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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 
Актуальность исследования 
Гемобластозы представляют собой наиболее распространенную группу 

злокачественных новообразований у детей и подростков – на их долю приходится 40–45% 
всех впервые выявленных опухолей (Steliarova-Foucher et al., 2017; Geyer et al., 2012). В 
структуре детских гемобластозов первое место занимают острые лейкозы (ОЛ) (Liu et al., 
2024). Это крайне тяжелые заболевания, обусловленные бесконтрольной клональной 
пролиферацией гемопоэтических клеток-предшественников и характеризующиеся 
поражением костного мозга (КМ), вытеснением нормального гемопоэза и инфильтрацией 
опухолевыми клетками различных органов и тканей. Диагностика пациентов с ОЛ 
проводится с использованием высокотехнологичных методов, среди которых ключевое 
место занимает многоцветная проточная цитометрия (МПЦ) (Del Principe et al., 2019; 
DiGiuseppe et al., 2019). Осуществляемое с ее помощью иммунофенотипирование (ИФТ) 
клеток позволяет: 

• подтвердить диагноз ОЛ;  
• определить принадлежность опухолевых клеток (бластов) к одной или 

нескольким гемопоэтическим линиям; 
• классифицировать ОЛ (в рамках возможности метода); 
• детально охарактеризовать антигенный профиль (иммунофенотип) 

опухолевых клеток. 
Данной технологии также отведена главная роль в оценке эффективности лечения 

пациентов с ОЛ благодаря возможности детекции минимальной остаточной болезни (МОБ) 
– опухолевых клеток, сохраняющихся в КМ после достижения морфологической ремиссии 
(Gaipa et al., 2018). Высокая чувствительность метода обеспечивает обнаружение одной 
лейкемической клетки среди 10 000 – 100 000 нормальных клеток (Gupta et al., 2018). 

Достоверность интерпретации данных МПЦ зависит от множества факторов, среди 
которых качество анализируемого образца, выбранные антитела и флуоресцентные метки, 
настройки оборудования, квалификация специалиста и т.д. Тем не менее, объективные 
трудности при анализе результатов могут возникать даже в условиях соблюдения всех 
технических требований. Хотя лейкемические клетки, как правило, обладают аберрантным 
иммунофенотипом, позволяющим отличить их от нормальных клеток КМ, в некоторых 
случаях выявляемые антигенные аберрации недостаточно специфичны для однозначного 
определения клеток как опухолевых. Наибольшие диагностические трудности связаны с 
изменением антигенного профиля клеток под действием противоопухолевой терапии 
(Dworzak et al., 2010). Современные иммунотерапевтические препараты для лечения 
пациентов с ОЛ, направленные на опухолеспецифические антигены (моноклональные 
антитела, биспецифические активаторы Т-клеток, CAR-T-клетки), способны существенно 
влиять на экспрессию маркеров как на лейкемических, так и на нормальных 
регенерирующих клетках КМ (Libert et al., 2020; Mikhailova et al., 2021; Mikhailova et al., 
2022). Эти изменения значительно осложняют анализ данных МПЦ и требуют разработки 
дополнительных методов верификации результатов. 

Для подтверждения опухолевой природы клеточных популяций, выявленных при 
ИФТ, может применяться комплексный подход, включающий: 

1. Выделение интересующих клеток методом проточной сортировки на основе 
их антигенных характеристик; 
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2. Цитогенетический или молекулярно-генетический анализ выделенной 
популяции. 

Для установления происхождения клеток применимы различные методы, 
используемые в лабораторных исследованиях для диагностики или мониторинга 
гемобластозов. К ним относят выявление хромосомных нарушений с помощью 
флуоресцентной гибридизации in situ (FISH), определение экспрессии химерного гена 
(выявление химерного транскрипта, ХТр) и т.д. 

Разработка надежных алгоритмов верификации спорных лабораторных результатов 
особенно актуальна в связи с необходимостью точной и своевременной диагностики 
гемобластозов, внедрением новых терапевтических подходов и стратификации пациентов 
на группы риска на основе результатов оценки МОБ. 

Степень разработанности темы 
В настоящее время метод проточной сортировки клеток с последующим анализом 

молекулярно-генетических характеристик крайне редко используется в лабораторной 
практике для верификации диагноза или результатов мониторинговых исследований у 
пациентов с гемобластозами. Существующие исследования, в которых применяется 
сортировка клеток, носят преимущественно фундаментальный характер и направлены на 
изучение биологических особенностей отдельных клеточных компартментов при разных 
типах онкологических заболеваний (Barteneva et al., 2013). В научной литературе 
встречаются отдельные примеры использования данной технологии для диагностики или 
мониторинга гемобластозов (Øbro et al., 2012; Ecker et al., 2023; Zehentner et al., 2006; 
Fardoos et al., 2023), однако отсутствует системный подход, применимый к сложным и 
неоднозначным диагностическим случаям у пациентов с данными заболеваниями. 

Цель исследования – изучить возможности применения сортировки клеток, 
основанной на принципах проточной цитометрии, в диагностике и мониторинге 
онкогематологических заболеваний у пациентов детского возраста. 

Задачи исследования: 
1. Оценить эффективность интегрированного подхода, сочетающего проточную 

сортировку клеток с методами цитогенетического и молекулярно-генетического анализа, 
для решения задач диагностики ОЛ и мониторинга МОБ. 

2. Разработать оптимальные протоколы пробоподготовки клеточного материала 
для проточной сортировки и проведения генетических исследований различного типа, а 
также определить минимально необходимое количество клеток. 

3. Определить диагностическую ценность цитогенетического и молекулярно-
генетического исследования изолированных гемопоэтических клеток для верификации их 
опухолевой природы в случае неоднозначных результатов МПЦ при первичной 
диагностике ОЛ и диагностике рецидивов. 

4. Оценить возможность дифференциальной диагностики между Ph-
позитивным ОЛ и бластным кризом хронического миелоидного лейкоза (ХМЛ) за счет 
анализа химерного гена BCR::ABL1 или его транскрипта в изолированных миелоидных 
популяциях клеток. 

5. Экспериментально подтвердить применимость методики проточной 
сортировки для последующей молекулярно-генетической характеристики крайне 
малочисленных клеточных популяций (0,001–0,1%), выявляемых при оценке МОБ методом 
МПЦ. 
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6. Разработать оптимальные алгоритмы применения проточной сортировки 
клеток в сочетании с различными методами исследования для уточнения результатов МПЦ 
у пациентов с подозрением на ОЛ, а также с установленным ОЛ при рецидиве или в рамках 
мониторинга МОБ. 

Научная новизна 
Впервые была проведена комплексная оценка возможностей проточной сортировки 

клеток в качестве вспомогательного инструмента для упрощения диагностики 
онкогематологических заболеваний и мониторинга МОБ у детей. Впервые были 
разработаны алгоритмы применения цитогенетических и молекулярно-генетических 
исследований изолированных клеточных популяций для верификации неоднозначных 
результатов лабораторных исследований КМ у детей с гемобластозами, а также для 
дополнения имеющихся лабораторных данных.  

Теоретическая и практическая значимость 
Дополнительный анализ клеток, выделенных при помощи проточной сортировки из 

биологического материала пациентов с подозрением на гемобластоз, повышает точность 
диагностического исследования, позволяя подтвердить наличие опухоли, а также уточнить 
тип заболевания в случаях, когда результаты стандартных лабораторных исследований 
недостаточно информативны. Также особую клиническую ценность представляет 
возможность подтверждения неоднозначных результатов оценки МОБ у пациентов с ОЛ, 
что повышает достоверность мониторинговых исследований. 

Приведенные в данной работе рекомендации и алгоритмы использования проточной 
сортировки клеток успешно применяются в лечебно-диагностических мероприятиях 
лабораторных и клинических подразделений ФГБУ «НМИЦ ДГОИ имени Дмитрия 
Рогачева» Министерства здравоохранения Российской Федерации. 

Методология и методы исследования 
Диссертационная работа выполнена на базе научно-клинических лабораторий ФГБУ 

«НМИЦ ДГОИ имени Дмитрия Рогачева» Министерства здравоохранения Российской 
Федерации. Исследование носит ретроспективный характер и включает диагностические 
результаты, полученные при анализе 183 биологических образцов, распределенных по трем 
категориям: 1) первичная диагностика ОЛ (n=28); 2) подозрение на рецидив ОЛ (n=9); 3) 
мониторинг МОБ (n=146). 

В работе использованы следующие высокотехнологичные лабораторные методы: 
МПЦ, проточная клеточная сортировка, FISH, анализ химерного транскрипта (ХТр) 
методом ПЦР с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР), анализ гемопоэтического химеризма 
методом ПЦР в реальном времени (ПЦР-РВ), анализ реаранжировок генов 
иммуноглобулинов и Т-клеточных рецепторов (IG/TCR) методом ПЦР и фрагментного 
анализа. Также в отдельных случаях было применено высокопроизводительное 
секвенирование (NGS) для анализа реаранжировок генов IG/TCR; полного транскриптома; 
поиска KMT2A-химерных генов. 

