6-месячная ОВ при временном отрезке наблюдения в 24 месяца в данном 

исследовании составила 78%, БСВ – 67% [8]. 

Один из ключевых вопросов применения CD19 CAR-T клеток касается 

оптимальных условий проведения терапии, а именно дозы клеток, времени 

персистенции, пиковой концентрации CAR-T в крови для достижения 

максимального ответа при минимальных нежелательных эффектах. Так, 

исследование, проведенное Национальным институтом рака США (NCI) в когорте 

20 детей и молодых взрослых, показало, что для достижения противоопухолевого 

эффекта отсутствует необходимость в продолжительной персистенции CAR-T 

клеток, а более короткое время персистенции может иметь преимущества за счет 

более короткого периода В-клеточной аплазии [84]. Кроме того, в исследовании 

показана взаимосвязь активной экспансии CAR-T лимфоцитов с усилением 

токсических эффектов, таких как синдром выброса цитокинов и нейротоксичность 

[84]. 

Несмотря на некоторое улучшение результатов лечения рецидивов и 

рефрактерных форм В-линейного ОЛЛ при помощи CD19 CAR-T клеток, на их 

эффективность для достижения КГР и МОБ-негативности, данный тип 

иммунотерапии часто не позволяет добиться стойкого продолжительного ответа 

ввиду высокой частоты развития рецидивов. В фазе II  исследования ELIANA с 
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участием 75 детей и молодых взрослых пациентов с В-линейным ОЛЛ, получавших 

CD19 CAR-T, 81% пациентов достигли полной КГР, все они сохраняли МОБ-

негативность в течение трех месяцев [87]. ОВ составила 90% и 76%, а БСВ — 73% 

и 50% через 6 и 12 месяцев соответственно [87]. Таким образом, существует 

необходимость в модификации терапии путем разработки новых конструкций 

CAR-T и/или подбора методов лечения для консолидации ремиссии после CAR-T. 

Одним из способов модификации CAR-T терапии стала возможность 

таргетирования одновременно двух разных антигенов на поверхности опухолевых 

клеток. Данная технология направлена прежде всего на преодоление проблемы 

потери одного из таргетируемых антигенов с поверхности клеток как одного из 

механизмов резистентности к действию CAR-T. Наиболее часто в данной 

модификации CAR-T в качестве мишеней используется сочетание CD19 и CD22. 

Клеточный продукт может состоять как из Т-клеток, несущих одновременно 

рецепторы к обоим В-линейным антигенам, так и из смеси моноспецифичных к 

каждому из этих маркеров в отдельности лимфоцитов [88-90].  

Ещё одним перспективным направлением в развитии CAR-T является 

разработка так называемых универсальных CAR-T: взятые у здоровых доноров 

лимфоциты подвергаются модификации ДНК при помощи нуклеаз TALEN. Данная 

технология активно используется с целью блокировки экспрессии генов белков, 

которые связаны с развитием реакции «трансплантат против хозяина» (РТПХ) [91]. 

Так, в исследовании на смешанной когорте пациентов (7 детей и 14 взрослых) с 

применением универсальных CAR-T к CD19 была показана сравнительно высокая 

частота достижения КГР на 28-е сутки после введения (67%) и 6-ти месячная ОВ 

(55%) при невысокой частоте развития системных токсических эффектов (синдром 

выброса цитокинов и нейротоксичность высокой степени) и РТПХ (всего два 

пациента имели кожные проявления реакции первой степени) [92]. 

Вопрос улучшения результатов применения CAR-T терапии В-линейного 

ОЛЛ (а именно увеличения продолжительности ремиссии) при помощи ТГСК 

также активно изучается. Несмотря на то, что пациенты, у которых ТГСК была 

проведена после инфузии CAR-T, имеют более высокие шансы достижения 
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стойкой длительной ремиссии [93], ведется активная дискуссия о необходимости 

проведения консолидирующей ТГСК у пациентов, достигнувших ремиссии уже 

после CAR-T. Так, в исследовании N.N. Shah et al. показано, что в когорте детей, 

подростков и молодых взрослых, достигших МОБ-негативности после CD19 CAR-

T, все пациенты, не получившие последующую ТГСК, рецидивировали в среднем 

через 152 дня после клеточной терапии, в то время как пациенты, подвергшиеся 

ТГСК, имели 5-летнюю БСВ в 61,9% [9]. По результатам исследования ELIANA  

сообщалось, что наибольшего улучшения результатов CD19 CAR-T терапии при 

помощи ТГСК можно добиться в группе пациентов с быстрым снижением 

количества персистирующих CAR-T клеток и пациентов, которые ранее не были 

трансплантированы [94]. Несмотря на перспективность использования комбинации 

CAR-T и ТГСК с точки зрения углубления ремиссии, необходимо подчеркнуть 

высокую токсичность ТГСК, с которой связан риск развития долгосрочных 

посттрансплантационных побочных эффектов вплоть до развития вторичных 

злокачественных новообразований или смерти [95]. По этой причине вопрос о 

необходимости проведения трансплантации после CAR-T на данный момент 

остается открытым. 

CAR-T терапия, сочетающая в себе свойства клеточного и таргетного 

терапевтического агента, обладает большим потенциалом в лечении ОЛЛ. Тем не 

менее существует ряд серьезных нежелательных эффектов, таких как синдром 

выброса цитокинов, нейротоксичность, требующих серьезной доработки 

технологии. Разработка более совершенных конструкций CAR-T, комбинирование 

их с другими типами терапии, например, с ТГСК, может быть использована как 

эффективный метод лечения В-линейного ОЛЛ в случае неэффективности 

стандартной ПХТ. 

 

1.2.4 ʄʝʭʘʥʠʟʤʳ ʨʝʟʠʩʪʝʥʪʥʦʩʪʠ ʢʣʝʪʦʢ ɺ-ʣʠʥʝʡʥʦʛʦ ʆʃʃ ʢ ʠʤʤʫʥʦʪʝʨʘʧʠʠ 

Внедрение в клиническую практику блинатумомаба и CD19 CAR-T 

позволило добиться повышения эффективности терапии В-линейного ОЛЛ, 

прежде всего у пациентов с рецидивами и рефрактерными формами заболевания 
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[6, 8, 84, 96]. Однако, как отмечается во многих исследованиях, несмотря на 

высокий уровень ответа на иммунотерапию, у части больных происходят рецидивы 

[21, 97]. С точки зрения экспрессии на поверхности опухолевых клеток 

таргетируемого антигена, после CD19-направленной иммунотерапии могут 

наблюдаться два возможных типа рецидивов: CD19-позитивные и CD19-

негативные. 

В случае применения технологии CAR-T, причиной CD19-позитивных 

рецидивов после иммунотерапии чаще всего является недостаточный уровень 

активации, пролиферации и персистенции CAR-Т клеток, что критически важно 

для эффективности данного типа терапии [68]. Данная причина может быть связана 

с технологическими нюансами производства клеточного продукта (низкое число 

произведенных эффекторных клеток, субпопуляционный дисбаланс Т-клеточного 

продукта, использование костимуляторного домена определенного типа и т.д. [98]), 

слишком высокой опухолевой нагрузкой перед проведением терапии [99], а также 

иммуносупрессорным влиянием микроокружения КМ на CAR-T лимфоциты [98]. 

Основными причинами CD19-позитивных рецидивов после блинатумомаба 

являются большая масса опухоли до терапии и недостаточное для терапевтических 

целей количество эффекторных Т-клеток [100]. 

В случае CD19-негативных рецидивов в литературе описано несколько 

основных механизмов развития:  

1. Появление de novo [101] или изначальное существование [102] на 

поверхности лейкозных клеток дефектного белка CD19, который не распознается 

CAR-T и блинатумомабом. Данный механизм реализуется за счет возможностей 

альтернативного сплайсинга или возникающих в процессе терапии мутаций в гене 

белка CD19. 

2. Селекция в процессе терапии CD19-негативных опухолевых клеток, 

которые существовали до таргетного воздействия [103].  

3. Переключение линии опухолевых клеток с лимфоидной на 

миелоидную либо вследствие селекции миелоидного клона при острых лейкозах со 

смешанным фенотипом (ОЛСФ) (является частным случаем вышеописанного 
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механизма), либо при образовании миелоидного клона de novo в процессе терапии 

[104].  

4. Нарушение транспорта молекулы CD19 на поверхность клеток, часто 

связанное с дефицитом белка CD81, который опосредует данный процесс [105]. 

CD19-негативные рецидивы после таргетной терапии имеют худший 

прогноз, их дальнейшая терапия является одной из самых трудноразрешимых 

задач, так как дальнейшее применение CD19-направленных терапевтических 

агентов в таких случаях не эффективно [106]. Именно по данной причине 

определение статуса CD19 на опухолевых клетках после таргетной терапии имеет 

критически важное значение. 

 

1.3 ʄʠʥʠʤʘʣʴʥʘʷ ʦʩʪʘʪʦʯʥʘʷ ʙʦʣʝʟʥʴ (ʄʆɹ) ʧʨʠ ɺ-ʣʠʥʝʡʥʦʤ ʆʃʃ 

 

1.3.1 ʄʆɹ ʢʘʢ ʢʨʠʪʝʨʠʡ ʦʪʚʝʪʘ ʥʘ ʪʝʨʘʧʠʶ, ʩʦʚʨʝʤʝʥʥʳʝ ʤʝʪʦʜʳ ʤʦʥʠʪʦʨʠʥʛʘ 

ʧʨʠ ʆʃʃ 

Ответ на ПХТ является самым значимым прогностическим фактором при 

ОЛЛ у детей, значение элиминации лейкемических бластов на ранних этапах 

лечения подтверждено большим количеством исследований [107, 108]. Количество 

бластных клеток в периферической крови на 8-й день, доля бластов в КМ на 15-й 

день и достижение ремиссии в конце индукционной терапии являются ключевыми 

предикторами риска развития рецидива [109-111], ввиду чего большинство 

исследовательских групп модифицируют лечение в соответствии с этими важными 

показателями.  

Одним из важных критериев ответа ОЛЛ на терапию является уровень МОБ 

на определенных этапах лечения [112]. Под МОБ понимают популяцию 

опухолевых клеток, которая персистирует в организме после достижения клинико-

гематологической ремиссии, при этом объем её находится за пределом 

чувствительности световой микроскопии [32]. Оценка эффективности терапии 

путем определения МОБ является одним из самых важных прогностических 

факторов и используется в онкогематологической практике уже более двадцати 
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лет, зачастую являясь неотъемлемой частью протоколов лечения [3, 13, 14, 113, 

114].  

Точный количественный мониторинг МОБ у больных с В-линейным ОЛЛ 

возможен только с использованием современных высокочувствительных методов 

лабораторной диагностики. Одним из способов определения МОБ является 

выявление результатов перестройки генов ИГ или ТКР методом ПЦР-РВ с 

использованием пациент-специфических систем. Данный метод хорошо 

стандартизован, обладает высокой чувствительностью (до 1 на 105) [15], применим 

для большинства пациентов [115]. Однако, определение МОБ путем выявления 

продуктов перестройки генов ИГ/ТКР с помощью ПЦР-РВ – относительно дорогой 

многоэтапный метод исследования, требующий больших затрат труда и времени, 

по причине чего он не смог найти повсеместное клиническое применение. 

Еще одним способом применения ПЦР для определения МОБ является 

выявление специфического для данного ОЛЛ ХГ (ХГ-ПЦР) или его транскрипта 

(ХТр-ПЦР). Технология основана на детекции стабильной в процессе терапии 

мишени с использованием стандартизированных тест-систем, требует, по 

сравнению с вышеописанной методикой, меньших экономических затрат, при этом 

так же обладает высокой чувствительностью (до 1 на 106) [116]. Несмотря на 

значительные преимущества метода, он не может быть применен для многих 

пациентов, так как наличие ХГ отмечается менее чем в половине случаев ОЛЛ [15]. 

В последние годы активно изучается возможность рутинного использования 

ВПС в качестве метода мониторинга МОБ. Соединение технологии поиска 

пациент-специфических перестроек ИГ/ТКР с ВПС (чувствительность 1 на 106 и 

потенциально выше) [117] открывает новые перспективы определения глубины 

ремиссии. По сравнению с ПЦР-РВ, ВПС позволяет исследовать больший 

клональный репертуар опухолевой популяции и, соответственно, определять при 

мониторинге в том числе минорные клоны [117].  На данный момент технология 

определения МОБ методом ВПС одобрена для клинического применения в США 

[118], для более широкого её распространения необходимы меры по 

стандартизации, доработка аналитического программного обеспечения, а также 
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детальное исследование клинической значимости результатов в рамках 

многоцентровых исследований. 

Описанные выше методы определения МОБ основаны на технологиях 

исследования нуклеиновых кислот. Принципиально иной подход к поиску 

остаточной опухоли используется при применении для этой цели проточной 

цитометрии. Выделение лейкемических клеток данным методом основано на 

оценке профиля экспрессии белковых молекул на мембране и в цитоплазме. 

Данный метод имеет более низкую рутинную чувствительность (обычно до 1 на 

104-5), однако, благодаря относительно низким затратам времени на выполнение 

анализа, применимости для большинства пациентов и финансовой доступности он 

широко распространен в онкогематологии. 

 

1.3.2 ʇʨʠʥʮʠʧ ʤʝʪʦʜʘ ʧʨʦʪʦʯʥʦʡ ʮʠʪʦʤʝʪʨʠʠ 

Проточная цитометрия основана на измерении оптических характеристик 

отдельных клеток биологического образца, проходящих через лазерный луч одна 

за другой в потоке жидкости. В современных цитометрах реализуется так 

называемый принцип «гидродинамического фокусирования»: клеточная суспензия 

под давлением подается в центр ламинарного потока проточной жидкости, 

благодаря чему клетки в потоке выстраиваются друг за другом. Снятие оптических 

показаний происходит в проточной кювете, в которой клетки пересекают лазерный 

луч. Параметры светорассеяния и флуоресценции регистрируются при помощи 

фотоэлектронных умножителей, переводящих данные в электрические сигналы, 

которые в дальнейшем преобразуются компьютерным программным обеспечением 

в удобный для анализа формат гистограмм, графиков и таблиц [119]. 

Каждый регистрируемый детекторами параметр отражает определенные 

свойства исследуемой клетки. Показатели светорассеяния помогают судить о 

размерах клеток и их внутриклеточных структур. Параметр прямого 

светорассеяния (forward scatter, FSC), определяемый под малым углом по 

отношению к направлению лазерного луча, помогает косвенно оценить размер 

объекта больше длины волны излучения лазера, то есть самой клетки. Таким 
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образом, чем больше размер клетки, тем больше угол рассеяния и величина FSC. 

Параметр бокового светорассеяния (side scatter, SSC), регистрация которого 

производится под прямым углом к направлению лазерного луча, дает информацию 

о размере и количестве внутриклеточных компонентов. Наличие большого 

количества клеточных органелл, размер которых меньше длины волны излучения 

лазера, приводит к значительному рассеянию света под углом 90° и детекции 

высокого показателя SSC; для клеток, имеющих малое количество 

внутриклеточных структур, свойственно низкое значение SSC [119]. 

Для изучения уровня экспрессии отдельных антигенов на мембране и в 

цитоплазме клеток используются специфичные к ним антитела, меченные 

флуоресцентными красителями. При окрашивании нативного биологического 

материала происходит специфическое связывание антигенных детерминант с 

меченными антителами, при этом не связавшийся с клеточными компонентами 

антитела удаляются из образца в ходе процедуры отмывки. При прохождении 

клетки со связавшимся антителом через лазерный луч флуоресцентная метка 

испускает световое излучение определенной длины волны, которое далее 

регистрируется детекторами флуоресценции проточного цитометра. Получаемая 

интенсивность флуоресценции пропорциональна количеству комплексов антиген-

антитело и, соответственно, количеству молекул исследуемого маркера на клетке. 

Использование нескольких лазеров разной длины волны излучения и антител 

с различными флуоресцентными метками позволяет одновременно оценивать 

экспрессию нескольких клеточных антигенов. Базовыми флуоресцентными 

красителями, используемыми в цитометрии, являются фикоэритрин (PE), 

аллофикоцианин (APC), флуоресцеин изотиоцианат (FITC), перидининхлорофилл 

протеин (PerCP). В практике также нашли активное применение тандемные 

красители, в которых реализовано явление флуоресцентного резонансного 

переноса энергии [120]: они состоят из донорного вещества, возбуждаемого 

монохроматическим излучением лазера, и акцепторного соединения, 

принимающего энергию возбуждения от донорной молекулы и в результате 

испускающего флуоресцентное излучение определенной длины волны. 



30 
 

Использование тандемных красителей позволяет увеличивать количество 

одновременно детектируемых параметров флуоресценции без увеличения 

количества возбуждающих лазеров [121]. Также для проточной цитометрии 

разработаны специальные органические полимерные флуоресцентные метки, 

которые способны поглощать энергию и генерировать в результате 

флуоресцентное излучение со сравнительно высоким коэффициентом экстинкции 

[122]. 

Благодаря широкому спектру доступных флуорохромов и оснащению 

современных проточных цитометров, используемых в рутинной лабораторной 

гематологической практике, несколькими детекторами флуоресценции, стало 

возможным одновременно регистрировать от 6 до 13 флуоресцентных параметров. 

Такая проточная цитометрия называется многоцветной или 

мультипараметрической. Возможность одновременной детекции большого числа 

параметров флуоресценции позволяет проводить полноценное исследование 

экспрессии белковых молекул на клетках даже в условиях малого количества 

биоматериала, доступного для процедуры. При этом многоцветный подход требует 

особо тщательной настройки оборудования и грамотно подобранных сочетаний 

антитело-флуорохром внутри одной диагностической панели. 

