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Рекомендации по определению 
минимальной остаточной болезни 
методом проточной цитометрии 
при остром В-лимфобластном 
лейкозе в условиях применения 
C D ^-направленной терапии
Е.В. Михайлова, О.И. Илларионова, М.А. Масчан, Г.А. Новичкова, А.И. Карачунский, 
А.М. Попов

Ф ГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр детской гематологии, 
онкологии и иммунологии им. Дмитрия Рогачева» Минздрава России, Москва

Многоцветная проточная цитометрия широко используется в современной лабораторной практике 
для определения минимальной остаточной болезни (МОБ) у пациентов с острым лимфобластным 
лейкозом из В-клеточных предшественников (ВП-ОЛЛ). Активное внедрение в лечебную практику 
таргетных препаратов, приводя к частичной или полной потере CD19 на поверхности опухолевых 
клеток, существенно осложняет мониторинг МОБ. В данной работе представлен рекомендованный 
подход к поиску МОБ при ВП-ОЛЛ после таргетной терапии. Данный подход учитывает возможную 
потерю основного таргетируемого антигена CD19, изменения в антигенном профиле опухоли и 
особенности нормальных клеточных популяций костного мозга при применении иммунотерапии. 
Разработанная панель антител и алгоритм анализа позволяют проводить мониторинг результатов 
терапии с высокой эффективностью, не уступающей значительно менее воспроизводимым и более 
дорогостоящим молекулярным методам.
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Guidelines fo r the flow  cytom etric m inimal residual disease monitoring 
in B-lineage acute lymphoblastic leukemia after CD19-directed 
immunotherapy

E.V. Mikhailova, O.I. Illarionova, M.A. Maschan, G.A. Novichkova, A.I. Karachunskiy, A.M. Popov
Dmitry Rogachev National Medical Research Center of Pediatric Hematology, Oncology and Immunology of Ministry of Healthcare 
of the Russian Federation, Moscow

Multicolor flow cytometry is now routinely used in laboratory practice for the minimal residual disease (MRD) monitoring in 
B-cell precursor acute lymphoblastic leukemia (BCP-ALL). Wide application of CD19-directed immunotherapy leads to frequent 
loss of CD19 expression, that hampers significantly the flow cytometric MRD detection methodology. We developed an antibody 
panel and data analysis algorithm for multicolor flow cytometry, which is a reliable method for mRd detection in patients with 
BCP-ALL treated with CD19-directed therapy. We recommend a single-tube 11-color panel for MRD detection, which is adapted 
for the case of possible CD19 loss. Based on patterns of antigen expression changes and the relative expansion of normal CD19­
negative BCPs, guidelines for multicolored flow cytometry data analysis and interpretation are established. The recommended 
approach is reliable tool for therapy response monitoring displaying the same effectiveness with the more laborious and costly 
molecular techniques.
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Многоцветная проточная цитометрия (МПЦ) 
широко используется в современной лабо­
раторной практике для определения мини­

мальной остаточной болезни (МОБ) у пациентов с 
острым лимфобластным лейкозом (ОЛЛ) из В-кле­
точных предшественников (ВП-ОЛЛ) [1-3]. К преи­
муществам МПЦ относятся сравнительно невысокая 
стоимость исследования и быстрота получения

результата, возможность подсчета количества 
опухолевых клеток в образце, а также комплексной 
оценки клеточного состава костного мозга (КМ). 
Кроме того, проточная цитометрия позволяет опре­
делять уровень экспрессии на опухолевых клетках 
потенциальных мишеней для таргетного терапев­
тического воздействия (CD19, CD22, CD38, CD20 
и др.).
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Методика цитометрического определения МОБ 
при ВП-ОЛЛ достаточно хорошо описана и гармони­
зована в рамках различных исследовательских групп 
[4-8]. Рекомендации российско-белорусской коопе­
ративной группы по диагностике острых лейкозов у 
детей описаны ранее [9].