Положения, выносимые на защиту: 
1. Разработанные протоколы пробоподготовки образцов для проточной 

сортировки обеспечивают высокую эффективность генетических исследований 
выделенных клеток и возможность анализа малых клеточных популяций (от 400 до 1000 
клеток), что значительно расширяет диагностические возможности. 
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2. Цитогенетические и молекулярно-генетические исследования клеток, 
выделенных при помощи проточной сортировки, вносят существенный вклад в точную 
диагностику гемобластозов. 

3. Проточная сортировка клеток в сочетании с молекулярно-генетическими 
исследованиями эффективна для подтверждения рецидива первичного ОЛ при 
существенных изменениях иммунофенотипа опухолевых клеток. 

4. Выделение малопроцентных популяций клеток с последующим 
цитогенетическим и молекулярно-генетическим анализом позволяет уточнить 
неоднозначные результаты оценки МОБ методом МПЦ. 

Степень достоверности и апробация результатов исследования 
Достоверность результатов исследования обусловлена значительным количеством 

проанализированных биологических образцов (n=183), а также сопоставлением 
результатов нескольких видов высокотехнологичных лабораторных исследований. 

Апробация диссертационной работы 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 №6 от 19.06.25. 

Результаты работы были представлены и обсуждены на следующих научно-
практических мероприятиях: ежегодная международная конференция Европейского 
общества клинического клеточного анализа (The European Society for Clinical Cell Analysis, 
ESCCA), г. Берген, Норвегия, 2019 г; 46-е ежегодное собрание Европейского общества 
крови и трансплантации костного мозга (The European Society for Blood and Marrow 
Transplantation, EBMT), виртуальная конференция, 2020 г; XXVIII Всероссийская научно-
практическая конференция «Наукоемкие лабораторные технологии для клинической 
медицины», г. Москва, 2023 г; Всероссийский конгресс с международным участием 
«Инновации в детской гематологии, онкологии и иммунологии: от науки к практике», г. 
Москва, 2023 г.  

Публикация результатов исследования 
По теме диссертационного исследования опубликовано 8 научных работ в 

рецензируемых журналах, 7 из них – в рекомендованных ВАК при Минобрнауки России 
для публикации результатов диссертационных исследований и индексируемых 
международными базами данных, 1 – в иных изданиях. 

Участие автора в исследовании  
Автор совместно с научными руководителями определил цели и задачи 

исследования, самостоятельно выполнил анализ литературных данных по эпидемиологии, 
патогенезу, клинико-лабораторным данным ОЛ, а также лабораторным методам, 
применяющимся в диагностике и мониторинге гемобластозов. Автор самостоятельно 
определил дизайн исследования, лично оптимизировал протоколы и выполнил 
пробоподготовку и сортировку всех образцов, включенных в диссертационную работу. 
Автор самостоятельно провел анализ медицинской документации пациентов, сбор и 
интерпретацию результатов исследований всех выделенных популяций клеток, а также 
сформировал базу данных по диссертационной работе. Совместно с научными 
руководителями автор разработал алгоритмы применения проточной сортировки в 
диагностике гемобластозов и мониторинге МОБ и сформулировал практические 
рекомендации. 
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Структура и объем диссертации 
Объем диссертации составляет 147 страниц машинописного текста. Структура 

работы включает следующие разделы: введение, обзор литературы, описание пациентов и 
методов исследования, три главы с результатами исследования, обсуждение результатов, 
заключение, выводы, практические рекомендации. Список литературы состоит из 9 
отечественных и 202 зарубежных источников. Текст диссертационной работы 
сопровождается 23 рисунками и 19 таблицами. 

 
ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ 

Материалы и методы исследования 
Дизайн исследования 
В исследование включено 183 биологических образца (181 образец костного мозга 

(КМ), 1 образец перикардиального выпота, 1 фрагмент костной ткани) от 148 пациентов (96 
мальчиков, 52 девочки) в возрасте от 3 месяцев до 21 года. Образцы были получены и 
исследованы в период с февраля 2018 г. по май 2024 г. в лаборатории 
иммунофенотипирования гемобластозов НМИЦ ДГОИ им. Дмитрия Рогачева в рамках 
утвержденных клинических исследований «ОЛЛ-МБ 2015», «ОЛЛ-МБ 2019 Пилот», 
«ОЛЛ-Рец-МБ 2014» «ОЛЛ-Рец-МБ 2016», «ALL-Rez-BFM 2002», «ALL-BFM 2002», 
«MLL-Baby», «ALL-Baby 2021», «ОМЛ-MRD 2018», «Венетоклакс в сочетании с малыми 
дозами децитабина в лечении рецидивов ОМЛ после аллогенной трансплантации 
гемопоэтических стволовых клеток (алло-ТГСК)», «Биспецифическая CD19/CD22 CAR-T 
терапия для детей и подростков с рефрактерными В-линейными ОЛЛ». Перед сортировкой 
проводилось стандартное диагностическое или мониторинговое исследование методом 
МПЦ согласно внутренним алгоритмам лаборатории (Попов и соавт., 2023; Михайлова и 
соавт., 2023; Дёмина и соавт., 2024). Полученные данные не позволяли вынести 
однозначного заключения о природе тех или иных клеточных популяций. Их выделяли с 
помощью проточной сортировки, после чего, с учетом принадлежности к той или иной 
линии гемопоэза, данных о ранее проведенной ТГСК, а также исходя из наличия 
специфических хромосомных перестроек, подбирали соответствующий метод 
молекулярно-генетического анализа. Результаты исследования выделенных клеточных 
популяций учитывались при окончательной интерпретации данных МПЦ.  

Для разработки и валидации протоколов пробоподготовки образцов к сортировке 
было использовано 19 образцов КМ с установленным диагнозом ОЛ, также проходивших 
стандартное исследование методом МПЦ. 

Иммунофенотипирование методом МПЦ 
Исследование КМ и иных биологических образцов от пациентов с подозрением на 

ОЛ проводили согласно рекомендациям российско-белорусской кооперативной группы 
(Попов и соавт., 2023). Образцы окрашивали флуоресцентно-мечеными моноклональными 
антителами (МкАТ) и обрабатывали буфером, лизирующим эритроциты. При 
необходимости внутриклеточного окрашивания дополнительно выполняли этап 
пермеабилизации клеток. Полный перечень МкАТ, использованных при диагностике ОЛ, 
представлен в таблице 1. Оценка МОБ при В-линейном ОЛЛ также была основана на 
рекомендациях российско-белорусской кооперативной группы (Михайлова и соавт., 2023; 
Попов и соавт., 2023). Образцы КМ окрашивали МкАТ к CD19, CD10, CD34, CD20, CD45, 
CD38, CD58, CD22, CD24 и iCD79a. Для оценки МОБ при Т-линейном ОЛЛ использовали 



7 
 

МкАТ к CD45, CD7, CD3, CD4, CD5, CD8, CD16, CD56, CD48, CD99, TCRαβ, TCRγδ. 
Определение МОБ при ОМЛ проводилось по адаптированной технологии группы 
flowCLUSTER (Buldini et al., 2019; Maurer-Granofszky et al., 2024) с использованием МкАТ 
к CD38, CD34, CD117, CD33, CD123, CD45RA, HLA-DR, CD45, CD15, CD14, CD11b, 
CD371, CD99, CD2, CD7, CD11a, CD56, CD13, CD19, NG2. Для мониторинга МОБ при ОЛ 
неоднозначной линейности, например, ОЛ со смешанным иммунофенотипом (ОЛСФ), 
МкАТ подбирались индивидуально исходя из инициальной экспрессии антигенов. 

Таблица 1 – Перечень антител, использовавшихся в диагностике ОЛ. i – внутриклеточная 
локализация антигена 

Тип ОЛ МкАТ 

В-ОЛЛ 
CD66b, CD19, CD56, CD117, CD33, CD34, CD14, CD45, CD7, CD3, CD10, CD20, CD22, 
CD24, IgM (μ, κ, λ), iCD79a, CD2, iCD3, CD38, CD58, NG2, CD11c, CD13, CD15, CD64, MPO, 
lysozyme 

Т-ОЛЛ 
CD66b, CD19, CD56, CD117, CD33, CD34, CD14, CD45, CD7, CD3, CD10, iCD79a, CD1a, CD2, 
CD4, CD5, CD8, TCRαβ, TCRγδ, HLA-DR, CD11b, CD11c, CD13, CD16, CD64, CD48, CD99, 
MPO, lysozyme 

ОМЛ 
CD66b, CD19, CD56, CD117, CD33, CD34, CD14, CD45, CD7, CD3, iCD79a, CD2, CD4, CD5, 
iCD3, CD99, CD123, CD45RA, CD38, HLA-DR, NG2, CD11a, CD11b, CD11c, CD13, CD15, 
CD41a, CD61, CD64, CD203c, CD235a, CD371, MPO, lysozyme 

 
При оценке МОБ учитывали исходный иммунофенотип лейкемических клеток и 

проводили поиск клеток с антигенными аберрациями. Результаты определения МОБ 
выражали в процентном отношении количества выявляемых опухолевых клеток к числу 
ядросодержащих клеток (ЯСК). Лимфоидные клетки считали отдельными популяциями 
при наличии ≥10 кластеризованных клеток, миелоидные – при наличии ≥50 клеток. Сбор 
образцов проводили на приборах Navios (Beckman Coulter, США), FACS Canto II (Becton 
Dickinson, BD, США), CytoFLEX (Beckman Coulter). Анализ данных МПЦ проводили в 
Kaluza 2.1 (Beckman Coulter). При первичной диагностике пациентов анализировали не 
менее 50 000 ЯСК, при мониторинге МОБ – не менее 300 000 ЯСК. 