 

1.3.3 ʆʩʥʦʚʥʳʝ ʧʦʜʭʦʜʳ ʢ ʦʧʨʝʜʝʣʝʥʠʶ ʄʆɹ ʧʨʠ ɺ-ʣʠʥʝʡʥʦʤ ʆʃʃ ʧʦʩʣʝ 

ʩʪʘʥʜʘʨʪʥʦʡ ʭʠʤʠʦʪʝʨʘʧʠʠ 

Определение МОБ при В-линейном ОЛЛ методом МПЦ основано на 

принципе, согласно которому нормальные В-линейные клетки КМ (ВП, 

плазмоциты, зрелые В-лимфоциты) демонстрируют повторяющиеся от пациента к 

пациенту закономерности экспрессии определенных антигенов, которые чаще 

всего хорошо известны и изучены, в то время как опухолевые клетки ОЛЛ чаще 

всего имеют отличающийся от нормального профиль экспрессии маркеров, 

уникальный для каждого отдельного случая заболевания [123]. Из этого принципа 

следуют два основных метода определения МОБ: поиск клеток с инициально 

выявленным ЛАИФ и поиск клеток, отличных от нормальных. В первом случае 
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детекция опухолевых клеток в образце осуществляется на основании полученных 

на момент инициальной диагностики знаний о ЛАИФ – сумме фенотипических 

аберраций клеток В-линейного ОЛЛ, которые отличают их от нормальных В-

клеток. К ЛАИФ при В-линейном ОЛЛ относятся [16, 124, 125]:  

1. гиперэкспрессия антигена – экспрессия выше, чем на нормальных 

клетках данной линии гемопоэза, экспрессирующих данный антиген (например, 

CD34, CD10, CD58); 

2. сниженная экспрессия антигена – более слабая экспрессия антигена, 

чем на нормальных клетках данной линии гемопоэза (например, CD45); 

3. асинхронная экспрессия антигена – наличие на клетках одновременно 

маркеров более ранней и более поздней стадии дифференцировки (например, 

одновременная яркая экспрессия CD34 и CD20);  

4. коэкспрессия антигенов другой линии (например, CD33, CD7);    

5. гомогенная экспрессия – отсутствие типичного для нормального 

созревания гетерогенного распределения клеток по экспрессии антигенов;  

6. эктопическая экспрессия – появление в КМ клеток с 

иммунофенотипом, в норме не встречающимся в КМ.  

Выявленные до терапии особенности ЛАИФ далее применяются для поиска 

таких же клеток в процессе мониторинга МОБ. Подход удобен для использования 

при наличии инициальных диагностических данных и абсолютно не применим в 

случае отсутствия таковых. Кроме того, проводимая терапия может индуцировать 

изменение иммунофенотипа опухоли, а также вызывать некоторые изменения в 

пуле нормальных В-клеток КМ [19, 126], что затрудняет использование подхода в 

его классическом виде. 

Второй подход к определению МОБ заключается в поиске в образце клеток, 

которые по своему иммунофенотипу отличаются от нормальных В-клеток КМ 

[123]. Метод имеет ряд преимуществ перед ранее описанным, к которым относится 

возможность проведения исследования в случае отсутствия информации об 

инициальном ЛАИФ и учет при анализе возможных его изменений в процессе 

лечения. Тем не менее для использования такого подхода требуются обширные 
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знания о фенотипических особенностях нормальных клеток КМ, в том числе в 

зависимости от типа терапии и её этапа. 

Современные алгоритмы определения МОБ включают в себя как поиск 

клеток с инициальным ЛАИФ, так и поиск клеток, отличающихся от нормальных, 

так как данные подходы хорошо дополняют друг друга. Поиск опухолевых клеток 

при мониторинге В-линейного ОЛЛ ведется среди CD19-позитивных клеток КМ, 

т.е. в так называемом В-клеточном регионе анализа. Чувствительность анализа 

зависит от количества проанализированных клеток, особенностей используемой 

панели антител, этапа и типа терапии, а также степени иммунофенотипического 

отличия лейкозных бластов от нормальных В-линейных клеток образца [127].  

Ввиду широкой доступности многоцветных проточных цитометров, а также 

большого спектра антител для них, в настоящее время большинство алгоритмов 

поиска МОБ при В-линейном ОЛЛ рассчитано на использование не менее чем 6-

цветной панели антител [128, 129]. 

 

1.3.4 ʆʩʦʙʝʥʥʦʩʪʠ ʤʦʥʠʪʦʨʠʥʛʘ ʄʆɹ ʧʨʠ ɺ-ʣʠʥʝʡʥʦʤ ʆʃʃ ʧʦʩʣʝ ʪʘʨʛʝʪʥʦʡ 

ʪʝʨʘʧʠʠ 

Появление CD19-направленнлой терапии и её активное внедрение в 

клиническую практику для лечения пациентов не только с рецидивами и 

рефрактерными формами, но и первичным В-линейным ОЛЛ, стало причиной 

возникновения трудностей при мониторинге МОБ методом МПЦ, так как данный 

тип терапии способен спровоцировать частичную или полную потерю CD19 с 

поверхности опухолевых клеток [21]. По этой причине экспрессия CD19 при 

данном типе терапии не может быть использована для выделения В-клеточного 

региона в процессе анализа цитометрических данных. Кроме того, CD19-

направленная иммунотерапия может приводить к изменению экспрессии других 

маркеров, используемых в классических алгоритмах определения МОБ, и даже 

стать причиной смены линейной принадлежности лейкемических клеток [104, 130, 

131]. Использование более чувствительных методов, таких как ВПС и пациент-

специфические системы ПЦР, могут в данном случае являться удобными 
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технологиями для обнаружения МОБ, так как они не зависят от изменения профиля 

экспрессии антигенов. Тем не менее, кроме высокой стоимости исследований, 

которая снижает вероятность широкого распространения данных методов, 

мониторинг МОБ с помощью ВПС и ПЦР имеет ряд недостатков с точки зрения 

применимости их результатов в клинической практике. Данные методы не могут 

дать количественную оценку содержания опухолевых клеток и описать 

особенности вновь появившейся лейкемической популяции, в частности профиль 

экспрессии тех или иных маркеров, что крайне необходимо для формирования 

тактики дальнейшей терапии. Ответить на данные клинически важные вопросы 

может только МПЦ, ввиду чего существует острая необходимость в создании 

эффективного подхода к мониторингу МПЦ-МОБ для пациентов после CD19-

направленной иммунотерапии В-линейного ОЛЛ. 

На настоящий момент существует ряд публикаций, в которых предлагаются 

различные подходы к определению МОБ при В-линейном ОЛЛ после воздействия 

CD19-направленной терапии. Модификация методики мониторинга МОБ в них 

сводится к одному из двух основных принципов: изменению набора антител в 

панели либо разработке альтернативного алгоритма анализа данных, но на 

основании классической панели антител.  

Расширение панели антител для мониторинга МОБ направлено прежде всего 

на поиск замены таргетируемого антигена CD19 для выделения В-клеток на 

точечных графиках в процессе анализа данных. В результате исследования, 

проведенного S. Cherian et al., было предложено использовать панель из восьми 

маркеров без CD19, содержащую CD22, CD24, CD66b, CD10, CD34, CD38, CD20, 

CD45 [25]. Поиск опухолевой популяции, согласно данной методике, должен 

проводиться среди CD22(+)CD66b(-) или CD24(+)CD66b(-) клеток: выделение 

«широкого В-региона» по экспрессии В-линейных маркеров CD22 или CD24 с 

дальнейшим исключением из данного региона CD66b-позитивных нейтрофилов. 

Данный подход показал высокую эффективность в отношении поиска как CD19-

позитивных, так и CD19-негативных клеточных популяций, продемонстрировал 

хорошую корреляцию со стандартным цитометрическим анализом МОБ [25]. 
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Однако, авторы отмечают, что в 20% случаев лейкемические клетки не 

экспрессировали CD24 [25], что говорит о невозможности применения его как 

универсального маркера в стратегии анализа. В отличии от CD24, экспрессия CD22 

наблюдалась на абсолютном большинстве клеток В-линейного ОЛЛ [25]. 

Эффективность использования CD22 в алгоритме анализа для поиска CD19-

негативных опухолевых клеток показана также в публикации E. Mejstrikova et al. 

[22]. Несмотря на это, в ряде исследований показано, что у пациентов с наличием 

перестройки 11q23 (ген KMT2A) опухолевые популяции в большом проценте 

случаев могут иметь сниженную экспрессию CD22 или демонстрировать полное 

отсутствие маркера на своей поверхности [132]. Кроме того, в случае применения 

в комбинации с CD19-направленной терапией таких препаратов, как инотузумаб 

озогамицин, который является конъюгатом антитела против CD22 и 

химиотерапевтического средства, также возможно снижение экспрессии CD22 на 

поверхности опухолевых клеток [133].  

В качестве маркера для выделения на графиках региона В-клеток может быть 

также использован iCD79a. Он является одним из наиболее ранних и 

высокоспецифических В-линейных антигенов [134], отмечена его экспрессия в 

опухолевых клетках В-линейного ОЛЛ у пациентов с CD19-негативными 

рецидивами после таргетной терапии [22, 135]. Алгоритм, предложенный S. 

Cherian, в случае применения таргетной терапии одновременно к CD19 и CD22 

предполагает выделение В-клеток на графиках именно на основании экспрессии 

iCD79a [136]. Тем не менее одиночное использование iCD79a в алгоритме анализа 

сопряжено с некоторыми техническими сложностями, которые связаны с 

трудностью достижения стабильно качественного цитоплазматического 

окрашивания, а также дополнительной потерей клеток в результате 

пробоподготовки. Также в исследовании K. Ghodke отмечено, что в некоторых 

случаях CD19-негативных рецидивов клетки В-линейного ОЛЛ гетерогенно 

экспрессируют iCD79a [137], что ограничивает возможности использования 

маркера в целях поиска МОБ. 
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Альтернативные пути выделения В-клеточного региона на точечных 

графиках сопряжены с некоторыми особенностями попадающих в анализ 

нормальных клеточных популяций КМ, которые при использовании CD19 

остаются за пределами В-линейного региона. Прежде всего это касается очень 

ранних нормальных CD19(-) ВП, которые экспрессируют CD22 и iCD79a [134]. 

Отсутствие CD19 на поверхности CD19(-) ВП имеет важное значение для 

определения МОБ методом проточной цитометрии, так как данные клетки могут 

быть ложно интерпретированы исследователями как CD19-негативные опухолевые 

клетки. Кроме того, некоторые клоны антител к CD22 могут связываться с 

поверхностью базофилов и тучных клеток [138, 139]. При выделении В-клеточного 

региона по CD22 данные клетки попадают в анализ, что может также усложнять 

поиск МОБ. 

Совершенно иной подход к модификации технологии определения МОБ 

методом МПЦ после таргетной терапии используется европейским консорциумом 

по иммунофенотипированию EuroFlow. Предложенная исследователями методика 

основана на использовании видоизмененного алгоритма анализа данных при 

сохранении стандартной мониторинговой панели антител, состоящей из двух 

восьмицветных комбинаций [29]. Первым этапом анализа предлагается поиск МОБ 

среди CD10-позитивных клеток с лимфоцитарной величиной SSC [29]. Если они 

присутствуют, эти клетки оцениваются на наличие аномальных паттернов 

экспрессии антигенов, чтобы определить, есть ли среди них клетки ОЛЛ [29]. Если 

CD10-позитивные клетки отсутствуют, дальнейший анализ фокусируется на CD34-

позитивных, а затем – на CD34-негативных клетках с низким показателем SSC, 

среди которых так же проводится поиск МОБ [29]. Во всех случаях найденные 

остаточные лейкемические бласты в конечном итоге подвергаются обратному 

гейтированию на графиках FSC/SSC и CD45/SSC, чтобы проверить, образуют ли 

клетки однородный кластер [29]. Несмотря на показанную высокую эффективность 

данного подхода в обнаружении опухолевых клеток после таргетной терапии, 

авторы отмечают возможное возникновение трудностей при поиске CD10-

негативных бластов [29]. 
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Вне зависимости от того, каким путем модифицируется метод определения 

МОБ в условиях таргетной терапии, происходит усложнение диагностической 

процедуры поиска остаточных опухолевых клеток, повышается вероятность 

получения ложных результатов даже при проведении анализа опытным 

исследователем. По этой причине возрастает потребность в автоматизированных 

вычислительных инструментах. Наибольший интерес в контексте разработки 

автоматизированных систем обработки цитометрических данных представляет 

использование иерархического кластерного анализа [140], анализа главных 

компонент [141], модели Гауссовой смеси [142], различных алгоритмов машинного 

обучения [143]. Внедрение высокоэффективных методов программного анализа 

может не только помочь в стандартизации исследований с большим количеством 

анализируемых параметров, но и значительно сократить временные затраты на 

проведение анализа. 
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ɻʃɸɺɸ 2. ʄɸʊɽʈʀɸʃʓ ʀ ʄɽʊʆɼʓ 

 

2.1 ʇʘʮʠʝʥʪʳ ʠ ʦʙʨʘʟʮʳ, ʚʢʣʶʯʝʥʥʳʝ ʚ ʠʩʩʣʝʜʦʚʘʥʠʝ 

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

В-линейным ОЛЛ в возрасте от 14 дней до 20 лет, проходивших обследование в 

Лаборатории иммунофенотипирования гемобластозов ФГБУ «НМИЦ ДГОИ им. 

Дмитрия Рогачева» Минздрава России 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 

Диагностика иммунологических вариантов В-линейного ОЛЛ 

осуществлялась на основании рекомендаций российско-белорусской 

кооперативной группы по диагностике ОЛ у детей [144, 145]. BI-вариант ОЛЛ был 

диагностирован у 34 пациентов, BII-вариант – у 620 пациентов, BIII -вариант – у 11 

пациентов, BIV-вариант – у 7 пациентов. 
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Для исследования изменения экспрессии антигенов на поверхности клеток В-

линейного ОЛЛ после терапии блинатумомабом анализировали образцы 48 

пациентов с рецидивом или рефрактерной формой ОЛЛ, получивших данную 

иммунотерапию в период с декабря 2015 г по август 2020 г. Все пациенты, за 

исключением двух, у которых лечение было прервано из-за прогрессирования 

заболевания, получили как минимум один 28-дневный курс блинатумомаба 

(медиана 1 курс, диапазон 1–4 курса). Определение МОБ в аспиратах КМ 

проводили до и после каждого цикла блинатумомаба, тогда как у пациентов, у 

которых была проведена ТГСК, оценку МОБ проводили на 30-е, 90-е, 120-е, 180-е 

и 360-е сутки после трансплантации или в случаях подозрения на рецидив ОЛЛ. 

Для исследования изменения экспрессии антигенов на поверхности 

лейкемических клеток после проведения терапии при помощи CD19 CAR-T  

анализировали образцы 39 пациентов с рецидивом или рефрактерной формой ОЛЛ 

которые получили клеточную терапию в рамках протокола «Эффективность и 

безопасность аутологичных CAR-Т-лимфоцитов 2-го поколения, специфичных к 

антигену CD19, у детей и молодых взрослых с острым лимфобластным лейкозом, 

резистентным к стандартной программной химиотерапии: исследование I–II фазы 

клеточного продукта MB CART19.1 на платформе автоматизированного 

производства CliniMACS Prodigy» (NCT03467256) в период с февраля 2018 г по 

сентябрь 2020 г. Все пациенты получили 1 курс CAR-T терапии. Определение МОБ 

методом МПЦ в образцах производили на 14-е и 28-е сутки и далее через 2, 3, 4, 6, 

8, 10, 12, 24 месяца от начала CAR-T терапии. 

Смена линейной принадлежности опухолевых клеток после воздействия 

иммунотерапевтических препаратов изучалась на шести пациентах с В-линейным 

ОЛЛ, получивших блинатумомаб в период с января 2016 г по март 2021 г. 

Для исследования экспрессии В-линейных маркеров лейкемическими 

бластами были использованы образцы КМ 518 детей с впервые выявленным В-

линейным ОЛЛ, полученные на момент инициальной диагностики заболевания в 

период с января 2020 г по октябрь 2021 г. 
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Изучение иммунофенотипических особенностей ранних CD19(-) ВП 

проводилось в образцах КМ 106 пациентов с рецидивом или рефрактерной формой 

В-линейного ОЛЛ, из которых 64 получили терапию блинатумомабом, у 25 было 

проведено лечение с помощью CD19 CAR-T, а 17 получили последовательно оба 

типа CD19-направленной иммунотерапии в период с июня 2016 г по апрель 2020 г. 

Образцы КМ исследовались на наличие CD19(-) ВП на различных этапах после 

применения терапии, так как появление МОБ после CD19-направленного 

воздействия у пациентов с рецидивами/рефрактерными формами В-линейного 

ОЛЛ важно на любом этапе лечения ввиду необходимости быстрого принятия 

решения относительно продолжения терапии. Для сравнения частоты выявления и 

количества CD19(-) ВП в КМ при наличии и в отсутствии таргетного воздействия, 

было также проведено исследование образцов КМ пациентов групп сравнения. В 

качестве пациентов групп сравнения были выбраны здоровые доноры (n=12), а 

также дети с В-линейным ОЛЛ, при лечении которых не применялась CD19-

направленная иммунотерапия: 

• пациенты с В-линейным ОЛЛ в конце индукционной терапии (день 36 

по протоколу «ОЛЛ-МБ 2019 Пилот») (n=48); 

• пациенты после ТГСК (образцы, взятые на 30-е и 60-е сутки, n=20 и 

n=20, соответственно). 

Разработанный в ходе работы алгоритм анализа был протестирован на 402 

образцах КМ, взятых от 65 пациентов с В-линейным ОЛЛ, получивших терапию 

моноспецифичными CD19 CAR-T (NCT03467256) или биспецифичными CAR-T к 

CD19 и CD22 (NCT04499573). Определение МОБ методом МПЦ в образцах 

производили на 14-е, 28-е сутки и далее через 2, 3, 4, 6, 8, 10, 12, 24 месяца от начала 

CAR-T терапии. Оценка диагностической эффективности алгоритма 

производилась путем качественного сравнения результатов определения МОБ 

методом МПЦ с результатами, полученными молекулярно-генетическими 

методами, в парных образцах:  

1. ХТр-ПЦР (128 парных образцов КМ); 
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2. определение специфических перестроек ТКР/ИГ методом ВПС (343 

парных образца КМ). 

