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Блинатумомаб представляет собой биспецифическое анти-CD3-анти-CD19-антитело, которое 
способно рекрутировать собственные Т-клетки пациента против В-клеток, экспрессирующих 
CD19, опосредуя их лизис. Один из значимых механизмов приобретенной резистентности к 
препарату – снижение экспрессии CD19 опухолевыми клетками вплоть до полной потери данного 
пан-В-линейного антигена. Целью работы была оценка изменения экспрессии CD19 у детей 
с В-линейным острым лимфобластным лейкозом (ОЛЛ) на остаточных опухолевых клетках 
или опухолевых клетках при рецидиве после лечения блинатумомабом. В исследование были 
включены 39 пациентов с рефрактерными формами или рецидивом В-линейного ОЛЛ, которые 
получали блинатумомаб. Минимальную остаточную болезнь (МОБ) определяли методом 8-цветной 
проточной цитометрии. Исследование показало, что снижение экспрессии CD19 на опухолевых 
клетках – одна из основных причин неудач CD19-направленной терапии. В то же время изменения 
экспрессии CD19 могут быть обратимыми: «CD19-негативная МОБ» не всегда была ассоциирована 
с отсутствием CD19 на опухолевых клетках при последующем рецидиве. В двух случаях 
диагностировали так называемое переключение линий и развитие ОМЛ в результате CD19-
направленной терапии, причем оно происходило различными путями и зависело от биологических 
свойств опухоли. Снижение экспрессии CD19 приводило к необходимости использовать для 
мониторинга МОБ 10–12-цветную проточную цитометрию с расширенной панелью моноклональных 

антител к различным В-линейным и опухолево-ассоциированным антигенам.
Ключевые слова: острый лимфобластный лейкоз, блинатумомаб, CD19, минимальная 

остаточная болезнь.

Changes in CD19 expression after blinatumomab treatment 
in pediatric patients with relapsed/refractory B-lineage acute 
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Blinatumomab is a bispecific T-cell engager (BiTE) antibody construct targeting CD3 and CD19, resulting in T-cell-mediated 
lysis of malignant B cells. CD19 downexpression is shown to be one of the possible mechanisms of tumor cells adaptation and 
subsequent escape from treatment. The aim of the present study was to evaluate changes of CD19 expression on residual tumor 
cells in children with BCP-ALL treated with blinatumomab. 39 patients with relapsed/refractory BCP-ALL who completed at 
least one course of blinatumomab, were studied. MRD monitoring was performed by 8-color flow cytometry. In those children, 
who didn’t respond and/or developed subsequent relapse, CD19 downexpression seems to be one of the significant pathways 
for tumor escape from blinatumomab – 50% of relapses were CD19-negative, and in 26.3% of all relapsed/resistant cases 
CD19-negative blasts were detected at least on MRD level. Rather frequent loss of CD19 could be a serious obstacle for flow 
cytometric MRD monitoring, but application of expanded antibodies panel and use of 10–12-color investigation allows residual 

blasts detection in nearly all cases.  
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Блинатумомаб представляет собой биспецифи-
ческое антитело, состоящее из двух одноце-
почечных вариабельных фрагментов монокло-

нальных антител против CD19 и ε-цепи CD3, которое 
способно рекрутировать Т-клетки пациента против 
опухолевых В-клеток, опосредуя их лизис [1]. В на-
стоящее время препарат используется главным об-
разом для лечения рефрактерных форм и рецидивов 
острого лимфобластного лейкоза из В-линейных 
предшественников (ВП-ОЛЛ). Несмотря на обна-
деживающие результаты – достижение полной или 
частичной ремиссии примерно у половины больных 
(56% – для взрослой когорты больных [2], 45% – для 
детской [3]), у существенной части пациентов про-
исходят рецидивы или развивается рефрактерность  
к проводимой терапии. Один из значимых механиз-
мов приобретенной резистентности к препарату –  
снижение экспрессии CD19 опухолевыми клетками 
вплоть до полной потери данного пан-В-линейного 
антигена [4]. Кроме того, потеря экспрессии CD19 
значительно усложняет мониторинг минимальной 
остаточной болезни (МОБ), который необходим для 
контроля эффективности лечения [5]. 