Сортировка клеток 
Для сортировки клеток из образцов КМ и перикардиальной жидкости проводили 

стандартную пробоподготовку для МПЦ. При работе с фрагментом костной ткани образец 
предварительно диспергировали механическим перемешиванием в фосфатно-солевом 
буфере для получения клеточной суспензии. Клетки окрашивали комбинацией из 2-6 
МкАТ, специфичных к маркерам выделяемой клеточной популяции. Пробоподготовка 
осуществлялась в фосфатно-солевом буфере (CellWASH, BD) или культуральной среде 
RPMI-1640 (ПанЭко, Россия) с 10% содержанием эмбриональной телячьей сыворотки 
(ЭТС) (Capricorn Scientific, Германия). 

Сортировку клеток выполняли на проточных клеточных сортерах FACS Aria III (BD) 
и FACS Melody (BD) в режиме максимальной чистоты выделяемой популяции «Purity». 
Часть полученных клеток анализировали на проточном цитометре Navios (Beckman Coulter) 
для оценки чистоты выделенной клеточной популяции. После сортировки клетки 
центрифугировали 7 мин при 2600 g, удаляли супернатант, а клеточный осадок 
ресуспендировали в буфере, оптимальном для последующего молекулярно-генетического 
исследования. 
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Анализ цитогенетических аберраций методом FISH 
Выделенные клетки переносили на предметные стекла в объеме 5 мкл буфера. После 

высыхания препараты обрабатывали фиксатором Карнуа (95% этиловый спирт:ледяная 
уксусная кислота, 3:1). В работе использовали коммерческие ДНК-зонды (Cytocell, 
Великобритания; CytoTest, США; MetaSystems, Германия; Wuhan HealthCare Biotechnology, 
Китай; Leica Microsystems, Нидерланды) для детекции разрыва генов KMT2A, CRFL2, 
ZNF384, IGH, ETV6, CBFB; химерных генов KMT2A::MLLT10, CBFA2T3::GLIS2, 
BCR::ABL1, ETV6::RUNX1, RUNX1::RUNX1T1, PML::RARα, KMT2A::MLLT1; изменения 
числа копий хромосом 4, 7, 10. Гибридизацию проводили в соответствии с протоколами 
производителей зондов. Анализировали не менее 100 ядер на образец, результаты 
документировали согласно Международной системе цитогенетической номенклатуры 
(ISCN 2024). 

Анализ химерного транскрипта методом ОТ-ПЦР 
Выделенные клетки ресуспендировали в буфере RLT (Qiagen, Нидерланды). Общая 

ДНК и РНК выделялись с помощью набора InnuPrep DNA/RNA Mini Kit (Analytik Jena AG, 
Германия). Детекция ХТр выполнялась с помощью ОТ-ПЦР с использованием зондов 
TaqMan, систем праймеров, предложенных в протоколах BIOMED-2 (Gabert et al., 2003), а 
также с помощью ПЦР-систем собственного дизайна. Все реакции проводились в трех 
повторах. Уровень экспрессии ХТр выражали в соотношении количества копий ХТр к 
количеству копий контрольного гена ABL. 

Анализ перестроек генов IG/TCR методом ПЦР 
Клетки ресуспендировали в буфере протеиназы К (50 mM KCl, Sigma-Aldrich, США; 

100 mM Tris-HCl pH 8,3, Sigma-Aldrich; 2,5 mM MgCl2, Sigma-Aldrich; 0,45% Nonidet P40, 
Boehringer, Германия; 0,45% Tween 20; Boehringer) и замораживали при −20 °C для лизиса 
мембран. После размораживания образцы инкубировали с протеиназой К (2 ед/мкл, 
Macherey-Nagel, Германия) при 56°C в течение 3 ч, затем фермент инактивировали 
нагреванием (95°C, 7 мин). Полученные лизаты центрифугировали при 10000 g в течение 5 
мин. Супернатант использовали для мультиплексной ПЦР по протоколам 
EuroClonality/BIOMED-2 (Langerak et al., 2012). Реакции проводили в двух повторах. 
Полученные фрагменты анализировали в GeneMapper (Thermo Fisher Scientific, США). 

Анализ гемопоэтического химеризма в выделенных клетках 
Клетки ресуспендировали в фосфатно-солевом буфере и замораживали при −20 °C 

для лизиса мембран. ДНК выделяли с помощью набора ДНК-сорб-B (ILS, Россия). 
Химеризм определяли методом ПЦР-РВ с использованием InDel-маркеров (Gendzekhadze 
et al., 2013) с помощью пациент-специфических праймеров и зондов (Synthol, Россия). 
Реакции проводились в двух повторах. 

Анализ перестроек генов IG/TCR методом NGS 
Репертуар клональных перестроек IG/TСR оценивали, как было описано ранее 

(Komkov et al., 2020). Библиотеки для определения клонального репертуара 
подготавливались путем двух раундов ПЦР с использованием набора мультиплексных 
праймеров для V, D и J сегментов генов TRA, TRB, TRG, TRD, IGH, IGK и IGL (MiLaboratory 
LLC., США), а также UDI праймеров (Illumina, США) для присоединения индексов 
образцов и адаптеров к библиотекам. Смесь для ПЦР, количество геномной ДНК, а также 
профиль амплификации описаны ранее (Menchits et al., 2023). Окончательные библиотеки 
очищали, объединяли и секвенировали с помощью инструмента Illumina MiSeq (Illumina). 
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Репертуары перестроек были извлечены и преобразованы в формат VDJtools (Shugay et al., 
2015, Bolotin et al., 2015). Частота 5% использовалась в качестве порогового значения для 
идентификации перестроек, специфичных для опухолевого клона. 

Секвенирование полного транскриптома  
Общую РНК выделяли методом фенол-хлороформной экстракции. Подготовка 

библиотек была проведена с помощью набора NEBNext Ultra II Directional RNA (США), 
контроль качества проведен с помощью прибора TapeStation (Agilent Technologies, США). 
Секвенирование библиотеки было проведено с использованием платформы NextSeq 
(Illumina). Анализ данных секвенирования включал в себя выравнивание на референсный 
геном hg38 алгоритмом STAR (Dobin et al., 2013). Поиск химерных последовательностей и 
визуализацию обнаруженных ХТр проводили с помощью алгоритма Arriba (Uhrig et al., 
2021). 

Поиск KMT2A-химерных генов 
Общая ДНК выделялась с использованием набора InnuPrep DNA/RNA Mini Kit 

(Analytik Jena AG). Подготовку полногеномной библиотеки проводили с реактивами Raissol 
Bio (Сесана, Россия) с последующим таргетным обогащением с панелью зондов на полный 
ген KMT2A (Illumina) (Meyer et al., 2019). Секвенирование проводили на платформе Illumina 
MiSeq (Illumina). Анализ данных секвенирования включал в себя выравнивание на 
референсный геном hg38 алгоритмом BWA-MEM2 (Li et al., 2009). Локализацию точек 
разрыва ДНК гена KMT2A определяли с помощью инструмента IGV (Robinson et al., 2011) 
и валидировали секвенированием по Сэнгеру. 