В основе стандартного подхода к определению 
МОБ методом МПЦ лежит выявление опухолевых 
клеток в пуле всех Сй19-позитивных клеток КМ [7, 
9]. По этой причине активное внедрение в лечебную 
практику таргетных препаратов к CD19 (блинату- 
момаб, Т-клетки с химерным антигенным рецептором 
(CAR-T)) при ВП-ОЛЛ является источником трудно­
стей при мониторинге МОБ методом МПЦ. Данный 
тип терапии способен не только спровоцировать 
частичную или полную потерю CD19 с поверхности 
опухолевых клеток [10-14], но также привести к 
изменению экспрессии других маркеров, использу­
емых в классических алгоритмах определения МОБ 
[13, 14], и даже стать причиной смены линейной 
принадлежности лейкемических клеток [15-18]. 
Соответственно, возникает необходимость адаптации 
панелей антител и алгоритмов анализа ввиду невоз­
можности использования CD19-ориентированного 
подхода к поиску опухолевых клеток после таргет- 
ного воздействия.

В данной работе представлен рекомендованный 
подход к поиску МОБ при ВП-ОЛЛ после таргетной 
терапии.

И ссл е д уе м ы й  м а те ри ал , о со б е н н о с ти  взятия  и 

тр а н сп о р ти р о в ки

Материалом для определения МОБ при ВП-ОЛЛ 
после таргетной терапии, как и в случае всех иссле­
дований по мониторингу МОБ при острых лейкозах, 
должен являться КМ. Правила взятия и транспорти­
ровки биоматериала также едины для всех исследо­
ваний по определению МОБ методом МПЦ. Взятие КМ 
в объеме не менее 2 мл осуществляется в пробирку с 
ЭДТА в качестве антикоагулянта. Предпочтительным 
для исследования является материал, полученный в 
самом начале пункции, что позволяет максимально 
избежать разведения КМ периферической кровью, 
которое может исказить результаты исследования. 
Все пробирки должны быть промаркированы фами­
лией и инициалами пациента, равно как и датой 
взятия материала, а в направлении на определение 
МОБ указываются фамилия, имя и отчество пациента, 
возраст, дата, время взятия материала, вариант ОЛЛ, 
название протокола терапии и этап лечения, дата 
трансплантации гемопоэтических стволовых клеток 
(если она проводилась), тип применяемой иммуно­
терапии и даты ее проведения (эти данные влияют 
на способ проведения исследования и интерпре­
тацию его результатов), контактные данные врача,

назначившего исследование. Для обеспечения 
сохранности материал предпочтительно хранить и 
транспортировать при постоянной температуре 4°С 
и доставлять в лабораторию не позднее 48 ч после 
взятия. При наличии видимых сгустков, гемолиза 
или при факте длительного хранения запрашива­
ется повторный образец. При нарушении маркировки 
пробирок (несоответствие фамилии направлению, 
отсутствие маркировки) материал утилизируется, 
также запрашивается повторный образец. Филь­
трация КМ проводится при наличии включений жира 
и мелких сгустков.

При существенном нарушении правил взятия и 
транспортировки материала (неверная маркировка, 
наличие сгустков и гемолиза в образце, длительная 
доставка в лабораторию) полученный образец утили­
зируется и запрашивается повторно.