Для сравнения результатов мониторинга МОБ у данных пациентов были 

выбраны образцы КМ, в которых выявлялось 5% и менее опухолевых клеток 

методом МПЦ. 

 

2.2 ʄʝʪʦʜʳ ʠʩʩʣʝʜʦʚʘʥʠʷ 

 

2.2.1 ʀʤʤʫʥʦʬʝʥʦʪʠʧʠʨʦʚʘʥʠʝ ʤʝʪʦʜʦʤ ʧʨʦʪʦʯʥʦʡ ʮʠʪʦʤʝʪʨʠʠ 

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). Настройка и эксплуатация оборудования производилась в 

соответствии рекомендациями группы EuroFlow [146]. Для ежедневной 

оптимизации работы цитометров использовались Cytometer Setup and Tracking 

beads (Becton Dickinson, США) и Flow-Check Pro Fluorospheres (Beckman Coulter, 

США).  

Диагностическое иммунофенотипирование опухолевой популяции 

производили на основании рекомендаций российско-белорусской кооперативной 

группы [144, 145]. Панель для определения иммунофенотипа опухолевой 

популяции содержала меченные флуорохромами антитела, указанные в таблице 1. 

Преаналитический этап включал в себя окрашивание клеток КМ антителами 

согласно инструкции производителя с последующей обработкой образца 

раствором, лизирующим эритроциты (BD FACS Lysing solution, Becton Dickinson, 

США), и отмывкой фосфатно-солевым буфером (BD CellWASH, Becton Dickinson, 

США) от не связавшихся с клетками антител, дебриса и разрушенных эритроцитов. 

При необходимости проведения внутриклеточного окрашивания к описанной 

выше последовательности добавлялся этап пермеабилизации при помощи 

специализированных коммерчески-доступных растворов (BD IntraSure Kit , Becton 
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Dickinson, США). Окрашенный образец далее записывался на проточном 

цитометре. Результаты иммунофенотипирования оценивали с использованием 

программного обеспечения Kaluza 2.1 (Beckman Coulter, США). В анализ включали 

не менее 10000 ядросодержащих клеток (ЯСК). Выделение опухолевых клеток на 

точечных графиках производили по экспрессии маркера CD45 и значениям SSC. 

Для определения порога позитивности/негативности опухолевой популяции по 

какому-либо маркеру в качестве контроля применялись нормальные лимфоциты. 

Опухолевую популяцию считали позитивной, если 20% и более опухолевых клеток 

экспрессировали мембранный маркер или 10% и более – внутриклеточный [147]. 

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 проточной цитометрии в условиях 

использования CD19-направленной иммунотерапии применялся подход, 

основанный на рекомендациях S. Cherian [25] с собственными модификациями. 

Антитела, использовавшиеся в мониторинговой панели за исследуемый период 

времени, указаны в таблице 2. Для выделения ЯСК на точечных графиках в 

образцы также добавлялся ДНК-тропный краситель (SYTO41). Поиск МОБ 

осуществлялся среди CD22-позитивных клеток образца КМ на основании данных 

об иммунофенотипических особенностях опухолевых бластов до проведения 

терапии и их отличии от иммунофенотипа нормальных CD22-позитивных клеток 

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

параметров светорассеяния, соответствующие лимфоцитам/лимфобластам [148]. 

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 
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изменением экспрессии маркера на клетках после таргетной терапии понималось 

изменение доли позитивных по данному маркеру клеток опухолевой популяции на 

25% и более. 

Таблица 1 – Перечень меченных флуорохромами моноклональных антител, 

использованных для диагностики В-линейного ОЛЛ  

ʌʣʫʦʨʦʭʨʦʤ ʄʦʥʦʢʣʦʥʘʣʴʥʦʝ ʘʥʪʠʪʝʣʦ 

FITC CD66b*, Lysozyme, CD15*, lambda, CD58 

PE NG2, MPO, CD11a, kappa, CD19, CD10, CD22 

PerCP / PerCP-Cy5.5 CD117, CD45 

PE-Cy7 CD19, CD34, CD33, CD22 

APC CD34, CD79a, CD11c, CD19, CD22, IgM 

APC-Cy7 / APC-Alexa 750 CD45* , CD20, CD3, CD2 

Pacific Blue / BV421 CD13, CD7*, CD79a 

Krome Orange / BV510 CD3*, Ki-67, CD64, CD24, CD38 

PE-CF594/ECD CD34, CD56* 

APC-Alexa 700 CD14* 

Примечание: Все антитела, если это не указано специально, произведены BD.  

* антитела производства Beckman Coulter (ВС) (США). 

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) [149]: 

¶ данные об MFI CD19(-) ВП – 32 образца; 

¶ данные об MFI CD19(+) ВП – 25 образцов; 

¶ данные об MFI лейкемических клеток – 20 образцов. 
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Таблица 2 – Перечень меченных флуорохромами моноклональных антител, 

использованных для мониторинга МОБ при В-линейном ОЛЛ 

ʄʦʥʦʢʣʦʥʘʣʴʥʦʝ 

ʘʥʪʠʪʝʣʦ 
ʂʣʦʥ ʌʣʫʦʨʦʭʨʦʤ ʇʨʦʠʟʚʦʜʠʪʝʣʴ 

CD19 
SJ25C1 

APC 
BD 

PE-Cy7 

J3-119 PE-Cy7 BC 

CD10 
HI10a 

PE 

BD BB515 

BV421 

ALB1 PE-Cy5.5 BC 

CD34 

581 ECD BC 

8G12 

PE-Cy7 

BD APC 

PE-CF594 

CD20 
L27 

PerCP 
BD 

APC-H7 

B9.E9 APC-Alexa750 BC 

CD45 

2D1 
APC-Cy7 

BD 
PerCP 

J.33 
Krome Orange 

BC 
APC-Alexa750 

CD38 
HIT2 

APC-R700 
BD 

BV510 

LS198-4-3 APC-Alexa700 BC 

CD58 
AICD58 FITC BC 

3C1 FITC BD 

CD22 
S-HCL-1 

PE 

BD PerCP-Cy5.5 

HIB22 BV650 

CD24 
ML5 BV786 BD 

ALB9 APC BC 

CD79a HM47 APC BD 

 

2.2.2 ʇʨʦʪʦʯʥʘʷ ʩʦʨʪʠʨʦʚʢʘ ʢʣʝʪʦʢ 

Для детального изучения CD19(-) ВП выделялись из нативного материала 

КМ с использованием проточного клеточного сортера FACS Aria III (Becton 
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Dickinson, США). Нефиксированные окрашенные антителами клетки сортировали 

в режиме сортировки «Purity» в пробирки с 200 мкл фосфатно-солевого буфера (BD 

CellWASH, BD, США). После сортировки полученные клеточные суспензии 

центрифугировали при 700g в течение 10 минут. Клеточные осадки использовались 

для дальнейших цитогенетических и/или молекулярно-генетических 

исследований. 

 

2.2.3 ʆʧʨʝʜʝʣʝʥʠʝ ʭʠʤʝʨʠʟʤʘ ʚ ʩʦʨʪʠʨʦʚʘʥʥʳʭ ʢʣʝʪʢʘʭ 

Методика определения донорского химеризма использовалась для 

доказательства донорского происхождения CD19(-) ВП, выделенных из образцов 

КМ, у пациентов после проведенной ТГСК. Из суспензии сортированных чистых 

популяций данных клеток производилось выделение ДНК 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 [150]. ПЦР-РВ проводилось с использованием набора PCR-Complex и 

индивидуальных для каждого пациента праймеров и зондов (Synthol, Россия) и 

основывалось на предварительно установленных профилях InDel-локусов для 

пациентов и связанных с ними доноров. Реакции ПЦР проводились в двух 

повторах. 

 

2.2.4 ʆʧʨʝʜʝʣʝʥʠʝ ʭʠʤʝʨʥʦʛʦ ʛʝʥʘ ʠ ʭʠʤʝʨʥʦʛʦ ʪʨʘʥʩʢʨʠʧʪʘ ʚ ʩʦʨʪʠʨʦʚʘʥʥʳʭ 

ʢʣʝʪʢʘʭ 

Данная методика использовалась для доказательства отсутствия лейкоз-

ассоциированных генетических аберраций в CD19(-) ВП, выделенных из образцов 

КМ. Выделение ДНК и РНК из полученного путем проточной сортировки клеток 

материала производилось при помощи набора InnuPrep DNA/RNA Mini Kit 

(Analytik Jena AG, Германия).  ОТ-ПЦР проводили с использованием системы 

праймеров и Taqman-проб группы Biomed-2 для t(12;21)(p13;q22)/ETV6::RUNX1 

[116] и моноплексных пациент-специфичных систем для перестроек гена KMT2A. 

Точки разрыва в гене KMT2A были установлены в КМ при инициальной 
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диагностике В-линейного ОЛЛ либо на уровне РНК (KMT2A::AFF1, 

KMT2A::MLLT1, KMT2A::MLLT3), либо на уровне ДНК и РНК (KMT2A::EPS15) 

при помощи секвенирования по Сэнегеру и с использованием системы Illumina 

MiSeq (Illumina, США) после подготовки библиотеки с помощью набора NEBNext 

Ultra II (NEB, США). Используемые праймеры приведены в таблице 3. 

Таблица 3 – Точки разрыва и ПЦР-системы для детекции ХГ или ХТр в образцах с 

перестройками гена KMT2A 

ʇʝʨʝʩʪʨʦʡʢʘ 

ʛʝʥʘ KMT2A 
ʄʠʰʝʥʴ ʇʨʘʡʤʝʨʳ, ʧʨʦʙʳ ʉʩʳʣʢʠ 

KMT2A::EPS15 ХГ 
For AGGAGAATGCAGGCACTTTGA 

Rev ACCATTCCAGAAATTTCCCAAGG 

Собственный 

дизайн (см. 

GenBank 

MN788376) 

KMT2A::EPS15 ХТр 

For AGGAGAATGCAGGCACTTTGA 

Rev TGATTAGCAAAGGACTACTGGTATCAT 

Проба 

CATTCTCAGCACTCTCTCCAATGGCAATA 

[151, 152] 

KMT2A::AFF1 ХТр 

For CGCCTCAGCCACCTACTACAG 

Rev AGGTCGTCTTCGAGCATGGA 

Проба 

CGCCAAGAAAAGAAGTTCCCAAAACCACT 

[152] 

KMT2A::MLLT1 ХТр 

For CGCCTCAGCCACCTACTACAG 

Rev TGGGCTTCTTGCGCAGTT 

Проба 

CGCCAAGAAAAGAAGTTCCCAAAACCACT 

[152] 

KMT2A::MLLT3 ХТр 

For CGCCTCAGCCACCTACTACAG 

Rev TCACGATCTGCTGCAGAATGT 

Проба 

CGCCAAGAAAAGAAGTTCCCAAAACCACT 

[152] 

 

Примечание: For – праймер-форвард, Rev – праймер-реверс. 

 

2.2.5 ʆʧʨʝʜʝʣʝʥʠʝ ʩʧʝʢʪʨʘ ʧʝʨʝʩʪʨʦʝʢ ʛʝʥʦʚ ʮʝʧʝʡ ʠʤʤʫʥʦʛʣʦʙʫʣʠʥʦʚ ʚ 

ʩʦʨʪʠʨʦʚʘʥʥʳʭ ʢʣʝʪʢʘʭ 

Данная методика использовалась для доказательства отсутствия клональных 

перестроек генов ИГ в CD19(-) ВП, выделенных из КМ. Отсортированный 

клеточный материал размораживался при комнатной температуре, осаждался 

центрифугированием 5000g/мин 5 мин, супернатант отбирался и осадок 
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ресуспендировался в буфере для переваривания 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/мин в течение 5 минут. Супернатант использовался 

для проведения ПЦР. Исследования перестроений генетических локусов ИГ 

проводилось с использованием протоколов Biomed-2 методом фрагментного 

анализа [153]. 

 

2.2.6 ʆʧʨʝʜʝʣʝʥʠʝ ʭʠʤʝʨʥʦʛʦ ʪʨʘʥʩʢʨʠʧʪʘ ʚ ʮʝʣʴʥʦʤ ʢʦʩʪʥʦʤ ʤʦʟʛʝ 

Детекция ХТр для определения МОБ производили методом ОТ-ПЦР с 

использованием моноплексной системы. Тотальную ДНК и РНК выделяли из 

образцов нативного КМ при помощи набора InnuPrep DNA/RNA Mini Kit (Analytik 

Jena AG, Германия). Для выявления специфических для ОЛ 

t(12;21)(p13;q22)/ETV6::RUNX1, t(1;19)(q23;p13)/TCF3::PBX1 и 

t(9;22)(q34;q11)/BCR::ABL1 использовали системы праймеров и Taqman-проб 

группы Biomed-2 [116]. Образцы пациентов с В-линейным ОЛЛ с перестройкой 

гена KMT2A были подвергнуты ВПС с использованием специальной панели для 

всего гена KMT2A [154]. Мониторинг ХТр осуществляли с помощью 

соответствующих тест-систем праймер-зонд [152]. Количественный анализ 

результатов исследования проводили с использованием стандартов Qiagen Ipsogen 

(Qiagen, Германия), в качестве контрольного гена использовали ген ABL [155]. 

Случаи В-линейного ОЛЛ с t(17;19)(q22;p13)/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, указанных 

в таблице 4. 
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Таблица 4 – Пары пациент-специфических праймеров, использованные для 

проведения ПЦР-РВ 

ʇʝʨʝʩʪʨʦʡʢʘ 

ʛʝʥʘ KMT2A 

ʅʦʤʝʨ ʚ 

GenBank 
ʇʘʨʘ ʧʨʘʡʤʝʨʦʚ 

KMT2A::EPS15 DNA MN788376 
For 5’-AGGAGAATGCAGGCACTTTGA-3’ 

Rev 5’-AGCATCAGAAGCCAACACCC-3’ 

TCF3::HLF 
DNA MW400960 

RNA MW400957 

For/43758 5’-TCGCCCAGCTACGACGGGGGTCTC-3’ 

Rev/43758 5’-GAGGCCCGGATGGCGATCTG-3’ 

TCF3::HLF 
DNA MW400959 

RNA MW400956 

For/33863 5’-TCGCCCAGCTACGACGGGGGTCTC-3’ 

Rev/33863 5’-GAGGCCCGGATGGCGATCTG-3’ 

Примечание: For – праймер-форвард, Rev – праймер-реверс. 

 

2.2.7 ʆʧʨʝʜʝʣʝʥʠʝ ʧʝʨʝʩʪʨʦʝʢ ʛʝʥʦʚ ʠʤʤʫʥʦʛʣʦʙʫʣʠʥʦʚ ʠ ʊ-ʢʣʝʪʦʯʥʳʭ ʨʝʮʝʧʪʦʨʦʚ 

ʚ ʮʝʣʴʥʦʤ ʢʦʩʪʥʦʤ ʤʦʟʛʝ 

Геномная ДНК выделялась из аспирата КМ с использованием набора QIAamp 

DNA Mini Kit (Qiagen, Германия) в соответствии с инструкцией фирмы-

производителя. 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 [156]. 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 [157]. 

Приблизительно 5,5 мкг геномной ДНК, выделенной из аспирата КМ, разделяли на 

32 аликвоты: 16 аликвот по 300 нг (эквивалентно 50000 клеток), 8 аликвот по 30 нг 

(эквивалентно 5000 клеток), 8 аликвот по 3 нг (эквивалентно 500 клеткам). Каждая 

аликвота независимо амплифицировалась с комбинацией праймеров к 
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специфическим последовательностям в V (или D – в случае незавершенной DJ-

перестройки в ТКР бэта/дельта типа или IGH локусе) и J сегментах, инициально 

идентифицированным для лейкоз-ассоциированных клональных перестроек. 

Каждые первые 25 мкл ПЦР-смеси содержали 1×Taq Turbo Buffer, 1 ед. полимеразы 

HS-Taq, 200 мкМ каждого dNTP (все Евроген, Россия), 0,2 мкМ каждого ген-

специфического праймера для V (или D) и J. Амплификация производилась при 

95°С в течение 2 мин, далее 10 циклов (20 с при 95°С, 20 с при 58°С и 40 с при 

72°С) и 15 циклов (20 с при 95°С и 60 с при 72 °С). Затем аликвоту в 2 мкл продукта 

первой ПЦР-реакции переносили во вторую ПЦР-смесь объемом 25 мкл, 

содержащую 1× Taq Turbo Buffer, 0,5 ед. полимеразы HS-Taq, 200 мкМ каждого 

dNTP (все Евроген, Россия), по 0,2 мкМ каждого праймера Illumina Nextera XT. 

Амплификация производилась при 95°С в течение 2 мин, далее 20 циклов (20 с при 

95°С, 20 с при 60°С и 40 с при 72°С). Равные объемы 32 конечных библиотек были 

объединены, очищены с помощью гранул AmPure XP в соответствии с протоколом 

производителя и секвенированы на Illumina MiSeq (PE 150+150), что позволило 

получить примерно 1000000 прочтений на образец (т.е. на 32 смешанные 

библиотеки). Программное обеспечение MiXCR использовалось для сборки 

клонотипов из необработанных данных секвенирования. Статистика Пуассона с 

оценкой l=-ln(1-p) (l – ожидаемая доля целевых молекул, а p – наблюдаемая доля 

целевых молекул) [158] использовалась для расчета начальной концентрации 

каждой реарранжировки. В случае выявления множественных лейкозно-

специфичных перестроек для количественного описания величины МОБ 

использовали показатели той реарранжировки, для которой была детектирована 

наибольшая концентрация. 