Статистический анализ данных 
Использованы методы описательной статистики (среднее, медиана, диапазон 

значений). Расчеты выполнены с помощью программы Excel 2021 (Microsoft, США). 
 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
Разработка протоколов выделения клеток при помощи проточной сортировки 

для разных типов молекулярно-генетических исследований 
Для оптимизации пробоподготовки и установления минимального количества 

клеток, необходимого для выявления цитогенетических аберраций методом FISH, 
исследовали образцы КМ от трех пациентов с В-линейным ОЛЛ и подтвержденной 
перестройкой KMT2A. Сравнивали различные буферы: CellWASH (BD) с 0,01% азида 
натрия, фосфатно-солевой буфер (ФСБ, pH 7,2-7,6) (ЭКО-Сервис, Россия), культуральную 
среду RPMI-1640 с добавлением/без добавления 10% ЭТС. Также сравнивали растворы для 
лизиса эритроцитов: FACSLyse (BD), содержащий фиксаторы (метанол и 
параформальдегид (ПФА)); PharmLyse (BD) на основе хлорида аммония без фиксаторов. 
Используя различные сочетания буферных растворов при пробоподготовке из каждого 
образца КМ выделяли 25 000 опухолевых лимфобластов с последующим проведением FISH 
с ДНК-зондом на разрыв локуса 11q23 (KMT2A). После нанесения клеток на стекла, 
высушивания и фиксации раствором Карнуа выполняли контрольную микроскопию при 10-
кратном увеличении для оценки морфологии и количества ядер. Результаты, 
представленные в таблице 2, показали, что использование RPMI-1640+10% ЭТС и лизис-
буфера FACSLyse обеспечивали высокую плотность и качество ядер на стеклах. 
Эффективная гибридизация ДНК-зондов отмечалась во всех случаях пробоподготовки с 
RPMI-1640+10% ЭТС независимо от лизис-буфера.  
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Таблица 2 – Результаты микроскопии ядер после обработки стекол фиксатором Карнуа 
перед проведением FISH. Фиксация (+) – использование при сортировке раствора 
FACSLyse, фиксация (–) – использование при сортировке раствора PharmLyse 

Вариант пробоподготовки 
при проведении клеточной 
сортировки 

Образец 1 Образец 2 Образец 3 

CellWASH, фиксация (–) Нет ядер Нет ядер Единичные ядра 
CellWASH, фиксация (+) Нет ядер Нет ядер Нет ядер 
ФБС, фиксация (–) Единичные ядра Нет клеток Единичные ядра 
ФБС, фиксация (+) Единичные ядра Единичные ядра Нет ядер 
RPMI-1640, ЭТС (–),  
фиксация (–) Единичные ядра Нет ядер Единичные ядра 

RPMI-1640, ЭТС (–),  
фиксация (+) Нет ядер Нет ядер Единичные ядра 

RPMI-1640, ЭТС (+),  
фиксация (–) 

Высокая 
плотность ядер 

Высокая плотность 
ядер Единичные ядра 

RPMI-1640, ЭТС (+),  
фиксация (+) 

Высокая 
плотность ядер 

Высокая плотность 
ядер 

Высокая плотность 
ядер 

 
Для установления количественного порога клеток для проведения FISH были 

выделены опухолевые бласты от пациента с подтвержденной перестройкой KMT2A в 
количестве 1000, 5000, 10000 и 15000 клеток/стекло в трех повторах. Во всех 
экспериментальных сериях удалось проанализировать не менее 100 ядер. Успешный анализ 
стекол, содержащих всего 1000 клеток, подтвердил применимость метода для малых 
клеточных популяций, в том числе при сортировке клеток МОБ. 

Для оптимизации методики выделения лимфоидных клеток для анализа клональных 
реаранжировок IG/TCR методом мультиплексной ПЦР выделяли опухолевые лимфобласты 
и зрелые лимфоциты от пациентов с В-линейным (n=3) и Т-линейным ОЛЛ (n=2) в 
количестве 100, 300, 500, 700, 900 и 1200 клеток. При пробоподготовке применяли 
стандартный буфер для МПЦ CellWASH (BD) и не использовали растворы с ПФА, 
поскольку он индуцирует образование ковалентных сшивок между нуклеиновыми 
кислотами и белками, что затрудняет последующую экстракцию и амплификацию ДНК 
(Srinivasan et al., 2002). Детекция клональных перестроек в опухолевых лимфобластах во 
всех повторах (n=5) была достигнута при наличии ≥700 клеток (100% успешных 
определений, n=5; рисунок 1). Для нормальных лимфоцитов поликлональные профили 
стабильно детектировались только в образцах с ≥900 клеток (100% успешных определений, 
n=5; рисунок 1). 

Пробоподготовку для сортировки и последующего определения гемопоэтического 
химеризма также проводили в буфере CellWASH (BD) без использования фиксирующих 
растворов. Из образцов КМ от пациентов с В-линейным ОЛЛ выделяли зрелые лимфоциты 
в диапазоне 100–1000 клеток (шаг 100 клеток). Минимальное количество клеток для 
анализа определяли путем оценки пороговых циклов амплификации (Ct), служащих 
индикатором количества целевой ДНК в пробе. В рамках исследования было установлено 
отсекающее значение Ct в диапазоне 22–24 цикла, варьирующее в зависимости от 
анализируемого генетического маркера. Результаты амплификации с Ct выше этого 
диапазона считались невалидными из-за риска снижения специфичности и получения 
ложноположительных результатов. По итогам экспериментов минимальное количество 
клеток составило 400. Для оценки применимости метода к изолированным опухолевым 
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клеткам была сформирована тестовая когорта из семи образцов КМ с опухолевыми 
бластами более 1,0% от ЯСК (согласно данным МПЦ) от пациентов с В-линейным ОЛЛ 
(n=5) и ОМЛ (n=2), ранее перенесших алло-ТГСК. Из каждого образца выделяли по 500 
опухолевых клеток и проводили ПЦР-РВ с детекцией пациент-специфичных InDel-
маркеров. Во всех семи образцах было подтверждено происхождение клеток от реципиента 
(≥90%), что продемонстрировало применимость метода для анализа изолированных 
опухолевых клеток. 

 
Рисунок 1 – Фрагментный анализ аликвот с наименьшим количеством опухолевых В-
лимфобластов и зрелых В-лимфоцитов, при исследовании которых получали 
воспроизводимый результат. MC – моноклон, PC – поликлон, bp – пары оснований 
 

Для других молекулярно-генетических методов, таких как ОТ-ПЦР для выявления 
транскриптов или секвенирование, универсальные пороговые уровни клеток не были 
установлены в связи с техническими ограничениями и биологической вариабельностью 
исследуемых мишеней. Для данных исследований клетки выделяли с приоритетом 
максимально возможного количества для повышения надежности анализа. 
Пробоподготовку также выполняли в фосфатно-солевом буфере CellWASH (BD), исключая 
растворы с фиксирующими агентами (Srinivasan et al., 2002). 

Сортировка в диагностике инициальных случаев ОЛ 
Сортировку проводили в 27 образцах КМ и 1 образце перикардиального выпота от 

28 пациентов с подозрением на ОЛ (рисунок 2). 

 
Рисунок 2 – Распределение образцов по целям выполнения клеточной сортировки при 
инициальной диагностике ОЛ 
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Сортировка при выявлении нескольких бластных популяций 
У 11 пациентов с подозрением на ОЛ при проведении ИФТ наряду с опухолевыми 

клетками были идентифицированы клеточные популяции со слабо выраженными 
антигенными аберрациями. Определить, являются ли данные клетки опухолевыми на 
основании иммунофенотипа не представлялось возможным. В 3 из 11 случаев основная 
опухолевая популяция и сомнительные клетки принадлежали к миелоидной линии 
дифференцировки, но демонстрировали различный набор антигенов. В 7 случаях 
опухолевые бласты были лимфоидными (0,5–90,0% от ЯСК), при этом также были 
обнаруживались предположительно опухолевые клетки миелоидной природы, как правило, 
в значительно меньшем количестве (2,0–14,0% от ЯСК). В ещё одном случае в образце 
предполагалось одновременное наличие опухолевых клеток как В-лимфоидной, так и Т-
лимфоидной линии дифференцировки. Для верификации природы этих популяций были 
проведены следующие молекулярно-генетические исследования выделенных клеток: 
определение клональных реаранжировок IG/TCR, n=7; поиск установленных в КМ 
хромосомных аберраций методом FISH, n=5; анализ ХТр методом ОТ-ПЦР, n=2.  

В результате в 3 образцах с миелоидными опухолевыми клетками все сомнительные 
популяции имели те же генетические перестройки, что и однозначно опухолевые клетки. У 
5 пациентов подтвердилось наличие опухолевых клеток разных гемопоэтических линий; в 
2 случаях диагноз ОЛСФ был исключен. Еще в одном случае было установлено 
одновременное течение двух онкогематологических заболеваний – ОМЛ и периферической 
Т-клеточной лимфомы. 

Результаты проведенных исследований приведены в таблице 3. 
 

Таблица 3 – Общая характеристика образцов и клеток, выделенных для подтверждения 
наличия нескольких опухолевых популяций 

№ Инициальные данные 
(ИФТ, генетика) 

Клеточные популяции Исследование Результат 

1 ОМЛ, KMT2A::MLLT3 
Миелобласты 

FISH 
Перестройка KMT2A 
обнаружена в обеих 
популяциях Мегакариобласты 

2 ОМЛ, PML::RARα 
CD33+CD34+ бласты 

FISH 
t(15;17)(q22;q21) обнаружена в 
обеих популяциях CD33+CD34- бласты 

3 ОМЛ, NPM1::MLF1 

Тучные клетки 

ПЦР-ХТр 
Экспрессия NPM1::MLF1 
обнаружена во всех 
популяциях 

Опухолевые миелобласты 
Гранулоциты 
Моноциты 

4 
ВI ОЛЛ + 7% 
миелобластов? 
KMT2A::MLLT1 

Опухолевые  
В-лимфобласты FISH; 

Перестройки 
локусов IG 

В обеих популяциях 
обнаружены t(11;19)(q23;p13.3) 
и идентичные клональные 
перестройки IGH 

Опухолевые моноциты? 