И спол ьзуем ая  панель м о н о кл о н а л ьн ы х  антител

Для определения МОБ при ВП-ОЛЛ после 
C D ^ -направленной иммунотерапии критически 
важным является многоцветный подход к окраши­
ванию образцов, так как панель моноклональных 
антител (МкАТ), используемая в таких случаях, 
должна быть шире, чем для мониторинга МОБ в 
условиях «классических» методов терапии ВП-ОЛЛ. 
Помимо стандартных маркеров CD19, CD10, CD34, 
CD20, CD38, CD45, CD58, используемых для опре­
деления МОБ российско-белорусской коопера­
тивной группой по иммунофенотипированию острых 
лейкозов в рамках протоколов группы «Москва- 
Берлин» [9], для детекции остаточных опухолевых 
клеток после иммунотерапии в панель должны 
быть включены также МкАТ к CD22, CD24 и цито­
плазматическому CD79a (iCD79a) [19-21]. Ранние 
В-линейные маркеры CD22, iCD79a, CD24, CD10 
(рисунок 1) служат в алгоритме в качестве замены 
CD19 для выделения региона В-клеток на точечных 
графиках, внутри которого далее ведется поиск 
опухолевой популяции. Для поиска опухолевых 
бластов только среди ядросодержащих клеток (ЯСК) 
рекомендуется использовать ДНК-тропные красители 
(SYTO16 -  канал FITC, SYTO41 -  канал PacificBLue/ 
BV421 проточного цитометра), позволяющие разде­
лить на точечных графиках ЯСК и случайно зафик­
сированные цитометром события [9].

В связи с использованием большого набора 
меченых МкАТ критически важным является подбор 
флуорохромов к каждому маркеру в отдельности. 
МкАТ к антигенам, на основании уровня экспрессии 
которых происходит выделение региона для поиска 
МОБ (CD22, CD79a, CD19, CD10), должны быть 
мечены яркими флуорохромами с хорошим разделе­
нием позитивного и негативного сигналов флуорес­
ценции (PE, APC, PE-CF594/ECD, BB700, BB515 и др.).
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Для МкАТ к антигенам, которые экспрессируются 
разными клетками КМ в широком диапазоне значений 
(CD38, CD45, CD24), предпочтительно использовать 
флуорохромы с промежуточной интенсивностью 
флуоресценции (FITC, APC-Cy7/APC-Alexa750, BV510, 
PerCP) для наилучшего разделения границ популяций 
среди всех позитивных по антигену клеток [9].

В качестве примера в таблице 1 приве­
дена панель МкАТ, которая используется для 
мониторинга МОБ при ВП-ОЛЛ после C D ^ -на- 
правленной терапии в лаборатории иммунофе- 
нотипирования гемобластозов НМИЦ ДГОИ им. 
Дмитрия Рогачева [22]. Допускается использо­
вание как стандартных концентратов меченых 
МкАТ, которые добавляются в пробирку по 
отдельности, так и готовых панелей в виде 
фабричных пробирок, содержащих лиофилизиро- 
ванные МкАТ [23]. Несомненным преимуществом 
таких готовых к использованию пробирок явля­
ются сведение к минимуму ошибок при пробо­
подготовке образца и возможность стандартизации 
методики.

П р об о под го то вка

Пробоподготовка в целом повторяет методику, 
используемую для диагностического иммунофеноти- 
пирования [24] и мониторинга МОБ в условиях стан­
дартной химиотерапии [9] с учетом необходимости 
финального анализа не менее 100  000 клеток (пред­
почтительно 1 000 000). Отличительной особенно­
стью методики определения МОБ при ВП-ОЛЛ после 
C D ^ -направленной терапии [22] является исполь­
зование в панели МкАТ к iCD79a [22, 25]. В связи с 
этим появляется необходимость использовать допол­
нительные этапы: фиксацию клеток после прове­
дения инкубации образца с МкАТ к поверхностным 
антигенам и пермеабилизацию с добавлением CD79a 
для проведения процедуры внутриклеточного окра­
шивания. Данные процедуры должны производиться в 
соответствии с инструкциями фирм-производителей 
используемых реагентов. В связи с наличием этапа 
внутриклеточного окрашивания, который сопряжен 
с дополнительной потерей некоторого количества 
клеток в процессе данной процедуры, рекоменду­
ется окрашивать большее количество клеток, чем