 

2.2.8 ʉʪʘʪʠʩʪʠʯʝʩʢʠʡ ʘʥʘʣʠʟ ʜʘʥʥʳʭ 

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 
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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 антигенов CD22, CD24, CD58, CD10, CD34, CD20, CD38, 

CD45 на CD19(-) ВП, CD19(+) ВП и лейкемических бластах производилось с 

помощью двумерного иерархического кластерного анализа. Метрика евклидова 

расстояния и связь Уорда использовались для расчета расстояний кластеров. 

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 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, так как его экспрессия опухолевыми клетками не является стабильной при 

применении CD19-направленной иммунотерапии. Кроме того, данный маркер 

является дискриминирующим для CD19(-) ВП и CD19(+) ВП при рутинном анализе 

образцов. 

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 
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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. 
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ɻʃɸɺɸ 3. ʀʄʄʋʅʆʌɽʅʆʊʀʇʀʏɽʉʂʀɽ ʆʉʆɹɽʅʅʆʉʊʀ 

ʆʇʋʍʆʃɽɺʓʍ ʀ ʅʆʈʄɸʃʔʅʓʍ ɺ-ʃʀʅɽʁʅʓʍ ɹʃɸʉʊʆɺ ɺ 

ʋʉʃʆɺʀʗʍ ʇʈʀʄɽʅɽʅʀʗ CD19-ʅɸʇʈɸɺʃɽʅʅʆʁ 

ʀʄʄʋʅʆʊɽʈɸʇʀʀ 

 

3.1 ʀʟʤʝʥʝʥʠʝ ʵʢʩʧʨʝʩʩʠʠ CD19 ʥʘ ʢʣʝʪʢʘʭ ɺ-ʣʠʥʝʡʥʦʛʦ ʆʃʃ ʧʦʜ ʜʝʡʩʪʚʠʝʤ 

CD19-ʥʘʧʨʘʚʣʝʥʥʦʡ ʠʤʤʫʥʦʪʝʨʘʧʠʠ 

Отдельное внимание было уделено изменению экспрессии CD19 на 

опухолевых клетках под действием иммунотерапии, так как оно является 

единственным иммунофенотипическим изменением, которое напрямую связано с 

этим типом терапии В-линейного ОЛЛ. 

Клетки В-линейного ОЛЛ всех 48 пациентов, получивших один или 

несколько курсов блинатумомаба, до проведения иммунотерапии были тотально 

позитивны (≥95% позитивных клеток опухолевой популяции) по таргетируемому 

антигену CD19. У 30 из них на разных сроках после проведения терапии 

блинатумомабом развился рецидив заболевания. У 21 из 30 данных пациентов 

лейкемические клетки в рецидиве были CD19-положительными, в шести случаях – 

CD19-отрицательными, у троих детей (двое из них с перестройками гена KMT2A) 

развились рецидивы в результате смены линейной принадлежности с ОЛЛ на 

CD19-негативный острый миелоидный лейкоз (ОМЛ) (n=1), острый 

недифференцированный лейкоз (ОНедифЛ) (n=1) и ОЛСФ (n=1) соответственно. У 

семи из восьми пациентов, резистентных к терапии блинатумомабом, экспрессия 

CD19 на бластных клетках сохранялась, тогда как клетки одного пациента после 

иммунотерапии утратили экспрессию данного маркера. Среди десяти пациентов, у 

кого лейкемические бласты в КМ детектировались на уровне МОБ, опухолевые 

клетки у семерых пациентов сохранили экспрессию CD19, а у троих – утратили 

данный маркер со своей поверхности (рисунок 2). 

До проведения CD19 CAR-T терапии опухолевые клетки 38 из 39 пациентов 

тотально экспрессировали CD19. У одного пациента лишь 30% бластов в КМ 

экспрессировали CD19, однако в спинномозговой жидкости все опухолевые клетки 

несли данный маркер, в связи с чем пациент также получил CD19-направленную 
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иммунотерапию. У 16 пациентов был диагностирован рецидив В-линейного ОЛЛ, 

при этом у 11 из них лейкемические клетки утратили на своей поверхности CD19. 

Четверо детей оказались рефрактерны к клеточной терапии, у всех них экспрессия 

CD19 на опухолевых клетках сохранялась на прежнем уровне. Среди тех 

пациентов, у кого опухолевые клетки в КМ детектировались на уровне МОБ (n=19), 

были как CD19-позитивные (n=10), так и CD19-негативные (n=9) случаи (рисунок 

3). 

 

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

терапии блинатумомабом (n=48). В исследуемую группу вошли пациенты с 

рефрактерностью к блинатумомабу (n=8), рецидивом (n=30) 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%) (n=10) 
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Рисунок 3 – Экспрессия CD19 на клетках В-линейного ОЛЛ у пациентов после 

CAR-T к CD19 (n=39). В исследуемую группу вошли пациенты с рефрактерностью 

к CD19 CAR-T (n=4), рецидивом (n=16) 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%) (n=19) 

CD19 – наиболее удобная мишень для терапевтического воздействия на 

опухолевые клетки при В-линейном ОЛЛ, при этом иммунотерапия широко 

применяется как для пациентов, бласты которых рефрактерны к воздействию 

классических противоопухолевых препаратов, так и в качестве дополнительного 

этапа терапии для усиления эффекта химиотерапевтического лечения. Потеря или 

сохранение CD19 на поверхности опухолевых клеток определяет дальнейшую 

тактику лечения пациентов [159], а также влияет на алгоритм поиска опухолевых 

клеток при мониторинге МОБ методом МПЦ [25]. В нашем исследовании потеря 

CD19 с поверхности клеток В-линейного ОЛЛ после терапии блинутамомабом 
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наблюдалась у 27,1% пациентов с рецидивами, рефрактерным течением или МОБ-

позитивным статусом, включая три случая переключения линии ОЛ с потерей 

CD19. Ранее было показано, что CD19 полностью утрачивается в 10–25% 

рецидивов [21, 22]. В отличии от данных, опубликованных E. Jabbour et al. [160], в 

нашей когорте рефрактерных к блинатумомабу пациентов не у всех сохранилась 

высокая экспрессия CD19: в одном из восьми случаев (12,5%) лейкемические 

клетки стали полностью CD19-негативными. Хотя CD19-позитивным рецидивам в 

основном предшествовало появление CD19-позитивных клеток на уровне МОБ, а 

CD19-негативным рецидивам в основном предшествовало появление CD19-

негативной МОБ, наблюдались некоторые исключения, что говорит об отсутствии 

прямой корреляции между экспрессией CD19 в МОБ-позитивных случаях и 

развившихся из них впоследствии развернутых рецидивов заболевания (рисунок 4). 

В исследовании D. Libert et al. [24] было показано, что CD19-негативные 

рецидивы развиваются у 65,5% пациентов после терапии CAR-T клетками к CD19, 

при этом процент таких рецидивов различается в зависимости от используемого в 

CAR-T клетках ко-стимуляторного фрагмента: для клеток с фрагментом 4-1BB 

CD19-негативные рецидивы составили 85%, в то время как для CD28-содержащих 

CAR-T они составили всего 22% от всего числа рецидивов. В нашем исследовании 

использовались 4-1BB-содержащие CAR-T, при их применении в 51,3% случаев 

опухолевые клетки В-линейного ОЛЛ после воздействия теряли CD19 со своей 

поверхности, в частности среди всех рецидивов в исследуемой группе CD19-

негативные рецидивы составили 31,3%. Важно отметить, что всем CD19-

позитивным рецидивам предшествовало появление СD19-позитивных опухолевых 

клеток на уровне МОБ, и в 10 из 11 случаев перед развернутым CD19-негативным 

рецидивом детектировались CD19-негативные лейкемические бласты (рисунок 5). 

В 1 из 11 случаев процент CD19-позитивных опухолевых клеток снижался от 

момента появления МОБ до развития рецидива (рисунок 5). 
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Рисунок 4 ï Изменение экспрессии CD19 на остаточных клетках у пациентов с 

рецидивом В-линейного ОЛЛ и при последующем костномозговом рецидиве после 

блинатумомаба (n=30). А – CD19-негативные рецидивы В-линейного ОЛЛ (n=6), Б 

– CD19-негативные рецидивы со сменой линейной принадлежности (n=3), В – 

CD19-позитивные рецидивы В-линейного ОЛЛ (n=21). CD19-негативность 

определялась как наличие менее 20% CD19-позитивных клеток опухолевой 

популяции; CD19-позитивность – как наличие более 75% CD19-позитивных клеток 

опухолевой популяции; частично позитивными по CD19 рецидивами считались 

рецидивы ОЛЛ с экспрессией CD19 на 20-75% клеток популяции 



56 
 

 

Рисунок 5 – Изменение экспрессии CD19 на остаточных клетках у пациентов с 

рецидивом В-линейного ОЛЛ и при последующем костномозговом рецидиве у 

пациентов после лечения CAR-T к CD19 (n=16). А – CD19-позитивные рецидивы 

В-линейного ОЛЛ (n=5), Б – CD19-негативные рецидивы В-линейного ОЛЛ (n=11). 

CD19-негативность определялась как наличие менее 20% CD19-позитивных клеток 

опухолевой популяции; CD19-позитивность – как наличие более 75% CD19-

позитивных клеток опухолевой популяции; частично позитивными по CD19 

рецидивами считались рецидивы ОЛЛ с экспрессией CD19 на 20-75% клеток 

популяции 

Исходя из того, что до трети пациентов, получивших терапию 

блинатумомабом, и до половины пациентов, лечившихся с использованием CD19 

CAR-T, способны утрачивать CD19 с поверхности опухолевых клеток В-линейного 

ОЛЛ, стала очевидной невозможность использования CD19-ориентированного 
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подхода для выделения В-клеточного региона в процессе поиска МОБ после CD19-

направленной иммунотерапии. В таком случае появилась необходимость 

совершенствования алгоритма анализа данных с расширением используемой 

панели антител и дополнением её маркерами, которые способны заменить CD19.  

Эта комбинация маркеров должна была быть универсальной, т.е. подходить для 

мониторинга подавляющего большинства В-линейных ОЛЛ вне зависимости от их 

иммунофенотипического варианта и генетических особенностей. 

 

3.2 ʕʢʩʧʨʝʩʩʠʷ ʘʣʴʪʝʨʥʘʪʠʚʥʳʭ ɺ-ʣʠʥʝʡʥʳʭ ʤʘʨʢʝʨʦʚ ʥʘ ʢʣʝʪʢʘʭ ɺ-

ʣʠʥʝʡʥʦʛʦ ʆʃʃ 

В ходе разработки собственного подхода к определению МОБ после 

таргетной терапии в качестве потенциальных маркеров для замены CD19 в 

алгоритме анализа был рассмотрен ряд В-линейных маркеров – поверхностные 

CD22, CD24, CD10 и iCD79a. Их экспрессия оценивалась на когорте из 518 детей 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%). 

Для того, чтобы маркер мог заменить CD19 в алгоритме анализа при 

определении МОБ после применения таргетной терапии, необходимо, чтобы 

подавляющее большинство опухолевых клеток ярко экспрессировали данный 

маркер. По этой причине в качестве порогового значения процента положительных 

по маркеру клеток лейкемической популяции была принята величина 95%. 95% и 

более клеток экспрессировали CD22 у 459 из 509 пациентов (90,18%), CD24 – у 93 

из 102 пациентов (91,18%), iCD79a – у 454 из 518 пациентов (87,64%), CD10 – у 468 

из 518 пациентов (90,35%).  

Спектр генетических особенностей В-линейного ОЛЛ у пациентов с менее 

чем 95% позитивных по каждому маркеру опухолевых клеток отображен на 

рисунке 6. Во всех четырех группах обнаруживались пациенты с двумя наиболее 

частыми для В-линейного ОЛЛ генетическими аномалиями – с гипердиплоидным 
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набором хромосом и наличием t(12;21)(p13;q22)/ETV6::RUNX1, а также пациенты 

без хромосомных аномалий. Помимо других, в группах ОЛЛ со сниженной 

экспрессией CD22, CD10 и iCD79a значительную долю составляли пациенты с 

перестройками генов KMT2A и TCF3. 

 

Рисунок 6 ï Распределение различных генетических аберраций в опухолевых 

клетках среди случаев В-линейного ОЛЛ без тотальной позитивности (<95% 

позитивных клеток опухолевой популяции) по каждому отдельному антигену: А – 

CD22, Б – CD24, В – iCD79a, Г – CD10; i – внутриклеточная экспрессия 

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 маркеров в их различных комбинациях. В 499 из 
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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 на 95% и более позитивна по 

хотя бы одному из маркеров CD22, iCD79a, CD10. Три случая В-линейного ОЛЛ, 

которые не вошли в данную группу, различались по генетическим аномалиям 

(перестройки генов TCF3, KMT2A и гипердиплоидия). Следует отметить, что среди 

92 пациентов, у которых была исследована экспрессия всех четырех маркеров, не 

было ни одного пациента, у кого опухолевая популяция тотально не 

экспрессировала хотя бы один из них.  

Так как одной из самых непростых задач для определения МОБ методом 

МПЦ являются случаи В-линейного ОЛЛ с перестройками гена KMT2A (ввиду 

широкого разнообразия иммунофенотипических особенностей опухолевых клеток 

и высокого потенциала к изменению иммунофенотипа в процессе лечения), 

отдельно была проанализирована экспрессия исследуемых маркеров у пациентов с 

данными генетическими аномалиями (n=11). Наиболее редко наблюдалась 

тотальная экспрессия CD10 (5 из 11 случаев, 45,5%), CD22 тотально 

экспрессировался в 8 из 11 случаев (72,7%), iCD79a – в 9 из 11 случаев (82,8%). 

Тотальная экспрессия хотя бы одного из трех маркеров наблюдалась у 10 из 11 

пациентов (90,9%). Экспрессия CD24 не была исследована ни у одного из 

пациентов с перестройками гена KMT2A. 

Как показало исследование, В-линейные маркеры CD24, CD22, CD10 и 

iCD79a тотально экспрессировались на опухолевых клетках приблизительно в 

одинаковой доле случаев В-линейного ОЛЛ (около 90%). При этом в группу 

пациентов, у которых была отмечена экспрессия данных маркеров на менее чем 

95% клеток лейкемической популяции, попадали пациенты с самыми 

разнообразными генетическими аномалиями, что указывает на отсутствие какого-

либо разделения генетических подгрупп В-линейного ОЛЛ на более «простые» и 

более «трудные» для мониторинга МОБ методом МПЦ после применения CD19-

направленной иммунотерапии. 
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Несмотря на высокую долю тотально позитивных случаев, одиночное 

использование каждого из данных маркеров для замены CD19 в алгоритме поиска 

МОБ имеет свои ограничения. В ряде исследований показано, что В-линейный 

ОЛЛ с перестройкой гена KMT2A часто имеет сниженную экспрессию CD22 вплоть 

до полного отсутствия маркера [132], что ограничивает использование этого 

маркера при мониторинге МОБ у данных пациентов. Кроме того, некоторые клоны 

антител к CD22 могут связываться с поверхностью базофилов и тучных клеток 

[138, 139]. При выделении В-клеточного региона по CD22 данные клетки попадают 

в анализ, что может усложнять поиск МОБ. Сложности в мониторинге МОБ 

методом МПЦ с использованием CD22 могут также возникать при применении в 

комбинации с CD19-направленной терапией препаратов, направленных на CD22-

позитивные клетки (инотузумаб озогамицин, биспецифические CAR-T к CD19 и 

CD22, CD22 CAR-T), так как в результате их воздействия возможно снижение или 

исчезновение экспрессии CD22 на поверхности опухолевых клеток [133].  

Несмотря на то, что в исследуемой когорте доля случаев с тотальной 

экспрессией CD24 на опухолевых клетках составила 91,18%, в исследовании S. 

Cherian et al. доля CD24-позитивных случаев В-линейного ОЛЛ составила всего 

80,6%, при этом у 35,4% экспрессия данного маркера была гетерогенной [25]. В том 

же исследовании была также показана необходимость использовать CD66b для 

выделения В-клеточного региона в сочетании с CD24 для исключения CD24-

позитивных нейтрофилов из анализа [25], что дополнительно расширяет панель для 

определения МОБ методом МПЦ. 

Использование CD10 для выделения В-клеточного региона и поиска 

опухолевых клеток не применимо для пациентов с BI-вариантом ОЛЛ, а также с В-

линейным ОЛЛ с гетерогенной или слабой экспрессией данного маркера. 

iCD79a является наиболее специфичным В-линейным маркером среди 

рассмотренных в исследовании [134]. Высокий уровень экспрессии данного 

антигена выявлен в подавляющем большинстве случаев В-линейного ОЛЛ в 

исследуемой когорте, а также описан в ранее опубликованных исследованиях 

других авторов [161, 162]. Тем не менее использование CD79a требует проведения 
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процедуры внутриклеточного окрашивания образца, которая сопряжена с 

дополнительной потерей клеток на этапе пробоподготовки, что при малом объёме 

образца КМ или его низкой клеточности может быть критично для анализа. 

Вследствие указанных недостатков одиночного использования каждого из 

изученных маркеров, целесообразно использовать панель, которая содержит их 

комбинацию. Ввиду того, что не было выявлено ни одного случая, в котором для 

выделения опухолевой популяции не подходил бы ни один из маркеров, панель 

антител для мониторинга МОБ после таргетной терапии должна содержать 

антитела ко всем четырем исследованным антигенам. При этом основными для 

выделения В-клеточного региона следует считать CD22 и iCD79a. Для случаев В-

линейного ОЛЛ, при которых клетки опухолевой популяции тотально 

экспрессируют оба маркера (79,76% случаев по данным исследуемой выборки), 

подразумевается их последовательное использование при гейтировании: 

первоначальное выделение «широкого» В-клеточного региона по экспрессии CD22 

с дальнейшим очищением его при помощи выделения iCD79a-позитивных клеток 

(рисунок 7). В случае, если только один из двух маркеров тотально экспрессирован 

на опухолевых клетках, для выделения В-клеточного региона следует использовать 

только этот маркер. Описанные выше ветви нового алгоритма анализа подходят 

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 (рисунок 

7). 