5 
Билинейный ОЛСФ 
(В/М)? BCR::ABL1, 
моносомия 7 

Опухолевые 
В-лимфобласты FISH; 

Перестройки 
локусов IG 

В обеих популяциях 
обнаружены t(9;22)(q34;q11), 
моносомия 7 и идентичные 
клональные перестройки IGH Миелобласты? 

6 
ВI ОЛЛ + 7% 
миелобластов? 
TCF3::ZNF384 

Опухолевые  
В-лимфобласты FISH 

Перестройка ZNF384 
обнаружена в обеих 
популяциях Опухолевые моноциты? 

7 

ВI ОЛЛ + 7% 
миелобластов?  
Нет молекулярно-
генетического маркера 

Опухолевые 
В-лимфобласты Перестройки 

локусов IG 

Детектированы клональные 
клеточные популяции с 
идентичным перестроением 
IGH Миелобласты? 
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Продолжение таблицы 3 

№ Инициальные данные 
(ИФТ, генетика) Клеточные популяции Исследование Результат 

8 

ТIII ОЛЛ + 6% 
миелобластов? 
Нет молекулярно-
генетического маркера 

Опухолевые  
Т-лимфобласты Перестройки 

локусов TCR 

Детектированы клональные 
клеточные популяции с 
идентичным перестроением 
TCRG Опухолевые моноциты? 

9 

0,5% В-лимфобластов + 
2% миелобластов,  
нет молекулярно-
генетического маркера 

Опухолевые 
В-лимфобласты? Перестройки 

локусов IG 

Детектирована 
поликлональность В-клеток 

Миелобласты? Клональность миелоидных 
клеток не детектирована 

10 
Билинейный ОЛСФ (В/Т)? 
нет молекулярно-
генетического маркера  

Опухолевые  
В-лимфобласты 

Перестройки 
локусов 
IG/TCR 

В-клеточный клон с 
перестроением IGH 

Опухолевые  
Т-лимфоциты? 

Перестройки IGH отсутствуют; 
поликлон по перестройкам 
TCR 

Нормальные  
Т-лимфоциты 

Перестройки IGH отсутствуют; 
поликлон по перестройкам 
TCR 

11 
9% опухолевых Т-
лимфоцитов? 
SET::NUP214 

Миелобласты? 

Перестройки 
локусов TCR 
(NGS) 

Во всех популяциях 
обнаружена экспрессия 
SET::NUP214 и идентичные 
клональные перестройки генов 
TCR 

Моноциты 
Аберрантные γδ-Т-
лимфоциты 
Нормальные γδ-Т-
лимфоциты 

 
Сортировка для дифференциальной диагностики случаев Ph-позитивного ОЛ 

и бластного криза ХМЛ 
Для 8 пациентов с подтвержденной в цельном КМ экспрессией BCR::ABL1 

требовалось провести дифференциальную диагностику между Ph-позитивным ОЛ и ХМЛ. 
По результатам ОТ-ПЦР цельного КМ от данных пациентов ассоциированный с ХМЛ 
вариант BCR::ABL1 p210 выявлялся у 6 из 8 пациентов, при этом у 3 из них – совместно с 
вариантом BCR::ABL1 p190. У оставшихся 2 пациентов выявлялся только BCR::ABL1 p190. 
По итогам ИФТ у 5 пациентов данной подгруппы были выявлены бласты В-линейного ОЛЛ 
(40–91% от ЯСК), у 2 – билинейного ОЛСФ (В/М, 59% бластов), у одного – бласты 
недифференцированного ОЛ (35% бластов).  

Поскольку при ХМЛ t(9;22)(q34;q11)/BCR::ABL1 выявляется во всех клетках 
миелоидного ряда, в то время как при Ph-позитивном ОЛ – только в бластной популяции, 
бласты и зрелые миелоидные популяции (гранулоциты и моноциты) выделяли из образцов 
для поиска характерной перестройки методом FISH и/или ОТ-ПЦР. В 2 случаях клетки были 
выделены из первичных диагностических образцов КМ, в 3 случаях – на 15-е сутки терапии, 
в одном – на 43-е сутки, еще в одном – на 48-е сутки терапии.  

В результате химерный ген BCR::ABL1 или его транскрипт был обнаружен в зрелых 
миелоидных популяциях у 4 из 8 пациентов: у трех пациентов с вариантом p210 и одного с 
вариантом p190 в цельном КМ. У остальных трех пациентов с BCR::ABL1 p210 в цельном 
КМ миелоидные популяции не имели данной перестройки. 

Сортировка для подтверждения ОЛЛ в случае неоднозначных результатов 
МПЦ 

 В ходе диагностического исследования в 4 образцах КМ и 1 образце 
перикардиального выпота были обнаружены потенциально опухолевые лимфоидные 
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клетки с небольшими отклонениями в экспрессии стандартных антигенов, что не позволяло 
сделать однозначный вывод об их природе. В 3 случаях клетки имели В-линейный 
иммунофенотип, близкий к нормальным В-предшественникам или зрелым В-лимфоцитам; 
в 2 случаях клеточные популяции демонстрировали фенотип зрелых Т-лимфоцитов 
(CD7+CD3+CD8+TCRαβ+), однако составляли до 43% клеток КМ. Данные популяции 
клеток были выделены для анализа перестроек генов IG/TCR. В результате в 3 из 5 случаев 
лимфоидные популяции оказались моноклональными, что подтверждало первоначальную 
интерпретацию результатов диагностического ИФТ. В 2 оставшихся случаях выявляемые 
клетки оказались поликлональными, поэтому диагноз ОЛЛ был исключен. 

Сортировка для уточнения цитогенетической подгруппы при низком проценте 
бластов 

У 3 пациентов (ОМЛ, n=1; В-линейный ОЛЛ, n=2) инициальные цитогенетические 
данные отсутствовали или были неполными. Для установления цитогенетической 
подгруппы во всех случаях опухолевые бласты были выделены на ранних этапах терапии. 
Их содержание в КМ на момент сортировки составляло 0,952%, 0,250% и 1,314% от ЯСК. 
В одном случае было проведено полнотранскриптомное секвенирование, выявившее 
t(5;15)(p15;q14)/BRD9::NUTM1, в двух случаях – ДНК-секвенирование для обнаружения 
KMT2A-химерных генов, выявившее в обоих случаях t(9;11)(p21;q23)/KMT2A::MLLT3. 

Сортировка для дифференциальной диагностики ОЛ и метастазов солидных 
опухолей 

В одном случае образец КМ был получен от пациента, ранее прошедшего лечение 
эмбриональной рабдомиосаркомы и находящегося в ремиссии по данному заболеванию. 
Результаты цитологического исследования КМ позволили предположить рецидив 
рабдомиосаркомы и метастазирование в костную ткань. Однако по результатам ИФТ у 
данного пациента выявлялось до 21% однозначно опухолевой В-линейной популяции. Для 
подтверждения диагноза В-линейного ОЛЛ было проведено исследование перестроек генов 
IG в изолированной популяции бластов. В результате клетки оказались моноклональной В-
клеточной популяцией с биаллельным перестроением IGH локуса, что подтвердило диагноз 
В-линейного ОЛЛ. 

При инициальной лабораторной диагностике ОЛ наличие клеток с недостаточно 
выраженными антигенными аберрациями, либо присутствие в материале сразу нескольких 
предположительно опухолевых популяций требует более тщательного анализа с 
применением дополнительных методов исследования. В настоящей работе проточная 
сортировка с молекулярно-генетическим анализом выделенных клеток являлась 
эффективным инструментом для подтверждения неоднозначных данных МПЦ, 
дифференциальной диагностики между Ph-позитивным ОЛ и бластным кризом ХМЛ, а 
также очистки бластной популяции для проведения полноценного цитогенетического 
исследования после начала терапии и существенного уменьшения массы опухоли. 

Логика выбора методики для дополнительного исследования изолированных 
клеточных популяций при диагностике ОЛ представлена на рисунке 3. 
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Рисунок 3 – Выбор молекулярно-генетической методики для подтверждения результатов 
диагностического исследования пациентов с подозрением на ОЛ 
 

Сортировка в диагностике рецидивов ОЛ 
Сортировка была проведена в образцах КМ от 9 пациентов с подозрением на рецидив 

ОЛ. В 4 случаях это были пациенты с инициальным В-линейным ОЛЛ, в 3 случаях – с Т-
линейным ОЛЛ, в 2 случаях – с ОМЛ. В 7 из 9 случаев исследованию предшествовала алло-
ТГСК. Три пациента с В-линейным ОЛЛ получили терапию блинатумомабом. 

В 8 образцах данной подгруппы по результатам ИФТ были обнаружены однозначные 
опухолевые клетки, однако их антигенный профиль не соответствовал исходному. В данных 
случаях сортировка и дополнительный анализ клеток требовались для исключения развития 
вторичной гемопоэтической опухоли. В одном образце выявлялась значительная популяция 
В-линейных предшественников (23% от ЯСК) с атипичной коэкспрессией миелоидного 
антигена CD33, потребовавшая дополнительного исследования для исключения рецидива 
ОЛ. Характеристики пациентов и данные проведенных исследований приведены в таблице 
4. 