Рисунок 1
Изменение экспрессии антигенов при развитии В-лимфоцитов
Зеленые круги показывают яркую экспрессию антигена, светло-зеленые -  слабую экспрессию. Ярко экспрессируемые на 
каждой стадии созревания основные В-линейные антигены показаны красным. ОЛП -  общий лимфоидный предшествен­
ник; ВП -  нормальные ВП; i -  цитоплазматическая экспрессия антигена; sIg -  мембранная экспрессия иммуноглобулина 
Figure 1
Changes of antigens expression during B-lineage maturation
Green c irc les indicate bright antigens expression, w h ile  light green ones -  dim  expression. Main B-lineage antigens tha t are brightly  expressed 
on the each stage of developm ent are shown in red. CLP -  com m on lymphoid progenitor; BCP -  B -cell precursors; i -  in tracytoplasm ic sta in­
ing; sIg -  surface im m unoglobulin expression
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Таблица 1
Одиннадцатицветная панель антител для определения МОБ методом МПЦ при ВП-ОЛЛ после C D ^-направленной 
иммунотерапии с информацией о клонах и флуоресцентных метках 
Table 1
Eleven-color antibodies panel for minimal residual disease (MRD) monitoring by multicolored flow cytometry in B-cell precursor 
acute lymphoblastic leukemia (BCP-ALL) patient after CD19-directed therapy with information about clones and fluorochromes
Показатель
Parameter

Антитела
Antibodies

Флуорохром
Fluorochrome

FITC PE PE-CF594 PerCP- 
Cy5.5

PE-Cy7 APC A700 APC-Cy7 S BV510 BV768 
Y

МкАТ CD58 CD22 CD10 CD20 CD19 iCD79a CD34 CD45 T CD38 CD24
Monoclonal AB 0

Клон 1C3 S-HCL-1 HI10a L27 SJ25C1 HM47 8G12 2D1 HIT2 ML5
Clone (AICD58.6)
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это требуется для стандартной схемы мониторинга 
МОБ, т. е. приблизительно в 4-5 раз больше количе­
ства клеток, которое планируется включить в анализ.

Н а стр ой ка  п р о то ч н о го  цитом етра

Качество иммунофенотипического исследо­
вания во многом зависит от настроек используемого 
проточного цитометра. Рекомендации по настройке 
отдельных компонентов прибора ранее сформули­
рованы и подробно описаны российско-белорусской 
группой по диагностике острых лейкозов [24].

А н а л и з  и и н те р п р е та ц и я  д а нн ы х

Общая схема поиска опухолевых клеток на 
точечных графиках с использованием описанной 
выше панели антител представлена на рисунке 2. 
Ключевым отличием анализа цитометрических 
данных при определении МОБ при ВП-ОЛЛ после 
таргетной терапии от мониторинга при стандартных 
схемах лечения является способ выделения В-кле- 
точного региона на точечных графиках, среди клеток 
которого и производится поиск опухолевых клеток. 
Ввиду невозможности использования для выделения 
В-клеток экспрессии CD19 (может утрачиваться в 
процессе терапии) основной альтернативой было 
выбрано сочетание экспрессии маркеров CD22 и 
iCD79a [19-21]. В зависимости от экспрессии данных 
маркеров опухолевыми клетками до начала прове­
дения таргетной терапии предлагается использовать 
либо последовательное выделение позитивных по 
данным маркерам регионов (при яркой экспрессии 
CD22 и iCD79) (рисунок 2, последовательность выде­
лена красными стрелками), либо применять для 
выделения один из них (при гетерогенной экспрессии 
или ее отсутствии одного из маркеров) (рисунок 2, 
последовательность выделена синими стрелками). 
Если оба маркера плохо экспрессировались опухо­
левыми клетками перед проведением таргетной 
терапии, для выделения В-клеточного региона 
могут быть использованы маркеры CD10 или CD24

(рисунок 2, последовательность выделена черными 
стрелками). Следует отметить, что для 80% детей с 
ВП-ОЛЛ может быть использовано последовательное 
выделение В-клеток по CD22 и iCD79a ввиду яркой и 
гомогенной экспрессии обоих антигенов на клетках 
опухоли в подавляющем большинстве случаев [19].