Целью нашей работы была оценка изменения 
экспрессии CD19 у детей с ВП-ОЛЛ на остаточных 
опухолевых клетках или опухолевых клетках при ре-
цидиве после лечения блинатумомабом.

МатериалЫ и методы исследования

В исследование, проводившееся с декабря 2015 
по сентябрь 2017 года, были включены 39 пациен-
тов (19 девочек и 20 мальчиков) с рефрактерной 
формой или рецидивом ВП-ОЛЛ, которые получали 
блинатумомаб в рамках противорецидивной терапии 
в качестве «мостика» к трансплантации гемопоэти-
ческих стволовых клеток (ТГСК). Медиана возраста 
составила 8 лет (от 6 мес. до 21 года). У 5 (12,8%) 
пациентов были обнаружены различные аберрации в 
гене KMT2A, у 3 (7,7%) – транскрипт ETV6–RUNX1. 
Всем пациентам после одного или двух курсов блина-
тумомаба, преимущественно при наличии МОБ-нега-
тивной ремиссии, выполняли аллогенную ТГСК.

МОБ определяли в образцах костного мозга (КМ) 
в течение 5 часов с момента забора. Иммунофеноти-
пирование опухолевых клеток в костном мозге про-
изводили методом 8-цветной проточной цитометрии 
на приборе FACS Canto II (Becton & Dickinson (BD), 
США). Настройку проточного цитометра проводи-
ли с использованием калибровочной системы Comp 
Beads (BD, США). Мониторинг стабильности работы 
прибора выполняли при помощи частиц Cytometer 
Setup and Tracking (BD, США). Использовались мо-
ноклональные антитела (МкАТ), меченные флюорес-
цеинизотиоцианатом (FITC), R-фикоэритрином (PE), 

перидининхлорофилл-протеином (PerCP), аллофико-
цианином (АРС), красителями BV421 и BV510, а также 
тандемными конъюгатами PE с цианином 7 (Cy7), PerCP 
с цианином 5,5 (Cy5,5) и APC с Су7 и AlexaFluor750. 
Для определения МОБ применяли моноклональные 
антитела к антигенам CD58 (AICD58-FITC, Beckman 
Coulter (BC), США), CD10 (HI10a-PE или HI10a-
BV421, оба BD), CD45 (J33-APC-AlexaFluor750, BC), 
CD34 (8G12-PE-Cy7 или 8G12-APC, оба BD), CD20 
(L27-PerCP, BD), CD19 (SJ25C1-APC, BD, или J3-119-
PE-Cy7, BC) и CD38 (HIT2-BV510, BD). Окрашивание 
первично меченными моноклональными антителами 
производилось согласно инструкции производителя. 
После инкубации суспензии костномозговых клеток с 
моноклональными антителами взвесь обрабатывали 
лизирующим раствором (FACS Lysing solution, BD), 
а затем отмывали фосфатно-солевым буфером (Cell 
Wash, BD). При определении МОБ применяли подход, 
описанный ранее [6], основанный на рекомендациях 
группы AIEOP–BFM [7]. После применения блинату-
момаба для выделения В-клеток использовали до-
полнительные антитела к CD22 (HIB22-PE, BD) и CD24 
(ML-5-BV510, BD) согласно рекомендациям, изло-
женным в работе Cherian, et al. [5], для снижения ве-
роятности получения ложнонегативных результатов 
при анализе и интерпретации результатов иммуно-
фенотипирования в случае потери CD19. Результат 
рассчитывали в виде процентного содержания опу-
холевых клеток среди всех ядросодержащих клеток 
костного мозга, которые определяли путем окраски 
ДНК-тропным красителем Syto 41 (Thermo Fisher 
Scientific, США). Образцы КМ считали МОБ-позитив-
ными при величине МОБ > 0,001%. Опухолевая попу-
ляция при диагностике рецидива и определении МОБ 
считалась CD19-позитивной, если более 80% лейке-
мических бластов экспрессировали данный антиген.