В 7 из 8 случаев обнаружения очевидной опухолевой популяции с 
иммунофенотипом, не соответствующим инициальному, молекулярно-генетические 
исследования выделенных клеток подтвердили рецидив первичного ОЛ. В одном случае, 
когда у пациента с исходным Т-линейным ОЛЛ был установлен ОЛСФ, анализ химеризма в 
бластах продемонстрировал принадлежность опухолевых клеток к гемопоэзу донора ранее 
проведенной алло-ТГСК. У пациента с неоднозначной популяцией В-линейных 
предшественников, коэкспрессирующих CD33, рецидив заболевания не был подтвержден. 
 
Таблица 4 – Данные по сортированным образцам при диагностике рецидива ОЛ 

№ Инициальные данные 
(ИФТ, генетика)  

Данные в рецидиве  
(ИФТ, генетика) Исследование Результат 

1 TII ОЛЛ, перестройка 
BCL11B 

Билинейный ОЛСФ (В/М), 
BCR::ABL1 

Химеризм; 
FISH 

ОЛ из клеток 
донора 

2 ЕТР ТI ОЛЛ, перестройка 
ETV6 ОМЛ, перестройка ETV6 FISH Рецидив ОЛ, смена 

линии 

3 BI ОЛЛ, KMT2A::MLLT1 Билинейный ОЛСФ 
(В/ОНдЛ), KMT2A::MLLT1 

FISH; 
ПЦР-ХТр 

Рецидив ОЛ, смена 
линии 
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Продолжение таблицы 4 
№ Инициальные данные 

(ИФТ, генетика)  
Данные в рецидиве  
(ИФТ, генетика) Исследование Результат 

4 BII ОЛЛ, нет молекулярно-
генетического маркера 

ОМЛ, нет молекулярно-
генетического маркера Перестройки IG Рецидив ОЛ, смена 

линии 

5 BI ОЛЛ, PICALM::AF10 
BI ОЛЛ, молекулярно-
генетическое исследование не 
проводили 

Химеризм Рецидив исключен 

6 ОМЛ, CBFB::MYH11 
ОМЛ + 3% В-бластов, 
CBFB::MYH11 

FISH; 
Перестройки IG Рецидив ОЛ 

7 ОМЛ, RUNX1::RUNX1T1 ОМЛ, RUNX1::RUNX1T1 FISH Рецидив ОЛ 

8 ТII ОЛЛ, нет молекулярно-
генетического маркера 

ТII ОЛЛ, нет молекулярно-
генетического маркера Химеризм Рецидив ОЛ, смена 

линии 

9 BII ОЛЛ, KMT2A::AFF1 BII ОЛЛ, KMT2A::AFF1 ПЦР-ХТр Рецидив ОЛ, смена 
линии 

 
При проведении ИФТ пациентов с подозрением на развитие рецидива ОЛ 

молекулярно-генетический анализ выделенных клеточных популяций был использован для: 
1) подтверждения рецидива ОЛ; 2) исключения развития вторичной гемопоэтической 
опухоли при существенных изменения иммунофенотипа; 3) исключения развития 
гемопоэтической опухоли из клеток донора КМ у пациентов после алло-ТГСК. 

Алгоритм выбора подходящей методики для анализа сортированных клеток при 
исследовании рецидива ОЛ изображен на рисунке 4. 

 
Рисунок 4 – Алгоритм выбора подтверждающей методики анализа выделенных клеток при 
диагностике рецидивов ОЛ 
 

Сортировка при оценке МОБ методом МПЦ 
Сортировка была проведена в 145 образцах КМ и одном биоптате бедренной кости 

от 118 пациентов, проходивших мониторинг МОБ методом МПЦ. Среди них на момент 
исследования у 64 пациентов был диагностирован В-линейный ОЛЛ (85 образцов), у 42 
пациентов – ОМЛ (48 образцов), у 8 – Т-линейный ОЛЛ (9 образцов), у 3 – ОЛСФ (3 
образца), у одного – гепатоспленическая γ/δ-Т-клеточная лимфома с поражением КМ (1 
образец). Для 22 пациентов сортировка была проведена в нескольких точках мониторинга 
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МОБ. Все случаи, когда требовалась сортировка клеток из мониторинговых образцов КМ, 
отражены на рисунке 5. 

 
Рисунок 5 – Распределение образцов по целям выполнения клеточной сортировки при 
мониторинге МОБ 
 

Наиболее частыми генетическими аберрациями в группе были перестройки гена 
KMT2A (n=20), t(8;21)(q22;q22)/RUNX1::RUNX1T1 (n=18) и t(12;21)(p13;q22)/ETV6::RUNX1 
(n=15). У 6 пациентов был выявлен нормальный кариотип, у 24 пациентов отсутствовали 
данные о кариотипе, а результаты анализа распространенных перестроек были 
отрицательными. 

Из 146 биологических образцов было выделено 224 клеточные популяции для 
проведения одного или нескольких исследований: ПЦР-ХТр, n=85; FISH, n=77; 
определение химеризма, n=61; анализ перестроек IG/TCR, n=34. Медиана содержания 
выделяемой популяции среди ЯСК составила 1,129% (диапазон 0,001–93,000%). Среднее 
количество выделенных клеток составило 68848, при этом минимальное количество, 
успешно проанализированное в рамках исследования, составило 142 клетки. 

Сортировка для подтверждения статуса МОБ при существенных изменениях 
иммунофенотипа опухолевых или нормальных клеток 

В 45 образцах КМ при оценке МОБ была проведена сортировка 49 клеточных 
популяций, расцененных как предположительно опухолевые (n=23) или нормальные 
(n=26), но с существенными изменениями в экспрессии некоторых линейно-
ассоциированных антигенов. Большинство образцов в данной подгруппе (n=39) было 
получено от пациентов с В-линейным ОЛЛ, 4 образца – от пациентов с ОМЛ, 1 образец от 
пациента с бифенотипическим ОЛСФ (Т/М).  

39 из 45 образцов были получены от пациентов, получивших один или несколько 
видов таргетной иммунотерапии: блинатумомаб (n=27), анти-CD19/CD22 CAR-T (n=20), 
анти-CD33 CAR-T (n=1). Кроме того, 29 образцов было получено после алло-ТГСК. 
Значительная часть пациентов находилась на исследовании в рамках мониторинга после 
CAR-T терапии (n=16) или непосредственно после ТГСК (n=14). Выделенные популяции 
клеток были направлены на анализ химеризма, n=20; исследование клональности, n=18; 
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ПЦР-ХТр, n=8; FISH, n=5. Наименьшее количество выделенных клеток составило 142 и 
было проанализировано методом FISH. 

В образцах с В-линейным ОЛЛ (n=39) наиболее часто наблюдаемым изменением в 
иммунофенотипе была частичная или полная потеря CD19 (n=38) после воздействия CD19-
направленной терапии. 

Молекулярно-генетический анализ подтвердил опухолевое происхождение 16 из 23 
(70%) популяций предположительно лейкемических клеток. Среди 26 популяций, 
изначально интерпретированных как нормальные (регенераторные) В-предшественники, 
25 (96%) действительно имели неопухолевую природу. Однако в одном случае клетки, 
расцененные как нормальные регенераторные, оказались опухолевыми (рисунок 6). 

В 35 из 45 случаев пациенты продолжили лечение в рамках назначенного 
терапевтического плана, при этом в четырех случаях отрицательный результат оценки МОБ 
позволил констатировать у пациентов МОБ-негативную ремиссию. У 7 пациентов терапия 
была изменена (назначение таргетных иммунопрепаратов – 4 случая, их отмена в связи с 
потерей таргетного антигена – 2 случая, инициация противорецидивной химиотерапии – 1 
случай). Трое пациентов были признаны некурабельными ввиду исчерпания доступных 
терапевтических опций. 

 
Рисунок 6 – Результаты подтверждения данных МПЦ-МОБ при иммунофенотипических 
изменениях опухолевых или нормальных клеток 

 
Сортировка для подтверждения МОБ-позитивности при сходстве опухолевых 

клеток с нормальными 
В данной подгруппе было 27 образцов, 16 из которых были получены от пациентов 

с В-линейным ОЛЛ, 8 образцов – от пациентов с ОМЛ, 2 образца – от пациентов с Т-
линейным ОЛЛ, 1 образец – от пациента с билинейным ОЛСФ (В/М). 3 пациента получили 
курс блинатумомаба, 1 пациент – курс блинатумомаба и анти-CD19/CD22 CAR-T терапии. 
Также 12 пациентов данной подгруппы прошли алло-ТГСК. 