Поиск опухолевых клеток в выделенном В-кле- 
точном регионе предполагает использование сразу 
2 подходов [2 , 26]: идентификацию клеток с фено­
типом, выявленным до начала иммунотерапии, и 
клеток, которые отличаются по иммунофенотипу 
от нормальных клеток КМ (рисунок 2). В связи с 
тем, что C D ^ -направленная терапия может стать 
причиной изменения экспрессии на опухолевых 
бластах не только CD19, но и других антигенов, анти­
тела к которым составляют панель для определения 
МОБ [13, 14], более предпочтительным подходом к 
выявлению лейкемических бластов является поиск 
клеток, отличных от нормальных.

Следует отметить, что в зависимости от того, как 
был выделен В-клеточный регион, схема располо­
жения «пустых мест» на точечных графиках будет 
в некоторой степени различаться [27], так как в 
регион будет попадать разный набор нормальных 
популяций клеток КМ (таблица 2). Наибольшее коли­
чество нормальных клеток попадает в В-клеточный 
регион при выделении его по CD22 без дальнейшей 
«очистки» по iCD79a: помимо всех возможных CD22+ 
клеток В-линейного звена гемопоэза (ранние CD19- и 
более поздние CD19+ В-клеточные предшественники 
(ВП), зрелые B-лимфоциты) в регионе могут содер­
жаться базофилы и плазмоцитоидные дендритные 
клетки, экспрессирующие CD22 (рисунок 3) [28-30]. 
Проблема с наличием в исследуемом регионе не 
В-клеток отсутствует при использовании iCD79a, при 
этом выделение В-региона по экспрессии данного 
антигена добавляет в область анализа плазма­
тические клетки (рисунок 4). Базофилы, плазмо- 
цитоидные дендритные клетки и плазматические 
клетки требуют особого внимания в случае поиска

Таблица 2
Перечень нормальных клеточных популяций КМ в В-клеточном регионе в зависимости от способа его выделения 
на точечных графиках при определении МОБ методом МПЦ
Table 2
Number of normal cell populations in the B-cell gate according to the gating strategy of MRD monitoring by flow cytometry
Способ выделения В -клеточного региона Нормальные клеточные популяции КМ
B-cell gating type Normal bone marrow cell populations

СР19-ориентированный CD19+ ВП, плазматические клетки, В-лимфоциты
CD19-based CD19+ B-cell precursors, plasma cells, mature B cells

CD22+iCD79a-ориентированный CD19+ ВП, CD19- ВП, В-лимфоциты
CD22+iCD79a-based CD19+ B-cell precursors, CD19- B-cell precursors, mature B cells

СР22-ориентированный CD19+ ВП, CD19- ВП, В-лимфоциты, базофилы, плазмоцитоидные дендритные клетки
CD22-based CD19+ B-cell precursors, CD19- B-cell precursors, mature B cells, basophils, plasmacytoid dendritic cells

iCD79a-ориентированный CD19+ ВП, CD19- ВП, плазматические клетки, В-лимфоциты
iCD79a-based CD19+ B-cell precursors, CD19- B-cell precursors, plasma cells, mature B cells

СР10-ориентированный CD19+ ВП, CD19- ВП
CD10-based CD19+ B-cell precursors, CD19- B-cell precursors

СР24-ориентированный CD19+ ВП, В-лимфоциты
CD24-based CD19+ B-cell precursors, mature B cells
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Рисунок 2
Алгоритм анализа цитометрических данных при определении МОБ методом МПЦ без использования маркера 
CD19
Красной стрелкой отображена основная последовательность анализа данных. SSC -  показатель бокового светорассеяния 
Figure 2
Analysis algorithm of BCP-ALL MRD detection after CD19-directed therapy 
Red arrow s indicate the main w ay of gating. SSC -  side sca tte r param eter