Результаты исследования

Полной клинико-гематологической ремиссии (ПР) 
достигли 27 (69,2%) из 39 пациентов. У 20 (51,3%) 
из 39 пациентов, включенных в исследование, уда-
лось добиться продолжительной ПР (медиана дли-
тельности – 173 дня от завершения курса блинату-
момаба) (рис. 1), при этом у 8 пациентов, достигших 
ПР, МОБ не обнаруживали ни после первого, ни по-
сле последующих курсов блинатумомаба, они были  
исключены из дальнейшего анализа. У остальных  
12 пациентов МОБ выявляли по крайней мере одно-
кратно: у 5 пациентов бластная популяция всегда 
оставалась CD19-позитивной, в 6 случаях хотя бы раз 
выявлялась CD19-негативная МОБ, а в одном случае 
в различное время у пациента детектировались как 
CD19-позитивные, так и CD19-негативные резиду-
альные опухолевые клетки.
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Из 39 пациентов 19 (48,7%) были либо резис- 
тентны к проводимой терапии (n = 9), либо развили  
костномозговой рецидив после окончания курса 
блинатумомаба (n = 10). Во всех случаях резистент-
ности к блинатумомабу (9 пациентов) и в 3 случаях 
рецидива бластные (и предшествующие рециди-
ву резидуальные) клетки были CD19-позитивными.  
У 5 пациентов наблюдалось развитие CD19-негатив-
ного рецидива (рис. 2). Таким образом, частота раз-
вития CD19-негативного рецидива составила 50% 
всех случаев рецидива (5 из 10 случаев) и 26,3% 
всех случаев неудач (5 из 19). У двух пациентов с 
CD19-негативным рецидивом еще до его развития 
определялась МОБ с CD19-негативными бластными 
клетками; в одном случае у пациента в различное 
время детектировались как CD19-позитивные, так и 
CD19-негативные опухолевые клетки.

У двух пациентов с CD19-негативной МОБ зафик-
сирован рецидив по типу линейного переключения 
– с ВП-ОЛЛ на острый миелоидный лейкоз (ОМЛ). 
Вероятно, такое переключение может происходить 
по разным причинам. Так, у одного пациента была 
обнаружена аберрация, приводящая к образованию 
транскрипта KMT2A–AFF1, для которого характерно 
линейное переключение, путем репрограммирования 
бластной популяции с лимфобластным фенотипом 
на миелоидный (рис. 3 А) [8, 9]. Во втором случае 
в костном мозге, по данным инициального иммуно-
фенотипирования, выявлена минорная миелоидная 
бластная популяция, которая затем стала источни-
ком развернутого рецидива (рис. 3 Б).

Обсуждение результатов исследования

По механизму своего действия блинатумомаб 
– таргетный препарат, его применение является 
мощным селектирующим фактором для клеток, не 
экспрессирующих CD19. Данные, полученные в экс-
периментах in vitro и in vivo, указывают на то, что 
потеря экспрессии CD19 бластными клетками не 
оказывает существенного влияния на их способно-
сти к выживанию и пролиферации [10]. Примене-
ние блинатумомаба может быть причиной снижения 
экспрессии или полной потери CD19, что является 
важнейшим механизмом «ускользания» от терапии 
блинатумомабом и ведет к возможности развития 
CD19-негативного рецидива. Описано несколько ме-
ханизмов развития таких рецидивов (рис. 4): пози-
тивная селекция предсуществующего CD19-негатив-
ного клона с последующей его экспансией; синтез 
дефектного рецептора CD19 с потерей таргетного 
(для «анти-CD19» части блинатумомаба) эпитопа в 
результате альтернативного сплайсинга мРНК CD19 
[11]; нарушение механизма транспорта рецептора 
CD19 на поверхность клетки по причине дефицита 
CD81 – важного фактора созревания корецепторного 
комплекса CD19/CD21/CD81/CD225 [12].