Из образцов выделяли иммунофенотипически нормальные клетки КМ, 
характеризующиеся незначительными антигенными модуляциями или заметным 
увеличением их количества относительно других клеток КМ. Из образцов с В-линейным 
ОЛЛ выделяли В-линейные предшественники (n=12), стромальные клетки (n=2) или 
плазмоциты (n=2). У пациентов с ОМЛ выделяли моноциты (n=3), миелоидные 
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предшественники (n=2), эозинофилы (n=3), тучные клетки (n=2). Из образцов с Т-линейным 
ОЛЛ были выделены клетки с иммунофенотипом зрелых Т-лимфоцитов, из образца с 
ОЛСФ – миелоидные предшественники. 

Медиана содержания выделяемых популяций среди ЯСК составила 0,649% (0,017%-
63,000%). Среднее выделенное число клеток составило 16622. Наименьшее количество 
выделенных и успешно проанализированных клеток составило 526. Было выделено 29 
популяций для исследования методом FISH, n=15; анализа химеризма, n=10; анализа 
клональности, n=6. 

Согласно результатам около половины популяций (n=13) имели опухолевую 
природу (рисунок 7). На основании этих данных результаты определения МОБ были 
скорректированы у 13 пациентов. Лечение было продолжено согласно первоначальному 
плану у 21 из 27 пациентов; при этом у трех пациентов была подтверждена МОБ-негативная 
ремиссия. Для оставшихся 6 пациентов была инициирована таргетная иммунотерапия. 

 
Рисунок 7 – Результаты дополнительных исследований клеточных популяций, 
интерпретируемых как нормальные гемопоэтические клетки на основании их 
иммунофенотипа 

 
Сортировка для подтверждения или исключения смены линейной 

дифференцировки ОЛ в процессе терапии 
В данной подгруппе выделяли 16 популяций клеток из 11 образцов КМ от 9 

пациентов с подозрением на смену линейной дифференцировки ОЛ в процессе терапии 
(таблица 5). 

 
Таблица 5 – Общая характеристика образцов, сортированных при подозрении на смену 
линейной принадлежности опухолевых клеток во время терапии 

№ 
Инициальные 
данные (ИФТ, 

генетика) 

Точка МПЦ-
МОБ 

Выделяемые 
популяции (% от ЯСК) Исследование Результат 

1 BI ОЛЛ, 
KMT2A::AFF1 День 15 Миелобласты (23,0%) FISH Позитивен 

2 
BI ОЛЛ + 7% 
миелобластов, 
KMT2A::MLLT1 

День 36 Моноциты (6,0%) FISH Отрицателен 
Миелобласты (14,8%) Позитивен 

Точка на 
непрограммной 
ПХТ 

Миелобласты (0,7%) FISH Отрицателен 
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Продолжение таблицы 5 

№ 
Инициальные 
данные (ИФТ, 

генетика) 

Точка МПЦ-
МОБ 

Выделяемые 
популяции (% от ЯСК) Исследование Результат 

3 BI ОЛЛ, 
KMT2A::AFF1 

После 
инотузумаба 

Миелобласты (1,5%) FISH Позитивен 
В-бласты (1,4%) Позитивен 

4 BI ОЛЛ, 
KMT2A::MLLT1 День 33 Миелобласты (1,1%) FISH Позитивен 

5 
BII ОЛЛ + 1,5% 
миелобластов, нет 
маркера 

День 15 Моноциты (33,0%) Перестройки IG Моноклон 
В-бласты (19,2%) Моноклон 

День 36 Моноциты (4,3%) Перестройки IG Моноклон 

6 BI ОЛЛ, 
KMT2A::AFF1 День 85 В-бласты? (2,2%) FISH Отрицателен 

Миелобласты (9,2%) Отрицателен 

7 В-ОЛЛ, нет 
маркера День 15 Опухолевые моноциты? 

(93,0%) Перестройки IG Моноклон 

8 
BI ОЛЛ + 7% 
миелобластов, 
TCF3::ZNF384 

День 36 Моноциты? (5,1%) FISH Отрицателен 

9 В-ОЛЛ, высокая 
гиперплоидия День 15 

Ранние миелоидные 
предшественники? (5,0%) FISH Отрицателен 

ГСК? (1,5%) Отрицателен 
 

В результате у большинства пациентов (n=6) была подтверждена смена линейной 
дифференцировки с В-линейной на миелоидную. Для 8 из 9 пациентов была продолжена 
инициально назначенная терапия, а один пациент (таблица 5, пациент №3) был признан 
некурабельным. 

Сортировка для уточнения причин расхождения результатов определения 
МОБ методом МПЦ и ОТ-ПЦР 

В данную подгруппу вошло 24 образца КМ от 21 пациента, чьи результаты оценки 
МОБ методом МПЦ (МПЦ-МОБ) не совпадали с результатами выявления ХТр методом 
ОТ-ПЦР (ХТр-МОБ) в сопоставимые точки наблюдения. Результаты оценки МПЦ-МОБ во 
всех образцах были отрицательными, в то время как в аналогичные точки выявлялась 
экспрессия соответствующих ХТр. В 10 из 24 случаев наблюдалась персистенция ХТр-МОБ 
при длительном негативном результате определения МПЦ-МОБ. Из данных образцов были 
выделены разнообразные популяции предположительно нормальных клеток КМ и 
направлены на FISH (n=29) и/или ПЦР-ХТр (n=75). В результате сортировки в 19 из 24 
случаев расхождения между результатами МПЦ-МОБ и ХТр-МОБ в одной или нескольких 
популяциях нормальных клеток были обнаружены химерный ген или его транскрипт 
(таблица 6). При этом данные популяции не имели никаких иммунофенотипических 
аберраций и потому во время исследования методом МПЦ были интерпретированы как 
нормальные. Химерный ген или транскрипт чаще всего обнаруживался в тучных клетках 
(n=8) и моноцитах (n=8). Также они выявлялись в общем пуле CD34-позитивных 
предшественников (n=5), гранулоцитах (n=2), В-предшественниках (n=3), лимфоцитах 
(n=2), миелоидных предшественниках (n=1). 
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Таблица 6 – Результаты определения химерных генов (ХГ) или транскриптов (ХТр) в 
изолированных клеточных популяциях предположительно нормальных клеток у пациентов 
с различными хромосомными перестройками 

Тип перестройки 
Кол-во пациентов 

с данной 
перестройкой 

Кол-во пациентов 
с ХГ или ХТр в 
изолированных 

популяциях 

Популяции клеток с ХГ или 
ХТр 

Кол-во 
пациентов 

t(8;21)(q22;q22) 
RUNX1::RUNX1T1 14 12 

Тучные клетки 8 
Моноциты 5 

CD34+ клетки 4 
Лимфоциты 1 

inv(16)(p12;q23) 
CBFB::MYH11 3 1 

Гранулоциты 1 
Моноциты 1 

Лимфоциты 1 
CD34+ клетки 1 

t(9;22)(q34;q11) 
BCR::ABL1 2 2 

В-линейные 
предшественники 2 

Гранулоциты 1 
Моноциты 1 

Миелоидные 
предшественники 1 

t(9;11)(p21;q23) 
KMT2A::MLLT3 1 1 Моноциты 1 

t(12;17)(p13;q11) 
TCF3::ZNF384 1 1 В-линейные 

предшественники 1 

 
Сортировка для подтверждения МОБ-рецидива 
Появление МОБ после периода МОБ-негативности – событие, непосредственно 

предшествующее развитию клинического рецидива ОЛ (Pemmaraju et al., 2017). Данную 
подгруппу составили 37 образцов от 33 пациентов со следующими диагнозами: В-
линейный ОЛЛ (n=16), ОМЛ (n=12), Т-линейный ОЛЛ (n=7), гепатоспленическая γ/δ-Т-
клеточная лимфома с поражением КМ (n=1), бифенотипический ОЛСФ с Т-
лимфоидным/миелоидным иммунофенотипом (n=1). У 4 пациентов предположительно 
опухолевые клетки сортировались на нескольких точках мониторинга МОБ. Во всех 
случаях результаты МПЦ-МОБ были отрицательными как минимум на двух 
предшествующих точках. 

В данной подгруппе медиана содержания МОБ среди ЯСК составляла 0,087% 
(0,001–3,688%). Медиана количества выделенных клеток – 4035, минимальное количество 
– 376. 

Среди 37 образцов 6 были получены после курса блинатумомаба и анти-CD19/CD22 
CAR-T. Еще в 3 случаях пациенты получили только CAR-T терапию. Также большинство 
образцов (n=32) были получены от пациентов после алло-ТГСК. Суммарно 37 популяций 
клеток были выделены для следующих исследований: анализ химеризма, n=30; FISH, n=8; 
определение клональности, n=6. 