CDlCT-бластов ВП-ОЛЛ, так как могут быть ложно 
приняты за МОБ. Последовательное использование 
при мониторинге МОБ маркеров CD22 и iCD79a позво­
ляет выделить более «чистый» В-регион, содержащий 
только CD19- и CD19+ ВП и зрелые B-лимфоциты, что

делает данную комбинацию В-линейных маркеров 
крайне удобной для анализа (рисунок 5). Наименьшее 
количество популяций в В-линейном регионе встре­
чается при выделении на основании экспрессии 
CD24, из нормальных клеток в нем могут содержаться
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Рисунок 3
Пример определения МОБ с 
использованием CD22 для 
выделения B-клеток 
П е р в а я  с т р о к а  с о д е р ж и т  

п о с л е д о в а т е л ь н о с т ь  п о и с к а  
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г р а ф и к а х ,  в т о р а я  и  т р е т ь я  с т р о ­

к и  д е м о н с т р и р у ю т  р а с п о л о ж е ­

н и е  к л е т о к  C D 2 2 + н а  т о ч е ч н ы х  

г р а ф и к а х .  С в е т л о - с и н и й  -  

к л е т к и  В - к л е т о ч н о г о  р е г и о н а ;  

к р а с н ы й  -  о п у х о л е в ы е  б л а с т ы ;  

з е л е н ы й  -  C D 1 9 +  В П ;  ф и о л е т о ­

в ы й  -  C D 1 9 -  В П ;  т е м н о - с и н и й  -  

з р е л ы е  В - л и м ф о ц и т ы ;  ч е р н ы й  -  

C D 2 2 +- н о р м а л ь н ы е  м и е л о и д н ы е  

к л е т к и ;  с е р ы й  -  д р у г и е  Я С К

Figure 3
E x a m p l e  o f  M R D  d a t a  a n a l y s i s  

u s in g  C D 2 2  a s  m a r k e r  f o r  B - c e l l  

g a t i n g

First row contains sequence of the 
search for leukemic cells on dot 
plots, second and third rows demon­
strate localization of CD22+ cells on 
dot plots. Blue -  cells in B-cell gate; 
red -  leukemic cells; green -  CD19+ 
BCPs; purple -  CD19- BCPs; black -  
CD22+ normal myeloid cells; dark 
blue -  mature B-cells; grey -  other 
cells

Рисунок 4
Пример определения МОБ iCD79a для выделения B-клеток
П е р в а я  с т р о к а  с о д е р ж и т  п о с л е д о в а т е л ь н о с т ь  п о и с к а  о п у х о л е в ы х  к л е т о к  н а  т о ч е ч н ы х  г р а ф и к а х ,  в т о р а я  и  т р е т ь я  с т р о к и  

д е м о н с т р и р у ю т  р а с п о л о ж е н и е  к л е т о к  iC D 7 9 a +  н а  т о ч е ч н ы х  г р а ф и к а х .  С в е т л о - с и н и й  -  к л е т к и  В - к л е т о ч н о г о  р е г и о н а ;  к р а с ­

н ы й  -  о п у х о л е в ы е  б л а с т ы ;  з е л е н ы й  -  C D 1 9 +  В П ;  ф и о л е т о в ы й  -  C D 1 9 -  В П ;  о р а н ж е в ы й  -  п л а з м а т и ч е с к и е  к л е т к и ;  с е р ы й  -  

д р у г и е  Я С К

Figure 4
E x a m p l e  o f  M R D  d a t a  a n a l y s i s  u s in g  iC D 7 9 a  a s  m a r k e r  f o r  B - c e l l  g a t i n g