Таким образом, было показано, что совместное использование маркеров 

CD22, CD24, iCD79a и CD10 позволит эффективно выделять В-клеточный регион 

для поиска МОБ без использования CD19. 

 

3.3 ʈʘʥʥʠʝ CD19-ʥʝʛʘʪʠʚʥʳʝ ɺ-ʢʣʝʪʦʯʥʳʝ ʧʨʝʜʰʝʩʪʚʝʥʥʠʢʠ: ʦʩʦʙʝʥʥʦʩʪʠ 

ʠʤʤʫʥʦʬʝʥʦʪʠʧʘ, ʚʳʷʚʣʝʥʠʝ ʧʨʠ ʦʧʨʝʜʝʣʝʥʠʠ ʄʆɹ  

Ввиду наличия в КМ нормальных ВП, находящихся на очень ранних стадиях 

развития и еще не экспрессирующих CD19 (CD19(-) ВП), которые могли бы 
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находиться в В-клеточном регионе при выделении его по CD22, CD10, iCD79a и 

могли бы быть ошибочно приняты за клетки В-линейного ОЛЛ, были исследованы 

их иммунофенотипические особенности у детей после CD19-направленной 

терапии (n=106). CD19(-) ВП имели на своей поверхности высокий уровень 

экспрессии CD22, сопоставимый с таковым у зрелых В-клеток, были позитивны по 

CD38, CD45, CD34, имели низкий уровень экспрессии (вплоть до полной 

негативности) CD10 и CD24, не несли на своей поверхности CD20, в большинстве 

случаев имели более высокий по сравнению с CD19(+) ВП показатель SSC 

(рисунок 8). 

 

Рисунок 7 ï Предлагаемый алгоритм выделения В-клеточного региона при 

определении МОБ при В-линейном ОЛЛ методом МПЦ после CD19-направленной 

иммунотерапии. Красной стрелкой отображен основной путь (применимо для 

79,8% патентов в исследуемой группе); синий маршрут отображает вторичный 

алгоритм выделения региона и вместе с красным охватывает 98,0% случаев. 

Черный маршрут может быть использован для остальных 2,0% пациентов. i – 

внутриклеточная экспрессия; SSC – боковое рассеяние; SYTO41 – ДНК-тропный 

краситель для выделения ЯСК 
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Рисунок 8 ï CD19(-) ВП в КМ пациента после CD19-направленной иммунотерапии. 

Фиолетовый – CD19(-) ВП, зеленый – CD19(+) ВП, серый – остальные ЯСК 

Так как применение CD19-направленной терапии может приводить к 

появлению в КМ CD19-отрицательных клеток В-линейного ОЛЛ, необходимо 

было подтвердить то, что исследуемые клетки не являются опухолевыми. На 

неопухолевую природу CD19(-) ВП указывают результаты цитогенетических и 

молекулярно-генетических исследований, проведенных на выделенной при 

помощи проточной клеточной сортировки чистой популяции данных клеток. В 

девяти случаях у пациентов после аллогенной ТГСК и таргетной терапии 

производилось определение в CD19(-) ВП донорского химеризма путем анализа 

полиморфизма InDel-локусов ДНК с использованием ПЦР-РВ. Все проведенные 

исследования показали, что данные клетки являются донорскими. 

Отсортированные клетки пяти пациентов были исследованы методом ПЦР-

РВ на наличие ХТр или ХГ (у пациентов с наличием данной специфической 
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генетической аномалии в лейкемических клетках). Ни в одном из исследуемых 

образцов ХТр/ХГ в CD19(-) ВП выявлен не был (таблица 5). 

Таблица 5 – Результаты определения ХТр/ХГ в CD19(-) ВП, выделенных при 

помощи проточной сортировки клеток из образцов КМ пяти пациентов с В-

линейным ОЛЛ после CD19-направленной иммунотерапии 

ˉ ʦʙʨʘʟʮʘ ʍʠʤʝʨʥʳʡ ʛʝʥ ʄʠʰʝʥʴ ʪʝʩʪ-ʩʠʩʪʝʤʳ ʈʝʟʫʣʴʪʘʪ 

1 ETV6::RUNX1 ХТр не выявлен 

2 KMT2A::MLLT3 ХТр не выявлен 

3 KMT2A::MLLT1 ХТр не выявлен 

4 KMT2A::AFF1 ХТр не выявлен 

5 KMT2A::EPS15 ХГ не выявлен 

5 KMT2A::EPS15 ХТр не выявлен 

В 14 случаях производилось определение спектра перестроек генов ИГ в 

исследуемых клетках методом мультиплексной ПЦР. Анализ показал, что профиль 

перестроек тяжелых и легких цепей ИГ в отсортированных популяциях 

гетерогенен: в двух случаях не были выявлены перестройки генов ни одной из 

цепей, в десяти образцах были обнаружены перестроения в генах тяжелых цепей 

(рисунок 9), еще в двух детектировались перестройки генов и тяжелых, и легких 

цепей ИГ (таблица 6). Профиль выявленных перестроек говорил о том, что 

популяции исследуемых клеток являются поликлональными. 

Анализ образцов КМ в группах сравнения показал, что CD19(-) ВП могут 

выявляться не только у пациентов после применения таргетной терапии. CD19(-) 

ВП были обнаружены в КМ пациентов после стандартной ПХТ и ТГСК, а также у 

здоровых доноров (таблица 7), однако существенно реже, чем после 

таргетирования CD19 (p<0,001). 

Процентное содержание данных клеток в КМ у пациентов после CD19-

направленной иммунотерапии варьировало от 0,003% до 0,691% с медианой, 

равной 0,049%.  
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Рисунок 9 – Наиболее часто встречавшийся профиль перестроек генов тяжелых и 

легких цепей ИГ в CD19(-) ВП; в 10 из 14 образцов в клетках детектировались 

полные (IGH проба C) и неполные (IGH проба D) перестройки генов тяжелых цепей 

при отсутствии перестроек лёгких цепей ИГ (IGK проба A, IGK проба B, IGL проба 

A)  

CD19(-) ВП у пациентов после CD19-направленной терапии составляли от 

0,1% до 100% от всех ВП (медиана 19%). В 37% случаев CD19(-) ВП были 

единственной популяцией ВП в КМ после применения таргетной терапии. 

CD19(-) ВП выявлялись в КМ вне зависимости от наличия или отсутствия в 

КМ популяции опухолевых клеток: в 10 образцах из 69, в которых были выявлены 

CD19(-) ВП, были также обнаружены лейкемические клетки (в четырех – CD19(+), 

в шести – CD19(-)) (рисунок 10). Появление CD19(-) ВП, как и появление МОБ, 

происходило на различных сроках после воздействия таргетных препаратов. 

Значения MFI у CD19(-) ВП отличались от таковых как у ранних CD34(+), 

так и у более дифференцированных CD34(-) CD19(+) ВП (рисунок 11). Кроме того, 
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были обнаружены небольшие различия в значениях MFI для CD20, CD34 и CD45 

между CD19(-) ВП и клетками В-линейного ОЛЛ (рисунок 11). 

Таблица 6 – Результаты детекции перестроек в генах тяжелой и легких цепей ИГ в 

чистых популяциях CD19(-) ВП, выделенных при помощи проточной сортировки 

из КМ пациентов с В-линейным ОЛЛ после CD19-направленной иммунотерапии 

(n=14) 

ˉ 

ʦʙʨʘʟʮʘ 

ʇʝʨʝʩʪʨʦʡʢʠ ʚ ʛʝʥʘʭ ʀɻ 

IGH (ʪʷʞʝʣʘʷ ʮʝʧʴ) IGK (ʣʝʛʢʘʷ ʮʝʧʴ ə) IGL (ʣʝʛʢʘʷ ʮʝʧʴ ɚ)  

1 - - - 

2 + + + 

3 - - - 

4 + - - 

5 + - - 

6 + - - 

7 + - - 

8 + - - 

9 + - - 

10 + + + 

11 + - - 

12 + - - 

13 + - - 

14 + - - 
 

Таблица 7 – Частота выявления CD19(-) ВП в образцах КМ пациентов с В-

линейным ОЛЛ в зависимости от вида терапии, а также у здоровых доноров 

ʆʙʨʘʟʮʳ 
ɺʩʝʛʦ 

ʦʙʨʘʟʮʦʚ 
ʩ CD19(-) ɺʇ (%) 

После блинатумомаба 64 41 (64,1) 

После CD19 CAR-T 25 18 (72,0) 

После блинатумомаба и CD19 CAR-T 17 10 (58,8) 

Здоровые доноры 12 3 (25,0) 

Окончание терапии индукции  48 16 (33,3) 

+ 30-е сутки после ТГСК 20 6 (30,0) 

+ 60-е сутки после ТГСК 20 6 (30,0) 

Двухмерная иерархическая кластеризация на основе данных о суммарном 

иммунофенотипе выделила три основных ветви: в одной оказались все случаи 

CD19(-) ВП, во второй – CD19(+)CD34(+) ВП, в третьей – CD19(+)CD34(-) ВП, при 
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этом лейкемические клетки оказались распределены равномерно между всеми 

тремя ветвями иерархии (рисунок 12). 

 

Рисунок 10 – Сочетание CD19(-) ВП с другими CD22(+) клетками в КМ пациентов 

с В-линейным ОЛЛ после CD19-направленной иммунотерапии: А – наличие только 

CD19(-) ВП; Б – CD19(-) ВП и CD19(+) лейкемические клетки; В – CD19(-) ВП и 

CD19(-) лейкемические клетки; Г – CD19(-) ВП и CD19(+) ВП; Д – CD19(-) ВП, 

CD19(+) ВП и CD19(+) лейкемические клетки. Зеленый – CD19(+) ВП, фиолетовый 

– CD19(-) ВП, красный – лейкемические клетки 

Примечательно, что автоматический анализ данных, основанный на 

значениях MFI, проведенный с использованием программного обеспечения 

Infinicyt (Cytognos, Испания), так же не смог отличить CD19(-) ВП от бластов В-

линейного ОЛЛ и отнес их к категории лейкемических клеток (рисунок 13). 

Таким образом, было показано, что CD19(-) ВП обнаруживались в КМ 

пациентов после терапии В-линейного ОЛЛ при определении МОБ методом МПЦ. 

Наиболее часто CD19(-) ВП выявлялись у пациентов после CD19-направленной 

терапии – в 65,09% образцов КМ, причем процентное содержание их могло 

достигать 0,691%. Данные клетки были выявлены также у части здоровых доноров 

и пациентов после ТГСК, но в меньшем проценте случаев (25,00% и 30,00% 

соответственно).  

B-линейная природа исследуемых клеток не вызывала сомнений, так как они 

ярко экспрессировали iCD79a, не имели на своей поверхности маркеров 
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миелоидной и Т-клеточной линий дифференцировки, а также в них выявлялись 

перестройки генов тяжелой и легких цепей ИГ. Также исследование доказало 

нелейкемическую природу данных клеток. Во-первых, эти клетки 

продемонстрировали поликлональный профиль перестроек генов ИГ, который 

характерен для нормальных ВП. Во-вторых, подтверждено донорское 

происхождение CD19(-) ВП у пациентов после таргетного лечения и ТГСК. Кроме 

того, в исследованных клетках не было обнаружено ни одного исходного 

аномального химерного гена или транскрипта. 

 

Рисунок 11 – Сравнение MFI по значимым для определения МОБ маркерам между 

CD19(-) ВП (фиолетовый), CD19(+) ВП (CD34(+) – светло-зеленый, CD34(-) – 

темно-зеленый) и клетками В-линейного ОЛЛ (красный); ♦ – медиана,  – 

межквартильный интервал,  – интервал 1–99 процентиль; * – выбросы; ** – 

уровень статистической значимости p при сравнении MFI по критерию Манна-

Уитни более 0,05; в остальных случаях p<0,05 
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Рисунок 12 – Двумерный иерархический кластерный анализ ВП и лейкемических 

клеток на основании значений MFI (зеленый – самый низкий уровень; красный – 

самый высокий уровень) диагностических маркеров, используемых для 

определения МОБ методом МПЦ (исключая CD19). Метрика евклидова расстояния 

и связь Уорда использовались для расчета расстояний кластеров. Образцы 

сгруппированы в столбцы; диагностические маркеры сгруппированы в ряды. 

Фиолетовый – CD19(-) ВП; светло-зеленый – CD19(+)CD34(+) ВП; темно-зеленый 

– CD19(+)CD34(-) ВП; красный – лейкемические клетки 

 

Рисунок 13 – Использование программного обеспечения Infinicyt для анализа 

иммунофенотипа CD19(-) ВП: А – визуализация результата анализа данных при 

помощи опции Compass; Б – распределение CD19(-) ВП (фиолетовый) и 

лейкемических бластов (красный контур) в соответствии с их иммунофенотипом 

на основании анализа главных компонент 
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Иммунофенотип CD19(-) ВП отличался от такового у CD19(+) ВП: помимо 

отсутствия CD19, CD19(-) ВП имеют более высокий уровень экспрессии CD22, 

CD38, CD58, при этом данные клетки демонстрируют более низкий уровень 

экспрессии CD10, CD20 и CD24. Этот факт может заставить исследователей 

принять данные клетки за лейкемические бласты. Кроме того, кластерный анализ 

данных выделил CD19(-) ВП в отдельную от CD19(+) ВП ветвь, куда так же попали 

лейкемические клетки некоторых пациентов. Более того, автоматизированный 

анализ данных с использованием программного обеспечения Infinicyt, которое 

является одним из наиболее часто используемых машинных инструментов для 

иммунофенотипирования ОЛ [141], так же не смог идентифицировать CD19(-) ВП 

как популяцию нормальных регенераторных клеток и интерпретировал их 

иммунофенотип как лейкемический, в том числе даже тогда, когда CD19 был 

исключен из анализа. 

Существование CD19(-) ВП  в КМ было показано ранее в работах M. Dworzak 

et al. [134, 163]. Авторы отмечали, что данные клетки вероятно являются самой 

ранней стадией В-лимфопоэза: они не несут на своей поверхности CD19, но при 

этом имеют выраженную экспрессию iCD79a, который является высоко 

специфичным маркером нормального В-лимфопоэза [134], что согласуется с 

полученными нами результатами. По данным упомянутых выше исследований, 

CD19(-) iCD79a(+) ВП также слабо экспрессируют маркеры других линий 

дифференцировки, а именно CD33 и CD7, что по мнению авторов может быть 

интерпретировано как признак клеточной активации, а не аберрантности 

иммунофенотипа [134]. Авторы также отметили, что данные клетки имеют ряд 

морфологических отличий от клеток более поздних стадий лимфопоэза, что 

обусловило более высокую величину SSC [134], отмеченную и в настоящем 

исследовании.  

Принадлежность CD19(-) ВП к ранним этапам развития В-лимфоцитов была 

также показана на уровне экспрессии генов в работе M. Hystad M. et al. [164]. В 

данных клетках обнаруживалась экспрессия генов, кодирующих белки, которые 

принимают участие в VDJ-перестройке генов цепей ИГ (RAG1, RAG2, DNTT, 
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ADA) [164]. Также наблюдалось увеличение экспрессии ряда ключевых для В-

лимфопоэза транскрипционных факторов (E2A, EBF, PAX5, BCL11A, LEF1) [164]. 

В другом исследовании было уделено внимание перестройкам генов цепей ИГ на 

ранних этапах развития В-лимфоцитов [165]. Было обнаружено, что DJC-

перестройки тяжелой цепи ИГ происходят до появления на поверхности клеток 

CD19 [165], что согласуется с полученными в нашем исследовании результатами. 

Однако, в 2 из 14 образцов не были обнаружены перестройки в генах ни одной из 

цепей ИГ, а в ещё двух случаях были выявлены перестройки в генах всех цепей. 

Данный факт может указывать на гетерогенность выделенной популяции, в 

которой содержатся как клетки более ранних, так и более поздних стадий 

дифференцировки. Это подтверждается ранее опубликованными данными о том, 

что в пуле CD19(-) ВП имеются мультипотентные клетки: в них отмечается 

экспрессия как T/NK-ассоциированных, так и генов, характерных для миелоидной 

линии дифференцировки [164]. 

При мониторинге МОБ при В-линейном ОЛЛ методом МПЦ в случае 

стандартной ПХТ необходимость в дифференциальной диагностике между CD19(-

) ВП и лейкемическими бластами отсутствует, так как поиск опухолевых клеток в 

таком случае производится среди CD19(+) клеток, а клетки без CD19 на 

поверхности остаются вне области анализа. При поиске МОБ среди CD19(+) клеток 

на точечных графиках имеются так называемые «пустые места», в которых не 

могут быть расположены нормальные клетки КМ, а могут находиться только 

клетки В-линейного ОЛЛ (рисунок 14А). Значимость для анализа CD19(-) ВП 

приобретают, когда возникает необходимость заменить CD19 в качестве маркера 

для выделения всего В-клеточного региона другим маркером или комбинацией 

маркеров, то есть в случае мониторинга МОБ у пациентов после CD19-

направленной иммунотерапии. При использовании в качестве маркера для 

выделения В-клеток, например, CD22, расположение «пустых мест» на графиках 

несколько отличается от гейтирования по CD19: за счет появления в B-клеточном 

регионе CD19(-) ВП исчезают некоторые «пустые места» на графиках CD19/CD10, 

CD38/CD10, CD20/CD10, CD45/CD10, CD24/CD10 (рисунок 14Б). Данный факт 



72 
 

усложняет поиск МОБ при использовании метода «пустых мест», повышается 

важность учета при исследовании индивидуальных особенностей иммунофенотипа 

опухолевых клеток для каждого отдельного пациента. 