Согласно результатам дополнительных исследований, МОБ-рецидив был 
подтвержден в большинстве образцов (n=30, 81%). Среди данных пациентов (n=26) для 7 
была инициирована таргетная иммунотерапия (CAR-T, n=6; блинатумомаб, n=1), для 4 
пациентов – противорецидивная химиотерапия. В 4 случаях была продолжена терапия в 
рамках текущего терапевтического плана, в одном случае была проведена повторная ТГСК. 
В 10 случаях пациенты были признаны некурабельными. 
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Сортировка при дифференциальной диагностике экстрамедуллярного 
поражения ОЛ и саркомы Юинга 

У одного пациента с исходным диагнозом мегакариобластного варианта ОМЛ с 
inv(16)(p13q24)/CBFA2T3::GLIS2, достигшего МОБ-негативной ремиссии, было выявлено 
объемное образование в метадиафизе правого бедра. При гистологическом исследовании 
биоптата морфологическая картина могла соответствовать как рецидиву ОМЛ, так и 
развитию вторичной саркомы Юинга.  Исследование КМ методом МПЦ выявило наличие 
0,028% опухолевых клеток с исходным иммунофенотипом 
CD33+CD41a+CD61+CD56+CD45–. Кроме того, идентичные клетки обнаружились при 
исследовании биоптата кости. Для подтверждения наличия химерного гена 
CBFA2T3::GLIS2 клетки были выделены из образца КМ и из биоптата бедренной кости для 
анализа методом FISH. В обоих случаях химерный ген был обнаружен. Этот результат 
верифицировал комбинированный рецидив ОМЛ и опроверг диагноз саркомы Юинга. 

Иммунофенотип бластов подвержен изменениям вследствие применения любой 
противоопухолевой терапии, что в совокупности с их крайне низкой долей в КМ вызывает 
трудности в интерпретации данных МПЦ даже у опытного специалиста. Наличие 
дополнительных методов верификации результатов повышает точность оценки МОБ в 
неоднозначных случаях. Рекомендуемый алгоритм выбора подходящей методики для 
анализа выделенных клеток при оценке МОБ у пациентов с ОЛ представлен на рисунке 8. 

 
Рисунок 8 – Алгоритм выбора методики для подтверждения результатов оценки МОБ 
методом МПЦ 

 
Итоги выполнения диссертационной работы 

В настоящем исследовании были продемонстрированы возможности комплексного 
подхода, сочетающего проточную клеточную сортировку с молекулярно-генетическим 
анализом, для верификации лабораторных результатов, полученных в процессе 
диагностики ОЛ и мониторинга МОБ у 148 пациентов детского возраста. В ходе работы 
были разработаны протоколы пробоподготовки образцов для сортировки, адаптированные 
под требования различных молекулярно-генетических методов, и проведены серии 
экспериментов для установления минимального порога количества клеток, необходимого 
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для получения достоверных результатов. Разработанные протоколы были успешно 
апробированы на клинических образцах пациентов с ОЛ. Кроме того, был сформирован 
алгоритм выбора подходящей методики для анализа клеточных популяций в зависимости 
от поставленной задачи на каждом из этапов проведения иммунофенотипического 
исследования: первичная диагностика ОЛ, диагностика рецидива ОЛ, оценка МОБ при ОЛ. 
Впервые представлено системное описание внедрения технологии клеточной сортировки в 
лабораторную практику. Предложенная методика позволила существенно повысить 
точность диагностики за счет сочетания преимуществ иммунофенотипического и 
молекулярно-генетического анализа. Это особенно актуально в сложных диагностических 
случаях, когда традиционные методы исследования не дают однозначных результатов. 

 
ВЫВОДЫ 

1. Сочетание проточной сортировки клеток с современными аналитическими 
методами (FISH для анализа хромосомных аберраций, ПЦР и фрагментный анализ для 
оценки клональности, ОТ-ПЦР для поиска химерных транскриптов, ПЦР-РВ для анализа 
гемопоэтического химеризма, высокопроизводительное секвенирование) обладает высокой 
диагностической эффективностью. В 100% анализируемых случаев первичной диагностики 
(n=28), диагностики рецидива ОЛ (n=9) и мониторинга МОБ (n=146) с помощью 
комбинированного подхода удалось определить природу интересующих популяций клеток. 

2. Разработаны и валидированы протоколы пробоподготовки для проточной 
сортировки, обеспечивающие сохранность клеточного материала при последующем 
цитогенетическом и молекулярно-генетическом анализе. Установлены оптимальные 
буферные растворы и методы лизиса эритроцитов, а также определены минимальные 
уровни клеток (400–1000) для успешного исследования. 

3. В случае неоднозначных результатов МПЦ при первичной диагностике ОЛ 
сортировка клеток и молекулярно-генетический анализ позволили подтвердить диагноз 
ОЛЛ (n=4), гетерогенность опухолевой популяции (n=8) (включая случаи ОЛСФ, n=5), а 
также установить одновременное течение ОМЛ и периферической Т-клеточной лимфомы 
(n=1). При исследовании образцов от пациентов с подозрением на рецидив ОЛ данный 
подход помог верифицировать развитие рецидива (n=7).  

4. Комбинация проточной сортировки с FISH и ОТ-ПЦР для детекции 
t(9;22)(q34;q11)/BCR::ABL1 в изолированных миелоидных популяциях эффективна для 
дифференциальной диагностики Ph+ ОЛ и бластного криза ХМЛ. В 3 из 6 случаев, когда в 
цельном костном мозге обнаруживался характерный для ХМЛ транскрипт BCR::ABL1 p210, 
соответствующий химерный ген/транскрипт выявлялся исключительно в бластных клетках, 
но отсутствовал в миелоидных популяциях. 

5. Экспериментально подтверждена применимость методики проточной 
сортировки для последующей молекулярно-генетической характеристики редких 
клеточных популяций (0,001–0,1%), выявляемых при мониторинге МОБ. В ходе 
исследования был достигнут рекордно низкий порог анализа выделенной популяции – 142 
клетки. При этом, доля данной клеточной популяции в образце выявлялась на пороге 
чувствительности метода МПЦ и составляла 0,001%. 

6. Разработан пошаговый алгоритм применения сортировки для уточнения 
результатов МПЦ у пациентов с подозрением на ОЛ, а также с установленным ОЛ при 
исследовании рецидива или в рамках мониторинга МОБ. 
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ПРАКТИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ 
1. При отсутствии данных первичного генетического исследования пациента с 

ОЛ целесообразно провести сортировку опухолевых клеток на ранних этапах терапии для 
определения диагностически значимых хромосомных аномалий. 

2. Для дифференциальной диагностики ОЛ и бластного криза ХМЛ необходимо 
исследование химерного транскрипта BCR::ABL1 в изолированных миелоидных и 
бластных популяциях. Однако данный анализ следует проводить до включения в терапию 
ингибиторов тирозинкиназ. 

3. В случае обнаружения выраженных изменений иммунофенотипа опухолевых 
клеток при исследовании рецидива рекомендуется выполнить сортировку клеток для 
поиска исходных генетических аберраций в целях исключения развития вторичной 
гемопоэтической опухоли. 

4. При выборе МкАТ для выделения клеточных популяций на сортере для 
проведения ПЦР рекомендуется ограничиться поверхностными маркерами и исключить 
применение фиксаторов. Для анализа методом FISH можно использовать как мембранные, 
так и внутриклеточные маркеры. 

5. Если у пациента после аллогенной ТГСК выявляются опухолевые клетки с 
иммунофенотипом, кардинально отличающимся от исходного (вплоть до смены линейной 
принадлежности), необходимо провести в них анализ химеризма, чтобы установить их 
происхождение (донорское или реципиентное). 

6. Результаты анализа изолированных клеточных популяций следует 
рассматривать как дополнительные данные при формулировании окончательного 
заключения, требующие обязательной интеграции с другими клинико-лабораторными 
показателями. 
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Список сокращений 

алло-ТГСК – аллогенная трансплантация гемопоэтических стволовых клеток; В/М – В-
лимфоидный/миелоидный иммунофенотип; В/Т – В-лимфоидный/Т-лимфоидный 
иммунофенотип; ИФТ – иммунофенотипирование; КМ – костный мозг; МкАТ – 
моноклональные антитела; МОБ – минимальная остаточная болезнь; МПЦ – многоцветная 
проточная цитометрия; ОЛ – острый лейкоз; ОЛЛ – острый лимфобластный лейкоз; 
ОЛСФ – острый лейкоз со смешанным фенотипом; ОМЛ – острый миелоидный лейкоз; 
ОНдЛ – острый недифференцированный лейкоз; ОТ-ПЦР – полимеразная цепная реакция 
с обратной транскрипцией; ПФА – параформальдегид; ПЦР-РВ – полимеразная цепная 
реакция в реальном времени; Т/М – Т-лимфоидный/миелоидный иммунофенотип; ФСБ – 
фосфатно-солевой буфер; ХГ – химерный ген; ХМЛ – хронический миелоидный лейкоз; 
ХТр – химерный транскрипт; ЭТС – эмбриональная телячья сыворотка; ЯСК – 
ядросодержащие клетки; CAR-T – Т-клетки с химерным антигеном; CD – кластер 
дифференцировки; FISH – флуоресцентная in situ гибридизация; IG – иммуноглобулин; 
TCR – Т-клеточный рецептор; NGS – высокопроизводительное секвенирование нового 
поколения 