Рисунок 1
Группы пациентов в зависимости от исхода терапии и 
предшествующая МОБ с указанием ее иммунофенотипических 
характеристик (CD19+ или CD19-)
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Рисунок 2
Экспрессия CD19 при диагностике рецидива и развитии вто-
рого рецидива после применения блинатумомаба: экспрессия 
CD19 у части пациентов сохранялась (верхний ряд); у других 
пациентов развивался CD19-негативный рецидив вне зависи-
мости от того, определялась CD19-позитивная (средний ряд) 
или CD19-негативная (нижний ряд) МОБ (опухолевые клетки 
показаны красным, нормальные В-линейные предшественни-
ки – зеленым)
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Помимо CD19-негативных рецидивов, отдельно 
выделяют CD19-позитивные рецидивы и рефрактер-
ность к блинатумомабу, имеющие принципиально 
иной механизм развития, связанный с дефектностью 
«CD3-составляющей». В исследовании по изучению 
предикторных факторов эффективности блинату-
момаба у 42 взрослых пациентов с рефрактерной 
формой или рецидивом ВП-ОЛЛ [13] достоверную 
прогностическую значимость показал уровень со-
держания T-регуляторных лимфоцитов (T-reg) до 
начала курса лечения: в группе ответивших (22 па-
циента) средний уровень T-reg составлял 4,82%;  
у неответивших (20 пациентов) – 10,25%. Уровень 
8,525% явился «пограничным» и позволял разделить 
100% ответивших и 70% неответивших пациентов. 
Важно также, что для успешного действия блинату-
момаба имеет значение не столько первоначальный 
уровень CD3 и CD3/CD8-лимфоцитов, сколько спо-
собность препарата активировать экспансию Т-кле-
ток [14, 15].

В настоящем исследовании использование бли-
натумомаба позволило достичь ремиссии примерно в 
половине случаев (52,5%), что в целом соответству-
ет результатам исследований на взрослой и детской 
когортах больных [2, 3]. Следует отметить, что мо-
ниторинг МОБ методом проточной цитометрии позво-
лил выделить особую группу больных, сохранявших 

определяемую МОБ, однако не развивших рецидив в 
течение доступного срока наблюдения. В 7 из 12 та-
ких случаев определялась CD19-негативная МОБ.

Выделения в отдельную группу заслуживают слу-
чаи рефрактерности к проводимой терапии (n = 9). 
Иммунофенотип бластных клеток таких пациентов 
как до, так и на протяжении, и после курса блина-
тумомаба оставался неизменным – CD19-позитив-
ным. В случае СD19-позитивных рецидивов (n = 3) 
иммунофенотип бластных клеток предшествующей 
МОБ являлся также CD19-позитивным. Эти данные 
косвенно указывают на то, что в развитии данного 
типа рецидива/рефрактерности, по всей видимости, 
CD19-селектирующее действие блинатумомаба не 
играет важной роли. 

В половине случаев рецидивов развивались 
CD19-негативые рецидивы (n = 5). Примечательно, 
что развитию CD19-негативного рецидива CD19-не-
гативная МОБ предшествовала лишь в 3 из 5 случаев.

Хотя феномен переключения линий описан до-
статочно давно, частота таких сообщений суще-
ственно возросла после начала широкого исполь-
зования CD19-направленной терапии [16]. Основные 
механизмы этого переключения – селекция предсу-
ществующей миелоидной популяции на фоне эли-
минации лимфоидной составляющей опухолевого 
клона и репрограммирование лейкемических клеток 

Рисунок 3
Переключение линий после применения блинатумомаба: А – у пациента с перестройкой гена КМТ2А (химерный ген КМТ2A–AFF1) 
бласты с лимфоидным фенотипом элиминировались, а при развитии 2-го рецидива определялись миелоидные бласты; 
Б – у пациента с отсутствием перестроек гена КМТ2А при диагностике рецидива наряду с основной лимфоидной была выявлена 
минорная миелоидная опухолевая популяция; после применения блинатумомаба минорной стала лимфобластная составляющая,  
а миелоидная стала основной частью опухолевой популяции при развитии 2-го рецидива (бласты с фенотипом ОЛЛ показаны крас-
ным, с фенотипом ОМЛ – фиолетовым, зрелые Т-лимфоциты – синим, остальные клетки – серым)

Рецидив 1 Рецидив 1Рецидив 2 Рецидив 2

А Б
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при остром лейкозе (ОЛ), происходящих из наиболее 
ранних гемопоэтических предшественников [17, 18]. 
Первый путь наиболее характерен для случаев ОЛ со 
смешанным фенотипом (ОЛСФ), в том числе и при 
исходном доминировании лимфобластной составля-
ющей. Репрограммирование бластов чаще встреча-