Как видно из антигенного профиля CD19(-) ВП, использование для 

выделения В-клеток ранних В-линейных маркеров, подробно рассмотренных в 

предыдущем разделе главы, неизменно приведет к попаданию в анализ данных 

клеток. В работе S. Cherian et al., где описан подход к выделению В-клеточного 

региона по CD22, сделан акцент на необходимости обращать внимание на наличие 

CD19(-) ВП в КМ и не интерпретировать данные клетки как опухолевые, 

утратившие на своей поверхности CD19 [25]. При работе с CD10-позитивными 

случаями В-линейного ОЛЛ поиск МОБ можно начинать в пуле CD10(+) клеток 

[11], однако, и при таком выделении CD19(-) ВП не исключаются из анализа. 

Выделение B-клеток по iCD79a как наиболее раннему B-клеточному маркеру [134], 

который экспрессируется опухолевыми клетками в подавляющем большинстве 

случаев В-линейного ОЛЛ [165], также может привести к обнаружению CD19(-) 

ВП.  

Таким образом, высокая частота встречаемости CD19(-) ВП в КМ пациентов 

после CD19-направленной иммунотерапии не является отклонением от нормы. Тем 

не менее, даже при автоматизированном анализе данных МПЦ эти клетки могут 

быть ошибочно истолкованы как развивающийся CD19-негативный рецидив В-

линейного ОЛЛ. Детальная иммунофенотипическая характеристика CD19(-) ВП 

помогает более точно исследовать МОБ методом МПЦ у пациентов, получивших 

таргетную терапию. 

 

3.4 ʀʟʤʝʥʝʥʠʝ ʵʢʩʧʨʝʩʩʠʠ ʤʘʨʢʝʨʦʚ, ʠʩʧʦʣʴʟʫʝʤʳʭ ʜʣʷ ʦʧʨʝʜʝʣʝʥʠʷ ʄʆɹ, 

ʣʝʡʢʝʤʠʯʝʩʢʠʤʠ ʢʣʝʪʢʘʤʠ ʧʦʜ ʜʝʡʩʪʚʠʝʤ CD19-ʥʘʧʨʘʚʣʝʥʥʦʡ 

ʠʤʤʫʥʦʪʝʨʘʧʠʠ 

Возможные изменения в экспрессии маркеров для определения МОБ при В-

линейном ОЛЛ на опухолевых клетках после иммунотерапевтического 

воздействия, которые могут оказывать влияние на анализ, изучались на когорте из 
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45 пациентов, получивших блинатумомаб (за исключением троих пациентов, у 

которых произошла смена линейности ОЛ), и 39 пациентов после терапии CAR-T 

к CD19. 

 

Рисунок 14 – «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 

опухолевых клеток, выделены красными контурами 

Иммунофенотипические изменения лейкемических клеток у пациентов после 

курса блинатумомаба представлены на рисунке 15. У двадцати семи пациентов, у 

которых развился рецидив заболевания, иммунофенотипические изменения в 

опухолевых клетках коснулись экспрессии практически всех антигенов к 
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антителам из панели для мониторинга МОБ, кроме CD58 (рисунок 15А). Следует 

отметить, что для CD10, CD20, CD38, CD34, CD45 изменение экспрессии после 

воздействия блинатумомаба были разнонаправленными, то есть в разных случаях 

наблюдалось как повышение, так и снижение процента экспрессирующих антиген 

клеток опухолевой популяции. Экспрессия CD58 не изменялась ни в одном из 

случаев рецидива заболевания. У десяти пациентов, имевших после 

иммунотерапии в КМ лейкемические клетки на уровне МОБ, также наблюдалась 

разнонаправленная модуляция экспрессии CD10, CD20, CD34 и единичные случаи 

изменения уровня экспрессии CD38, CD45 и CD58 (рисунок 15Б). Опухолевые 

клетки у восьми рефрактерных к иммунотерапии пациентов имели стабильный 

иммунофенотипический профиль с очень редкими изменениями в экспрессии 

исследуемых антигенов (рисунок 15В). 

Изменение профиля экспрессии антигенов на опухолевых клетках в рецидиве 

у шестнадцати пациентов после терапии CAR-T к CD19 отображено на рисунке 16. 

Для всех исследуемых маркеров, кроме CD58, в разном проценте случаев было 

выявлено изменение процента позитивных опухолевых клеток более чем на 25%, 

при этом наиболее изменчивым маркером оказался CD34 (изменения наблюдались 

в 4 из 16 случаев) (рисунок 16А). Изменение процента позитивных клеток 

опухолевой популяции было также выявлено для CD22 и CD24, которые 

используются как альтернативные маркеры для выделения В-клеточного региона 

при мониторинге МОБ [25]: снижение экспрессии CD22 произошло в 1 из 15 

случаев, CD24 – в 1 из 12 случаев. Как и в случае с рецидивами, у девятнадцати 

пациентов, имевших после CAR-T в КМ лейкемические клетки на уровне МОБ, 

наиболее подверженной изменению (за исключением CD19) оказалась экспрессия 

бластами CD34 (изменение в 10 из 19 случаев), причем наблюдались как случаи 

снижения, так и случаи повышения доли экспрессирующих его клеток (рисунок 

16Б). В данной когорте пациентов не было обнаружено ни одного случая изменения 

экспрессии CD38, CD58 и CD22. У четырех пациентов с рефрактерными к 

клеточной терапии формами В-линейного ОЛЛ были отмечены единичные случаи 

изменения экспрессии CD34, CD45 и CD10 на опухолевых клетках (рисунок 16В). 
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Рисунок 15 – Изменение экспрессии антигенов на клетках В-линейного ОЛЛ после 

применения блинатумомаба у пациентов: А – с развернутым рецидивом в КМ; Б – 

с наличием в КМ опухолевых бластов на уровне МОБ (<5%); В – с 

рефрактерностью к иммунотерапии. Синий – отсутствие изменения экспрессии 

антигена; красный – увеличение доли позитивных по антигену клеток популяции 

более чем на 25%; зеленый – уменьшение доли позитивных по антигену клеток 

популяции более чем на 25% 

Как видно из полученных данных, иммунофенотипические изменения 

бластов В-линейного ОЛЛ при использовании CD19-направленной иммунотерапии 

не ограничиваются лишь только снижением экспрессии CD19. Может наблюдаться 

изменение экспрессии практически любого маркера, используемого в панели для 

мониторинга, причем вероятно как снижение, так и увеличение доли 

экспрессирующих данный маркер клеток опухолевой популяции. 
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Рисунок 16 – Изменение экспрессии антигенов на клетках В-линейного ОЛЛ после 

применения CAR-T к CD19 у пациентов: А – с развернутым рецидивом в КМ; Б – 

с наличием в КМ опухолевых бластов на уровне МОБ (<5%); В – с 

рефрактерностью к иммунотерапии. Синий – отсутствие изменения экспрессии 

антигена; красный – увеличение доли позитивных по антигену клеток популяции 

более чем на 25%; зеленый – уменьшение доли позитивных по антигену клеток 

популяции более чем на 25% 
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Как и в случае применения блинатумомаба, после воздействия CAR-T клеток 

к CD19 наиболее изменчивой среди маркеров для мониторинга МОБ (помимо 

CD19) оказалась экспрессия опухолевыми клетками CD34, а CD58 оказался самым 

стабильным антигеном. 

С учетом полученных данных, стала очевидной необходимость адаптации 

анализа данных при определении МОБ после CD19-направленной иммунотерапии 

к возможному изменению экспрессии на лейкемических бластах не только 

непосредственно таргетируемого CD19, но и всех других маркеров, используемых 

для мониторинга МОБ. Это может выражаться в увеличении значимости поиска 

клеток, отличающихся от нормальных, при анализе цитометрических данных, по 

сравнению с поиском клеток с инициальным иммунофенотипом. 

 

3.5 ʉʤʝʥʘ ʣʠʥʝʡʥʦʡ ʧʨʠʥʘʜʣʝʞʥʦʩʪʠ ʦʧʫʭʦʣʝʚʳʭ ʢʣʝʪʦʢ ɺ-ʣʠʥʝʡʥʦʛʦ ʆʃʃ 

ʧʦʜ ʜʝʡʩʪʚʠʝʤ CD19-ʥʘʧʨʘʚʣʝʥʥʦʡ ʠʤʤʫʥʦʪʝʨʘʧʠʠ 

Учитывая наличие редких случаев смены линейной принадлежности 

опухолевых клеток после проведения иммунотерапии и связанных с ними 

возможных трудностей при мониторинге МОБ методом МПЦ, была отдельно 

исследована группа из шести таких случаев. 

У всех шести пациентов первоначально был диагностирован В-линейный 

ОЛЛ на основании результатов морфоцитохимической и иммунофенотипической 

диагностики аспиратов КМ. Смена линейной принадлежности опухолевых клеток 

происходила во время (n=4) или после (n=2) курса блинатумомаба. Тип и структура 

ХГ и ХТр в опухолевых клетках (в исследуемой выборке это были 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 ОЛ, а не вторичная опухоль (таблица 8).   

Первичное иммунофенотипирование ОЛ выявило BI-вариант ОЛЛ у пяти 

пациентов (пациенты №1, №2, №3, №4 и №6) и BIII-вариант ОЛЛ у одного 

пациента (пациент №5) (таблица 8).  
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Во время смены линии ОЛ после терапии блинатумомабом три пациента 

(пациенты №1, №5, №6) полностью изменили иммунофенотип опухолевых клеток 

с В-линейного ОЛЛ на CD19-отрицательный ОМЛ. У пациента №1 на 90-е сутки 

после проведения родственной ТГСК сохранялись B-линейные опухолевые клетки 

(CD19+ CD10- CD34+/- CD45+) в количестве 0,18%, которые элиминировались 

после проведения терапии блинатумомабом. Через 6 месяцев после этого в КМ 

были обнаружены опухолевые клетки с миелоидным иммунофенотипом (CD19- 

CD33+ CD117+ CD56+ CD11c-/+) в количестве 16% (рисунок 17). Пациент №5 

получил курс блинатумомаба по причине неудачи противорецидивной терапии: на 

момент начала курса иммунотерапии выявлялось 38,6% клеток В-линейного ОЛЛ 

(CD19+ CD10-/+ CD34- CD45+). На 27-е сутки от начала курса иммунотерапии в 

КМ были обнаружены опухолевые клетки миелоидной природы (CD19- CD33+ 

CD117+ CD34- CD14- CD11c+) в количестве 95% при отсутствии клеток В-

линейного ОЛЛ. Пациент №6 получил курс блинатумомаба в связи с появлением 

CD19-позитивной МОБ через 3 месяца после аллогенной ТГСК. На 27-е сутки 

курса иммунотерапии в КМ были выявлены миелоидные опухолевые клетки 

(CD19- CD33+ CD117+ CD64+ CD7+) в количестве 5%; в течение 2х недель 

количество миелоидных бластов увеличилось до 75%. 

Три пациента после терапии блинатумомабом имели в КМ вторую CD19-

негативную популяцию опухолевых клеток на фоне сохраняющейся CD19-

позитивной популяции В-линейного ОЛЛ (пациенты №2, №3 и №4). Двое 

пациентов (пациенты №2 и №4) до проведения иммунотерапии демонстрировали 

наличие в КМ сразу двух лейкемических популяций. У пациента №2 основная В-

лимфобластная лейкемическая популяция (15%) (CD19+ CD10- CD45- CD34+/- 

CD33+/-) сопровождалась наличием небольшой популяции миелоидных бластных 

клеток (3%) (CD33+/- CD19- CD45+ CD34- CD14-). После проведения блока 

высокодозной ПХТ миелоидные бласты были элиминированы, а количества 

бластов В-линейного ОЛЛ снизилось до 1,5%. Спустя неделю доля В-линейных 

бластов в КМ пациента возросла до 25% без появления миелоидной популяции. 

После короткого курса дексаметазона была инициирована терапия 
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блинатумомабом. По окончании курса иммунотерапии миелоидные опухолевые 

клетки появились вновь, и доля их превысила долю клеток В-линейного ОЛЛ (20% 

и 2% соответственно) (рисунок 18). Как и у пациента №2, у пациента №4 во время 

проведения ПХТ наблюдалась основная В-линейная популяция лейкемических 

бластов и минорная популяция миелоидных опухолевых клеток (CD19- CD14+ 

CD64+ CD33+), непосредственно перед терапией блинатумомабом их доля в КМ 

составляла 10,8% и 4% соответственно. На 22-й день курса соотношение размеров 

популяций изменилось: миелоидная популяция увеличилась до 83%, а популяция 

В-клеток (CD19+) составила 4,3%. 

 

Рисунок 17 – Полная смена линейной принадлежности опухолевых клеток с В-

линейного ОЛЛ на ОМЛ под действием блинатумомаба на примере пациента №1. 

Красный – лейкемические клетки, серый – остальные клетки КМ; SSC – боковое 

светорассеяние, i – внутриклеточная экспрессия антигена 

Пациент №3 до терапии блинатумомабом имел в КМ одну В-лимфобластную 

популяцию опухолевых клеток (CD19+ CD10- CD34- CD33+ CD45+). Благодаря 

курсу иммунотерапии удалось достигнуть МОБ-негативной ремиссии и провести 

аллогенную ТГСК. При мониторинге МОБ на 100-е сутки после ТГСК у пациента 

было обнаружено 1,3% CD19-позитивных В-линейных опухолевых клеток. В 

дальнейшем на фоне проводимой ПХТ наблюдалось нарастание лимфобластной 
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популяции до 26%, а также было отмечено появление дополнительной CD19-

негативной популяции клеток с аберрантным иммунофенотипом в количестве 44% 

без четких признаков линейной принадлежности (рисунок 19). 

Одновременно с сохранением типа и структуры ХГ и ХТр, мутационный 

профиль клеток в некоторых случаях подвергался изменению: в двух случаях из 

шести исследованных наблюдалось приобретение новых дополнительных мутаций 

в генах TP53 или CBL (таблица 8). Также наблюдались изменения в клональном 

репертуаре перестроек генов ИГ/ТКР: в двух случаях наблюдалось одновременное 

утрачивание части инициальных клонов с появлением новых, ещё в одном случае 

было отмечено появление новых клонов при полном сохранении первоначальных 

(таблица 8). Однако, какую-либо связь между иммунофенотипическими и 

молекулярно-генетическими изменениями при смене линейной принадлежности 

клеток ОЛ установить не удалось.  

 

Рисунок 18 – Увеличение размера предсуществующие миелоидной популяции на 

фоне сохраняющейся популяции клеток В-линейного ОЛЛ под действием 

блинатумомаба на примере пациента №2. Красный – бласты В-линейного ОЛЛ, 

черный – миелоидные опухолевые клетки, серый – остальные клетки КМ; SSC – 

боковое светорассеяние 
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Рисунок 19 – Появление дополнительной недифференцированной лейкемической 

популяции на фоне сохраняющейся популяции клеток В-линейного ОЛЛ под 

действием блинатумомаба на примере пациента №3. Красный – бласты В-

линейного ОЛЛ, черный – клетки ОНедифЛ, серый – остальные клетки КМ; SSC – 

боковое светорассеяние, i – внутриклеточная экспрессия антигена 

Терапия, проведенная до и после смены линейной принадлежности 

опухолевых клеток, показана в таблице 9. Только в одном из шести случаев 

(пациент №1) удалось добиться стойкой МОБ-негативной ремиссии, в четырех 

случаях (пациенты №2, №3, №4, №5) лечение закончилось неудачей и летальным 

исходом, один пациент (пациент №6) был потерян из-под наблюдения, по причине 

чего исход заболевания неизвестен. 

Таким образом, под действием блинатумомаба в клетках В-линейного ОЛЛ 

может происходить не только изменение экспрессии CD19 и других антигенов, но 

также и полная потеря иммунофенотипических признаков лимфоидной линии и 

приобретение маркеров других гемопоэтических линий. Подобные изменения 

возможны не только после блинатумомаба [77], но и после терапии с применением 

CD19 CAR-T [104, 131]. В таких случаях дальнейшие терапевтические опции 

крайне ограничены [166], а классический мониторинг МОБ методом МПЦ 
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достаточно затруднителен [22, 136]. Как видно из описанных выше случаев, смена 

линейной принадлежности клеток ОЛ под действием иммунотерапии происходила 

несколькими путями: наблюдалась как полная замена популяции В-линейного 

ОЛЛ на ОМЛ без сохранения каких-либо первоначальных иммунофенотипических 

черт, так и развитие дополнительной миелоидной популяции одновременно с 

сохранением популяции В-линейного ОЛЛ, при этом дополнительная популяция 

клеток могла быть как ранее не обнаруживаемой, так и развиться из 

предсуществующей минорной. При этом обнаружение клеток других линий в 

малых количествах могло оказаться крайне трудным даже в случае расширения 

набора маркеров для мониторинга МОБ ввиду разнообразия возможных 

иммунофенотипических вариантов клеток при изменении их линейной 

принадлежности. 

Как показало наше исследование, необходимость своевременного 

обнаружения случаев смены линейной принадлежности после проведения 

иммунотерапии определяется крайне неблагоприятным прогнозом исхода 

заболевания, и, как следствие, потребностью срочного принятия новых 

терапевтических решений о продолжении лечения таких пациентов. Исходя из 

полученных данных, следует заключить, что единственным способом 

распознавания случаев смены линейной принадлежности опухолевых клеток при 

мониторинге МОБ методом МПЦ является тщательное исследование всех 

компартментов КМ до и после CD19-направленной иммунотерапии, особенно у 

пациентов с перестройками генов KMT2A и ZNF384, которые чаще других 

генетических вариантов подвержены данному явлению [131, 167]. Подозрительные 

миелоидные клетки могут быть обнаружены по сочетанию экспрессии CD45, 

который всегда является частью МОБ-ориентированных комбинаций маркеров, и 

уровня SSC (рисунок 20). В части образцов оценку необычных миелоидных клеток 

можно проводить с использованием маркеров CD24, CD38 и CD34, экспрессия 

которых может также указать на атипичность подозрительной популяции (рисунок 

20). После этого найденные клетки следует исследовать с помощью более 

детального иммунофенотипирования или других способов подтверждения их 
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опухолевого происхождения, например, выделения чистой популяции клеток для 

дальнейших цитогенетических и молекулярно-генетических тестов. 

 

Рисунок 20 – Поиск опухолевых клеток ОЛ при смене линейной принадлежности с 

использованием графиков: А – CD45/SSC, Б – CD24/SSC, В – CD38/SSC, Г – 

CD34/SSC. Левее вертикальной черты показано расположение нормальных клеток 

КМ на графиках (серый) и области вероятного расположения клеток ОЛ (красные 

контуры), правее вертикальной черты показаны примеры расположения 

опухолевых клеток ОЛ после смены линейной принадлежности (красный) на 

графиках, демонстрирующие эффективность использования указанных графиков и 

невозможность детекции клеток на основании экспрессии В-линейных антигенов
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Таблица 8 – Сравнение иммунофенотипических, цитогенетических и молекулярно-генетических особенностей клеток ОЛ 

до и после смены линейной принадлежности 

ʇʘʮʠʝʥʪ ʀʤʤʫʥʦʬʝʥʦʪʠʧ ʎʠʪʦʛʝʥʝʪʠʯʝʩʢʘʷ ʘʙʝʨʨʘʮʠʷ 

ʊʦʯʢʘ 

ʩʣʠʷʥʠʷ 

ʍɻ 

ʊʦʯʢʘ 

ʩʣʠʷʥʠʷ 

ʍʊʨ 

ɼʦʧʦʣʥʠʪʝʣʴʥʳʝ 

ʧʘʪʦʛʝʥʝʪʠʯʝʩʢʠʝ 

ʤʫʪʘʮʠʠ 

ʆʩʦʙʝʥʥʦʩʪʠ 

ʢʣʦʥʘʣʴʥʦʡ 

ʩʪʨʫʢʪʫʨʳ 

№1 

В-линейный ОЛЛ 

(CD19+) 
t(4;11)(q21;q23)/KMT2A::AFF1 

Идентичная Идентичная 

нет 
Потеря 

инициальных 

клонов, 

приобретение 

новых 

ОМЛ (CD19-) t(4;11)(q21;q23)/KMT2A::AFF1 нет 

№2 

В-линейный ОЛЛ 

(CD19+) 
t(12;19)(p13;p13)/TCF3::ZNF384 

Идентичная Идентичная 

нет Сохранение 

клональной 

структуры 
В-линейный ОЛЛ 

(CD19+) + ОМЛ (CD19-) 
t(12;19)(p13;p13)/TCF3::ZNF384 

TP53 (p.R89Q, 

p.R16H) 

№3 

В-линейный ОЛЛ 

(CD19+) 
t(11;19)(q23;p13)/KMT2A::MLLT1 

Идентичная Идентичная 

нет Приобретение 

новых клонов 

с сохранением 

инициальных 

В-линейный ОЛЛ 

(CD19+) + ОНедифЛ 

(CD19-) 

t(11;19)(q23;p13)/KMT2A::MLLT1 нет 

№4 

В-линейный ОЛЛ 

(CD19+) 
t(4;11)(q21;q23)/KMT2A::AFF1 

Идентичная Идентичная 

KRAS (p.G12D) 
Потеря 

инициальных 

клонов, 

приобретение 

новых 

В-линейный ОЛЛ 

(CD19+) + ОМЛ (CD19-) 
t(4;11)(q21;q23)/KMT2A::AFF1 KRAS (p.G12D) 

№5 

В-линейный ОЛЛ 

(CD19+) 
t(11;19)(q23;p13)/KMT2A::MLLT1 

Идентичная Идентичная 
нет 

Сохранение 

клональной 

структуры ОМЛ (CD19-) t(11;19)(q23;p13)/KMT2A::MLLT1 CBL (p.Y371C) 

№6 

В-линейный ОЛЛ 

(CD19+) 
t(4;11)(q21;q23)/KMT2A::AFF1 

Идентичная Идентичная 
NRAS (p.G13D) 

Сохранение 

клональной 

структуры ОМЛ (CD19-) t(4;11)(q21;q23)/KMT2A::AFF1 NRAS (p.G13D) 
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Таблица 9 – История терапии и ответа на нее у пациентов до и после смены линейной принадлежности клеток ОЛ 

ʇʘʮʠʝʥʪ 

ʀʥʠʮʠʘʣʴʥʳʡ 

ʜʠʘʛʥʦʟ [ʚʦʟʨʘʩʪ] 

Ÿ ʜʠʘʛʥʦʟ ʧʨʠ 

ʩʤʝʥʝ ʣʠʥʝʡʥʦʡ 

ʧʨʠʥʘʜʣʝʞʥʦʩʪʠ 

[ʚʦʟʨʘʩʪ] 

ʀʥʠʮʠʘʣʴʥʘʷ ʪʝʨʘʧʠʷ 

[ʨʝʟʫʣʴʪʘʪ] 

ʊʝʨʘʧʠʷ ʚʪʦʨʦʡ ʣʠʥʠʠ 

[ʨʝʟʫʣʴʪʘʪ] 

ʊʝʨʘʧʠʷ ʪʨʝʪʴʝʡ ʣʠʥʠʠ 

[ʨʝʟʫʣʴʪʘʪ] 

ʊʝʨʘʧʠʷ ʧʦʩʣʝ ʩʤʝʥʳ 

ʣʠʥʝʡʥʦʡ 

ʧʨʠʥʘʜʣʝʞʥʦʩʪʠ 

ʦʧʫʭʦʣʝʚʳʭ ʢʣʝʪʦʢ 

[ʨʝʟʫʣʴʪʘʪ] 

ɺʨʝʤʷ ʦʪ ʩʤʝʥʳ 

ʣʠʥʝʡʥʦʡ 

ʧʨʠʥʘʜʣʝʞʥʦʩʪʠ 

ʜʦ ʩʤʝʨʪʠ 

№1 

В-линейный ОЛЛ 

[12л] → ОМЛ 

[13л] 

ОЛЛ-МБ 2015 [МОБ(+) 

КГР] → ТГСК [1й 

рецидив через 3 

месяца] 

Блинатумомаб x2 [МОБ(-) 

КГР, затем 2й рецидив и 

ʩʤʝʥʘ ʣʠʥʝʡʥʦʡ 

ʧʨʠʥʘʜʣʝʞʥʦʩʪʠ через 4 

месяца] 

- 

блок FLAM → ТГСК 

[МОБ(-) КГР] 

 

жив в КГР 

№2 

В-линейный ОЛЛ 

[3г] → ОЛСФ 

(B+ОМЛ) [10л] 

ALL -BFM 90 [КГР, 

затем 1й рецидив через 

5 лет] 

ALL -REZ-MB 2014 [КГР, 

затем 2й рецидив через 1 год] 

блок HR3 [ALL -REZ-MB 

2014] → блинатумомаб 

[ʩʤʝʥʘ ʣʠʥʝʡʥʦʡ 

ʧʨʠʥʘʜʣʝʞʥʦʩʪʠ на 35й 

день] 

цитарабин + клофарабин 

[рефрактерность] → 

паллиативная терапия 

39 дней 

№3 

В-линейный ОЛЛ 

[10л] → ОЛСФ 

(B+ОНедифЛ) 

[11л] 

ОЛЛ-МБ 2015 [МОБ(-) 

КГР, затем 1й рецидив 

через 9 месяцев] 

Блинатумомаб → ТГСК 

[МОБ(-) КГР, затем 2й 

рецидив через 3,8 месяцев] 

дексаметазон + 

циклофосфамид [ʩʤʝʥʘ 

ʣʠʥʝʡʥʦʡ 

ʧʨʠʥʘʜʣʝʞʥʦʩʪʠ] 

hAM24 → ТГСК + CAR-

T [МОБ(-) КГР, затем 3й 

рецидив через 2 месяца] 

→ паллиативная терапия 

8 месяцев 

№4 

В-линейный ОЛЛ 

[14д] → ОЛСФ 

(B+ОМЛ)  [6м] 

MLL Baby 

[рефрактерность] 

Блинатумомаб 

[рефрактерность, ʩʤʝʥʘ 

ʣʠʥʝʡʥʦʡ ʧʨʠʥʘʜʣʝʞʥʦʩʪʠ 

на 22й день] 

- паллиативная терапия 9 дней 

№5 
В-линейный ОЛЛ 

[11м] → ОМЛ [2г] 

MLL  Baby [МОБ(-) 

КГР, затем 1й рецидив 

через 9 месяцев] 

ALL -REZ-MB 2014 [МОБ(+) 

КГР] → блинатумомаб [ʩʤʝʥʘ 

ʣʠʥʝʡʥʦʡ ʧʨʠʥʘʜʣʝʞʥʦʩʪʠ 

на 27й день] 

- 

дексаметазон + этопозид 

+ даунорубицин 

[рефрактерность] → 

паллиативная терапия 

42 дня 

№6 
В-линейный ОЛЛ 

[6м] → ОМЛ [6л] 

индукция MLL  Baby + 

Interfant 2006 [МОБ(-) 

КГР, затем 1й рецидив 

через 5 лет] 

ОЛЛ-МБ 2015 → ТГСК [КГР, 

затем 2й рецидив через ?] 

Блинатумомаб [ʩʤʝʥʘ 

ʣʠʥʝʡʥʦʡ 

ʧʨʠʥʘʜʣʝʞʥʦʩʪʠ на 20й 

день] 

даратумумаб 

[неизвестно] 

потерян из-под 

наблюдения 
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ɻʃɸɺɸ 4. ʌʆʈʄʀʈʆɺɸʅʀɽ ʀ ɸʇʈʆɹɸʎʀʗ ʄɽʊʆɼʀʂʀ 

ʆʇʈɽɼɽʃɽʅʀʗ ʄʆɹ ʄɽʊʆɼʆʄ ʇʈʆʊʆʏʅʆʁ ʎʀʊʆʄɽʊʈʀʀ ʇʈʀ ɺ-

ʃʀʅɽʁʅʆʄ ʆʃʃ ʇʆʉʃɽ CD19-ʅɸʇʈɸɺʃɽʅʅʆʁ ʀʄʄʋʅʆʊɽʈɸʇʀʀ 

 

4.1 ʄʝʪʦʜʠʢʘ ʦʧʨʝʜʝʣʝʥʠʷ ʄʆɹ ʧʨʠ ɺ-ʣʠʥʝʡʥʦʤ ʆʃʃ ʚ ʫʩʣʦʚʠʷʭ 

ʧʨʦʚʝʜʝʥʠʷ CD19-ʥʘʧʨʘʚʣʝʥʥʦʡ ʠʤʤʫʥʦʪʝʨʘʧʠʠ 

На основании описанных в предыдущей главе результатов изучения 

особенностей нормальных и лейкемических В-лимфобластов в КМ пациентов с В-

линейным ОЛЛ после CD19-направленной иммунотерапии были установлены 

следующие критерии, которым должен соответствовать алгоритм мониторинга 

МОБ: 

1. Мониторинговая панель должна содержать антитела к CD22, iCD79a, 

CD24 и CD10, которые могут служить заменой CD19 при выделении компартмента 

В-клеток при поиске МОБ. 

2. Алгоритм анализа должен учитывать вероятность обнаружения 

нормальных ранних CD19(-) ВП для исключения возможности получения 

ложноположительного результата. 

3. Ввиду возможности существенного изменения антигенного профиля 

лейкемических бластов алгоритм анализа не должен быть направлен 

исключительно на поиск клеток с иммунофенотипом, выявленным до проведения 

иммунотерапии. 

4. Алгоритм анализа должен предусматривать возможность поиска 

лейкемических клеток не В-линейной природы, то есть учитывать вероятность 

смены линейной принадлежности ОЛ под действием иммунотерапии. 

Исходя из этого, 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 iCD79a. Общая схема поиска опухолевых клеток на точечных графиках с 

использованием данной панели антител представлена на рисунке 21. 

Использование ДНК-тропного красителя SYTO41 является необходимым 
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условием для мониторинга МОБ, так как помогает четко разграничить ЯСК от всех 

случайно зафиксированных проточным цитометром событий (разрушенные 

клетки, нелизированные эритроциты и т.д.), и как следствие производить поиск 

опухолевой популяции только в пуле ЯСК с дальнейшей корректной оценкой её 

процентного содержания в материале. На основании данных, изложенных в разделе 

3.1, основной альтернативой для CD19 при выделении В-клеточного региона было 

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

маркеров опухолевыми клетками до начала проведения таргетной терапии 

предлагается использовать либо последовательное выделение позитивных по 

данным маркерам регионов (при яркой экспрессии CD22 и iCD79a), либо 

применять для выделения один из них (при гетерогенной экспрессии или её 

отсутствии для одного из маркеров). Если оба маркера слабо экспрессировались 

опухолевыми клетками перед проведением таргетной терапии, для выделения В-

клеточного региона могут быть использованы маркеры CD10 или CD24 (рисунок 

21). 

Поиск опухолевых клеток в выделенном В-клеточном регионе предполагает 

использование сразу двух подходов: идентификация клеток с фенотипом, 

соответствующим таковому до начала терапии, и клеток, которые отличаются по 

иммунофенотипу от нормальных клеток КМ (рисунок 21). Ввиду того, что CD19-

направленная иммунотерапия может влиять на изменение экспрессии на 

опухолевых клетках не только CD19, но и других маркеров, используемых для 

определения МОБ, более приоритетным подходом к поиску МОБ следует считать 

поиск клеток, отличных от нормальных. Важно отметить, что 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 10).  

Наибольшее количество нормальных популяций клеток попадает в В-

клеточный регион при выделении по экспрессии CD22 без дальнейшей «очистки» 

по iCD79a: помимо всех возможных CD22-позитивных клеток В-линейного звена 

гемопоэза (CD19(-) и CD19(+) ВП, зрелые B-лимфоциты), в регионе могут 
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оказаться базофилы и плазмоцитоидные дендритные клетки (ПДК), 

экспрессирующие CD22 (рисунок 22). 

 

Рисунок 21 – 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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Таблица 10 ï Перечень нормальных клеточных популяций КМ в В-клеточном 

регионе в зависимости от способа его выделения на точечных графиках 

ʉʧʦʩʦʙ ʚʳʜʝʣʝʥʠʷ  

ɺ-ʢʣʝʪʦʯʥʦʛʦ ʨʝʛʠʦʥʘ 

ʅʦʨʤʘʣʴʥʳʝ ʧʦʧʫʣʷʮʠʠ ʢʣʝʪʦʢ ʂʄ  

ʚ ɺ-ʢʣʝʪʦʯʥʦʤ ʨʝʛʠʦʥʝ 

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 

При использовании только маркера iCD79a, CD22(+) миелоидные клетки не 

попадают в анализ, но выделение В-клеточного региона по данному маркеру 

добавляет в эту область плазматические клетки (рисунок 23). 

Последовательное выделение по CD22 и iCD79a позволяет выделить более 

«чистый» В-клеточный регион, содержащий только ВП и зрелые В-лимфоциты 

(рисунок 24). 

Наименьшее количество популяций в анализируемом В-клеточном регионе 

встречается при выделении на основании экспрессии CD24, из нормальных клеток 

в нем могут содержаться только CD19(+) ВП и зрелые В-лимфоциты (рисунок 25), 

так как плазматические клетки и CD19(-) ВП не экспрессируют данный маркер. 

Выделение В-клеточного региона по CD10 включает в анализ только ВП, как 

CD19(+), так и CD19(-). 

Отдельно следует отметить, что ввиду существования вероятности смены 

линейной принадлежности опухолевых клеток под влиянием таргетных 

препаратов, о котором упоминалось в разделе 3.4, алгоритм предусматривает 

использование таких графиков как CD45/SSC, CD38/SSC, CD34/SSC, CD24/SSC 

для визуального поиска «подозрительных» популяций среди всех SYTO41(+) 

клеток (рисунок 21). 
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Рисунок 22 – Пример определения МОБ с использованием CD22 для выделения B-

клеток. Первая строка содержит последовательность поиска опухолевых клеток на 

точечных графиках, вторая и третья строки демонстрируют расположение CD22(+) 

клеток на точечных графиках. Светло-синий – клетки В-клеточного региона; 

красный – лейкемические бласты; зеленый – CD19(+) ВП; фиолетовый – CD19(-) 

ВП; темно-синий – зрелые В-лимфоциты; черный – CD22(+) нормальные 

миелоидные клетки; серый – другие ЯСК. SSC – показатель бокового 

светорассеяния 

Таким образом, на основании литературных данных [22, 25, 29, 132] и 

результатов ранее проведенной собственной серии исследований, был 

сформулирован алгоритм мониторинга МОБ методом МПЦ с использованием 11-

цветной комбинации антител для пациентов с В-линейным ОЛЛ, получивших 

таргетную CD19-направленную иммунотерапию. Использование многоцветной 

панели антител, содержащей несколько маркеров для выделения В-клеточного 

региона, позволяет не только выбирать из них наиболее подходящий, на основании 

данных об экспрессии маркеров опухолевыми клетками до начала терапии, но и 
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адаптировать анализ под изменения иммунофенотипа опухолевых клеток в 

процессе лечения. Кроме того, данный подход позволяет использовать панель 

антител и алгоритм анализа и в случае дальнейшего применения для лечения 

других таргетных препаратов, например, к CD22, CD20 и т.д. 

 

Рисунок 23 – Пример определения МОБ с использованием маркера iCD79a для 

выделения B-клеток. Первая строка содержит последовательность поиска 

опухолевых клеток на точечных графиках, вторая и третья строки демонстрируют 

расположение iCD79a(+) клеток на точечных графиках. Светло-синий – клетки В-

клеточного региона; красный – лейкемические бласты; зеленый – CD19(+) ВП; 

фиолетовый – CD19(-) ВП; оранжевый – плазматические клетки; серый – другие 

ЯСК. SSC – показатель бокового светорассеяния 

Важно отметить, что, несмотря на применение таргетной терапии, CD19 

остается важным маркером для мониторинга МОБ методом МПЦ, так как 

существенная часть рецидивов представлена CD19(+) опухолевыми клетками [8, 

21, 22]. Кроме того, в некоторых случаях экспрессия CD19 может служить 

критерием аберрантности иммунофенотипа подозрительной популяции (например, 

в случае дифференциации опухолевых клеток от CD19(-) ВП).  
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Рисунок 24 – Пример определения МОБ с использованием комбинации CD22 и 

iCD79a для выделения B-клеток. Первая строка содержит последовательность 

поиска опухолевых клеток на точечных графиках, вторая и третья строки 

демонстрируют расположение CD22(+)iCD79a(+) клеток на точечных графиках. 