ется при ОЛ, ассоциированном с перестройками гена 
KMT2A. Данная генетическая аберрация приводит к 
образованию ОЛ со специфическими биологически-
ми свойствами, имеющего общие черты как с ОЛЛ, 
так и с ОМЛ [8]. Большинство описанных случаев пе-
реключения линий происходили как раз при наличии 
перестроек региона 11q23. Применение CD19-ориен-
тированных препаратов у этих пациентов становится 
определенным стимулом для опухолевых клеток к 
реализации дифференцировки в сторону не только 
ОЛЛ, но и ОМЛ. Интересно отметить, что в нашем 
исследовании два пациента с переключением линий 
ОЛ продемонстрировали оба возможных пути такого 
изменения иммунофенотипа.

Снижение экспрессии CD19 вплоть до полной по-
тери данного антигена также существенно осложня-
ет мониторинг МОБ при ВП-ОЛЛ методом проточной 
цитометрии. Выявление опухолевых бластов у та-
ких пациентов обычно начинается с выделения всех 
CD19-позитивных клеток с последующим анализом 
их иммунофенотипа [6, 7]. При появлении CD19-нега-
тивных бластов они не попадают в исходно выделен-
ные В-клетки, что приводит к ложноотрицательным 
результатам [5]. Поскольку результаты определения 
МОБ являются как одним из главных показателей к 
назначению анти-CD19 терапии, так и основным ме-
тодом контроля эффективности применения блина-
тумомаба, точность и воспроизводимость иммуно-
фенотипирования крайне важны. S. Cherian, et al. 
предложили расширить панель антител для монито-
ринга МОБ путем добавления маркеров CD22 и CD24, 
что позволило точнее выделять все В-клетки, вклю-
чая CD19-негативные бласты [5]. Однако такой под-
ход нельзя признать универсальным. При ВП-ОЛЛ, 
ассоциированном с перестройками гена KMT2А, экс-
прессия обоих антигенов часто существенно сниже-
на [19]. В то же время при ОЛЛ с KMT2А-перестрой-
ками блинатумомаб применяется достаточно часто, 
поскольку данная генетическая аберрация ассоции-
рована с высоким риском рецидива и рефрактерно-
сти к противоопухолевой терапии [9]. В целом сниже-
ние экспрессии CD19 под действием блинатумомаба 
определяет необходимость применения для монито-
ринга МОБ широкой панели антител в 10–12-цветных 
комбинациях.

Выводы

Снижение экспрессии CD19 на опухолевых клет-
ках – одна из основных причин неудач CD19-направ-
ленной терапии. Изменения экспрессии CD19 могут 
быть обратимыми: CD19-негативная МОБ не всегда 
ассоциирована с отсутствием CD19 на опухолевых 
клетках при последующем рецидиве. Переключение 
линий и развитие ОМЛ в результате CD19-направлен-

Рисунок 4
Механизмы развития рефрактерности и рецидивов при приме-
нении блинатумомаба

1. Механизмы развития CD19-позитивного рецидива и рефрактерности:  
А – избыточный уровень Т-регуляторных лимфоцитов в CD3+ фракции 
лимфоцитов [13]; Б – недостаточная активация и экспансия CD3+ цито-
токсических популяций [14, 15].
2. Механизмы развития CD19-негативного рецидива: А – позитивная 
селекция предсуществующей минорной CD19-негативной субпопуляции 
бластных клеток; Б – синтез дефектного CD19 с потерей таргетного эпи-
топа в результате альтернативного сплайсинга мРНК [11]; В – наруше-
ние транспорта CD19 на клеточную поверхность вследствие дефицита 
CD81 [12].
3. Механизмы развития рецидива по типу миелоидного переключения:  
А – первично смешанные опухоли; рецидивы в результате положитель-
ной селекции предсуществующих миелоидных клонов [16]; Б – рециди-
вы, клонально связанные с первичной опухолью, – рецидивы в результа-
те репрограммирования [16, 17].
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ной терапии могут происходить различными путями в 
зависимости от биологических свойств опухоли. Сни-
жение экспрессии CD19 приводит к необходимости 
использования для мониторинга МОБ 10–12-цветной 
проточной цитометрии с расширенной панелью мо-
ноклональных антител к различным В-линейным и 
опухолево-ассоциированным антигенам.
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