Светло-синий – клетки В-клеточного региона; красный –лейкемические бласты; 

зеленый – CD19(+) ВП; фиолетовый – CD19(-) ВП; темно-синий – зрелые В-

лимфоциты; серый – другие ЯСК. SSC – показатель бокового светорассеяния 

 

На основании полученных данных, следует сделать вывод о том, что поиск 

клеток, отличных от нормальных, является более приоритетным для использования 

при мониторинге МОБ после CD19-направленной иммунотерапии, чем поиск 

клеток с инициальным иммунофенотипом, принимая во внимание часто серьезную 

предлеченность пациентов [17-19], а также непредсказуемость изменения 

иммунофенотипа под действием самой иммунотерапии. При этом данный подход 

требует точного понимания о том, какие нормальные популяции КМ могут быть 

обнаружены при каждом из способов выделения В-клеточного региона (таблица 

10) и как они расположены на точечных графиках. Особого внимания требуют 
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CD19(-) ВП, а также ПДК и базофилы, так как данные популяции клеток являются 

непривычными для исследователя, ранее использовавшего исключительно CD19 

для выделения В-клеточного региона. В случае наличия сомнений в природе 

обнаруживаемых клеток, может быть использована опция выделения чистой 

популяции данных клеток при помощи проточной клеточной сортировки с 

последующим исследованием методом ПЦР на определение клональности 

перестроек ТКР/ИГ, поиска ХГ/ХТр (при наличии) или исследование химеризма 

(для пациентов после ТГСК) [168, 169]. Данные исследования могут быть полезны 

для доказательства или опровержения опухолевой принадлежности клеток в 

трудных для анализа случаях. 

 

Рисунок 25 – Пример определения МОБ с использованием CD24 для выделения B-

клеток. Первая строка содержит последовательность поиска опухолевых клеток на 

точечных графиках, вторая и третья строки демонстрируют расположение CD24(+) 

клеток на точечных графиках. Светло-синий – клетки В-клеточного региона; 

красный – лейкемические бласты; зеленый – CD19(+) ВП; серый – другие ЯСК. 

SSC – показатель бокового светорассеяния 
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4.2 ʆʮʝʥʢʘ ʜʠʘʛʥʦʩʪʠʯʝʩʢʦʡ ʵʬʬʝʢʪʠʚʥʦʩʪʠ ʤʝʪʦʜʠʢʠ ʦʧʨʝʜʝʣʝʥʠʷ ʄʆɹ 

Оценка диагностической эффективности разработанного в ходе 

исследования 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 на определение ХТр и ВПС для 

детекции лейкоз-ассоциированных перестроек генов ТКР/ИГ.  Всего для сравнения 

результатов МПЦ-МОБ и ВПС-МОБ было доступно 338 образцов КМ, для 

сравнения результатов МПЦ-МОБ и ХТр-МОБ – 128 образцов. Общая сходимость 

результатов между МПЦ-МОБ и ВПС-МОБ составила 82,8%, между МПЦ-МОБ и 

ХТр-МОБ – 89,8% (таблица 11). У 12 из 27 пациентов с образцами МПЦ(-)ВПС(+) 

на следующей точке мониторинга МОБ наблюдалось появление цитометрической 

МОБ; та же закономерность наблюдалась у 3 из 6 пациентов с образцами МПЦ(-

)ХТр(+). 2 из 3 МПЦ(+)ВПС(-) образцов и все МПЦ(+)ХТр(-) образцы 

предшествовали появлению дубль-позитивных образцов; 1 из 3 МПЦ(+)ВПС(-) 

образцов являлся следствием более быстрого клиренса МОБ, определенной 

методами ХТр-ПЦР и ВПС, чем МПЦ. 

Отдельно для сравнения были выделены образцы от пациентов с В-линейным 

ОЛЛ с перестройкой гена KMT2A, так как данная генетическая группа считается 

одной из самых трудных для поиска опухолевых клеток при помощи МПЦ: 

сходимость для МПЦ-МОБ и ВПС-МОБ составила 86,5% (n=37), для МПЦ-МОБ и 

ХТр-МОБ – 98,1% (n=54) (таблица 11).  

Отдельно была проанализирована сходимость результатов в образцах 

пациентов, которые на любом этапе после CAR-T продемонстрировали появление 

МОБ методом МПЦ или развитие развернутого рецидива. В образцах пациентов, у 

которых после терапии появились CD19(+) опухолевые клетки, результаты 

определения МОБ методами МПЦ и ВПС имели сопоставимость 78,8% (n=66), 

методами МПЦ и ХТр-ПЦР – 90,3% (n=31) (таблица 12). Для образцов пациентов 

с CD19(-) бластами после CAR-T сходимость результатов существенно не 
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отличалась: для МПЦ-МОБ и ВПС-МОБ – 85,1% (n=74), для МПЦ-МОБ и ХТр-

МОБ – 88,5% (n=26) (таблица 12). 

Таблица 11 ï Качественная сходимость между результатами МОБ методом МПЦ и 

ВПС-/ХТр-МОБ во всех исследуемых образцах КМ и в образцах от пациентов с В-

линейным ОЛЛ с перестройкой гена KMT2A 

ɺʩʝ ʦʙʨʘʟʮʳ 
ВПС-МОБ 

позитивные негативные 

МПЦ-МОБ 
позитивные  46 3 

негативные 55 234 

ʉʭʦʜʠʤʦʩʪʴ: 82,8% 

 

ɺʩʝ ʦʙʨʘʟʮʳ 
ХТр-МОБ 

позитивные негативные 

МПЦ-МОБ 
позитивные  12 3 

негативные 10 103 

ʉʭʦʜʠʤʦʩʪʴ: 89,8% 

 

ʇʝʨʝʩʪʨʦʡʢʘ ʛʝʥʘ KMT2A 
ВПС-МОБ 

позитивные негативные 

МПЦ-МОБ 
позитивные  3 0 

негативные 5 29 

ʉʭʦʜʠʤʦʩʪʴ: 86,5% 

 

ʇʝʨʝʩʪʨʦʡʢʘ ʛʝʥʘ KMT2A 
ХТр-МОБ 

позитивные негативные 

МПЦ-МОБ 
позитивные  3 0 

негативные 1 50 

ʉʭʦʜʠʤʦʩʪʴ: 98,1% 

Кроме того, была отмечена разница в сходимости результатов, полученных 

разными методами, на ранних сроках (менее 2-х месяцев) после инфузии CAR-T 

клеток: сходимость результатов МПЦ-МОБ и ВПС-МОБ составила 73,1%, что 

значительно ниже, чем для сходимости между МПЦ-МОБ и ХТр-МОБ (97,0%) 

(таблица 13). На более поздних сроках (2 и более месяцев после инфузии CAR-T 

лимфоцитов) данная разница в сопоставимости отсутствовала: МПЦ-МОБ и ВПС-
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МОБ имели сходимость результатов 85,3%, МПЦ-МОБ и ХТр-МОБ – 87,1% 

(таблица 13). 

Таблица 12 – Качественная сходимость между результатами МОБ методом МПЦ и 

ВПС-/ХТр-МОБ в КМ пациентов в зависимости от наличия CD19 на клетках В-

линейного ОЛЛ после CD19-направленной иммунотерапии 

CD19(+) ʙʣʘʩʪʳ ʧʦʩʣʝ CAR-T 
ВПС-МОБ 

позитивные позитивные 

МПЦ-МОБ 
позитивные  11 0 

негативные 14 41 

ʉʭʦʜʠʤʦʩʪʴ: 78,8% 

 

CD19(+) ʙʣʘʩʪʳ ʧʦʩʣʝ CAR-T 
ХТр-МОБ 

позитивные позитивные 

МПЦ-МОБ 
позитивные  1 2 

негативные 1 27 

ʉʭʦʜʠʤʦʩʪʴ: 90,3% 

 

CD19(-) ʙʣʘʩʪʳ ʧʦʩʣʝ CAR-T 
ВПС-МОБ 

позитивные позитивные 

МПЦ-МОБ 
позитивные  21 2 

негативные 9 42 

ʉʭʦʜʠʤʦʩʪʴ: 85,1% 

 

CD19(-) ʙʣʘʩʪʳ ʧʦʩʣʝ CAR-T 
ХТр-МОБ 

позитивные позитивные 

МПЦ-МОБ 
позитивные  4 1 

негативные 2 19 

ʉʭʦʜʠʤʦʩʪʴ: 88,5% 

Общая сопоставимость МПЦ-МОБ и ВПС-МОБ составила 82,8%, что 

хорошо соотносится с данными других исследований, полученных для В-

линейного ОЛЛ в отсутствии таргетного воздействия [170-172]. При этом 

расходящиеся в пользу ВПС-МОБ образцы были следствием либо более 

медленного клиренса МОБ, в сравнении с МПЦ-МОБ на ранних точках после 

инфузии CAR-T, либо более раннего выявления МОБ ввиду более высокой 

чувствительности ВПС. Общая сходимость результатов МПЦ-МОБ и ХТр-МОБ 
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(89,8%) оказалась также близка к ранее опубликованным данным других 

исследований [173-175]. Примечательно, что сопоставимость результатов, 

полученных данными методами, для случаев В-линейного ОЛЛ с перестройкой 

гена KMT2A после CD19-направленной иммунотерапии оказалась не хуже таковой 

для пациентов с данной перестройкой, не подвергавшихся таргетному воздействию 

[176].  

Таблица 13 ï Качественная сходимость между результатами МОБ методом МПЦ и 

ВПС-/ХТр-МОБ в КМ пациентов в зависимости от времени после инфузии CAR-T 

ʄʝʥʝʝ ʜʚʫʭ ʤʝʩʷʮʝʚ ʧʦʩʣʝ ʠʥʬʫʟʠʠ CAR-T 
ВПС-МОБ 

позитивные позитивные 

МПЦ-МОБ 
позитивные  4 1 

негативные 17 45 

ʉʭʦʜʠʤʦʩʪʴ: 73,1% 

 

ʄʝʥʝʝ ʜʚʫʭ ʤʝʩʷʮʝʚ ʧʦʩʣʝ ʠʥʬʫʟʠʠ CAR-T 
ХТр-МОБ 

позитивные позитивные 

МПЦ-МОБ 
позитивные  2 0 

негативные 1 30 

ʉʭʦʜʠʤʦʩʪʴ: 97,0% 

 

2 ʠ ʙʦʣʝʝ ʤʝʩʷʮʝʚ ʧʦʩʣʝ ʠʥʬʫʟʠʠ CAR-T 
ВПС-МОБ 

позитивные позитивные 

МПЦ-МОБ 
позитивные  22 1 

негативные 27 140 

ʉʭʦʜʠʤʦʩʪʴ: 85,3% 

 

2 ʠ ʙʦʣʝʝ ʤʝʩʷʮʝʚ ʧʦʩʣʝ ʠʥʬʫʟʠʠ CAR-T 
ХТр-МОБ 

позитивные позитивные 

МПЦ-МОБ 
позитивные  3 2 

негативные 6 51 

ʉʭʦʜʠʤʦʩʪʴ: 87,1% 

Методика определения МПЦ-МОБ показала одинаково высокую 

сопоставимость результатов с данными ВПС и ХТр-ПЦР при определении как 

CD19(+), так и CD19(-) лейкемических бластов, что говорит о высокой 

эффективности метода и возможности его широкого применения в практике. 



98 
 

ɻʃɸɺɸ 5. ɿɸʂʃʖʏɽʅʀɽ 

Широкое внедрение CD19-направленной иммунотерапии в алгоритмы 

лечения как первичного В-линейного ОЛЛ, так и рецидива и рефрактерной формы 

данного заболевания существенно усложнило рутинную и хорошо отработанную 

процедуру мониторинга МОБ методом МПЦ. Более чувствительные молекулярные 

методы определения МОБ кажутся более применимыми после использования 

таргетных препаратов, поскольку их воспроизводимость не связана напрямую с 

экспрессией таргетируемых молекул в опухолевых клетках. Тем не менее МПЦ по-

прежнему имеет ряд существенных преимуществ как перед ПЦР-РВ, так и перед 

ВПС. Помимо относительно высокой стоимости, которая серьезно ограничивает их 

применимость, молекулярные методы не дают такой клинически значимой 

информации, как уровень экспрессии антигенов и возможных терапевтических 

мишеней. Кроме того, повторное появление МОБ после иммунотерапии почти во 

всех ситуациях требует изменения терапевтического подхода, включая возможное 

применение новых иммунотерапевтических препаратов. Таким образом, МПЦ 

сохраняет свою роль ключевого метода для определения МОБ в качестве одного из 

основных критериев терапевтической эффективности проводимого лечения. 

 

5.1 ʀʪʦʛʠ ʚʳʧʦʣʥʝʥʠʷ ʜʠʩʩʝʨʪʘʮʠʦʥʥʦʡ ʨʘʙʦʪʳ 

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 
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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 маркеров, 

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 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 терапии. 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 подобных 

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 
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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. 

 

5.2 ʇʝʨʩʧʝʢʪʠʚʳ ʜʘʣʴʥʝʡʰʝʛʦ ʨʘʟʚʠʪʠʷ ʪʝʤʳ ʠʩʩʣʝʜʦʚʘʥʠʷ 

В перспективе развития темы исследования планируется создание 

автоматизированной системы машинного анализа цитометрических данных на 

основании разработанной методики определения МОБ при В-линейном ОЛЛ 

методом МПЦ в условиях применения CD19-направленной иммунотерапии, 

которая позволит значительно ускорить проведение исследования и повысить 

точность получаемых результатов. 

 

  



101 
 

ɺʓɺʆɼʓ 

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 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. 
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ʇʈɸʂʊʀʏɽʉʂʀɽ ʈɽʂʆʄɽʅɼɸʎʀʀ 

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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ʉʇʀʉʆʂ ʉʆʂʈɸʑɽʅʀʁ 

ɹʉɺ – бессобытийная выживаемость 

ɺʇ – В-клеточные предшественники 

ɺʇʉ – высокопроизводительное секвенирование нового поколения 

ɼʅʂ – дезоксирибонуклеиновая кислота 

ʀɻ – иммуноглобулин 

ʂɻʈ – клинико-гематологическая ремиссия 

ʂʄ – костный мозг 

ʃɸʀʌ – лейкоз-ассоциированный иммунофенотип 

ʆɺ – общая выживаемость 

ʆʃʃ – острый лимфобластный лейкоз 

ʆʃʉʌ – острый лейкоз со смешанным иммунофенотипом 

ʆʄʃ – острый миелоидный лейкоз 

ʆʅʝʜʠʬʃ – острый недифференцированной лейкоз 

ʆʊ-ʇʎʈ – полимеразная цепная реакция с предшествующей обратной 

транскрипцией 

ʄʆɹ – минимальная остаточная болезнь 

ʄʇʎ – многоцветная проточная цитометрия 

ʊɻʉʂ – трансплантация гемопоэтических стволовых клеток 

ʊʂʈ – Т-клеточный рецептор 

ʇɼʂ – плазмоцитоидные дендритные клетки 

ʇʍʊ – полихимиотерапия 

ʇʎʈ – полимеразная цепная реакция 

ʇʎʈ-ʈɺ – полимеразная цепная реакция в реальном времени 

ʈʅʂ – рибонуклеиновая кислота 

ʈʊʇʍ – реакция «трансплантат против хозяина» 

ʍɻ – химерный ген 

ʍɻ-ʇʎʈ – детекция химерного гена методом полимеразной цепной реакцией  

ʍʊʨ – химерный транскрипт 
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ʍʊʨ-ʇʎʈ – детекция химерного транскрипта методом полимеразной цепной 

реакцией с обратной транскрипцией 

ʎʅʉ – центральная нервная система 

ʗʉʂ – ядросодержащие клетки 

AIEOP  – итальянская ассоциация детской гематологии и онкологии (Associazione 

Italiana di Ematologia e Oncologia Pediatrica) 

APC – аллофикоцианин (allophycocyanin) 

BFM  – многоцентровая группа по исследованию острого лейкоза «Берлин – 

Франкфурт – Мюнстер» (The International Berlin – Frankfurt – Muenster Study Group) 

BiTE  – биспецифический активатор Т-лимфоцитов (bispecific T-cell engager) 

CD – кластер дифференцировки (cluster of differentiation) 

CAR-T – T-клетки с химерным антигенным рецептором (chimeric antigen receptor 

T-cells) 

Cy5.5 – цианин 5.5 (cyanine 5.5) 

Cy7 – цианин 7 (cyanine 7) 

EGIL  – Европейская группа по иммунологической классификации лейкозов (The 

European Group for the Immunological Classification of Leukemias) 

FITC  – флюоресцеин изотиоцианат (fluorescein isothyocyanate) 

FSC – параметр прямого светорассеяния (forward scatter) 

i – цитоплазматический антиген (intracellular antigen) 

MFI  – средняя интенсивность флуоресценции (mean fluorescence intensity) 

NCI  – Национальный институт рака США (National Cancer Institute) 

PE – фикоэритрин (phycoerythrin)  

PerCP – перидининхлорофилл протеин (peridinin-chlorophyll-protein) 

SSC – параметр бокового светорассеяния (side scatter) 

TACL  – консорциум «Терапевтические достижения в лечении детской лейкемии и 

лимфомы» (Therapeutic Advances in Childhood Leukemia & Lymphoma) 
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