First row contains sequence of the search for leukemic cells on dot plots, second and third rows demonstrate localization of iCD79a+ cells on 
dot plots. Blue -  cells in B-cell gate; red -  leukemic cells; green -  CD19+ BCPs; purple -  CD19- BCPs; orange -  plasma cells; grey -  
other cells
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Рисунок 5
Пример определения МОБ с использованием комбинации CD22 и iCD79a для выделения B-клеток 
П е р в а я  с т р о к а  с о д е р ж и т  п о с л е д о в а т е л ь н о с т ь  п о и с к а  о п у х о л е в ы х  к л е т о к  н а  т о ч е ч н ы х  г р а ф и к а х ,  в т о р а я  и  т р е т ь я  с т р о к и  

д е м о н с т р и р у ю т  р а с п о л о ж е н и е  к л е т о к  C D 2 2 +iC D 7 9 a + н а  т о ч е ч н ы х  г р а ф и к а х .  С в е т л о - с и н и й  -  к л е т к и  В - к л е т о ч н о г о  р е г и о н а ;  

к р а с н ы й  -  о п у х о л е в ы е  б л а с т ы ;  з е л е н ы й  -  C D 1 9 +  В П ;  ф и о л е т о в ы й  -  C D 1 9 -  В П ;  т е м н о - с и н и й  -  з р е л ы е  В - л и м ф о ц и т ы ;  

с е р ы й  -  д р у г и е  Я С К  

Figure 5
E x a m p l e  o f  M R D  d a t a  a n a l y s i s  u s in g  c o m b i n a t i o n  o f  C D 2 2  a n d  iC D 7 9 a  f o r  B - c e l l  g a t i n g

First row contains sequence of the search for leukemic cells on dot plots, second and third rows demonstrate localization of CD22+iCD79a+ 
cells on dot plots. Blue -  cells in B-cell gate; red -  leukemic cells; green -  CD19+ BCPs; purple -  CD19- BCPs; dark blue -  mature B-cells; 
grey -  other cells
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только CD19+ ВП и зрелые В-лимфоциты (рисунок 6 ), 
так как плазматические клетки и CD19- ВП не 
экспрессируют данный маркер. Выделение В-кле­
точного региона по CD10 включает в анализ только 
ВП, как CD19+, так и CD19-, и не позволяет проводить 
поиск CD10--опухолевых клеток.

Важно отметить, что, несмотря на приме­
нение таргетной терапии, CD19 остается важным 
маркером для мониторинга МОБ методом МПЦ
[13], так как существенная часть рецидивов пред­
ставлена CD19+-опухолевыми клетками [13, 14]: 
в некоторых случаях экспрессия CD19 может 
служить критерием аберрантности иммунофено­
типа подозрительной популяции (например, в случае 
дифференциации опухолевых клеток от CD19- ВП 
[27, 31]).

Ввиду существования вероятности смены 
линейной принадлежности опухолевых клеток под 
влиянием таргетных препаратов [18] алгоритм пред­
усматривает использование таких графиков как 
CD45/SSC, CD38/SSC, CD34/SSC, CD24/SSC для визу­

ального поиска «подозрительных» миелоидных попу­
ляций среди всех ЯСК.

В случае сомнительного результата определения 
МОБ из-за серьезных изменений иммунофенотипа 
нормальных и опухолевых клеток КМ рекомендуется 
проведение проточной сортировки клеток с последу­
ющим подтверждением их опухолевой природы при 
помощи различных молекулярно-генетических техно­
логий [27, 32, 33].

О п и с а н и е  р е з у л ь т а т о в  о п р е д е л е н и я  м и н и ­

м альной о ста то ч н о й  болезни

Как и в случае определения МОБ при ОЛЛ в усло­
виях стандартной терапии [9], за МОБ после таргетной 
терапии принимается 10 точек и более на графике, 
имеющих лейкоз-ассоциированный иммунофенотип 
и «лимфоидные» значения параметров светорассе­
яния. Величина МОБ рассчитывается как процентное 
содержание опухолевых клеток среди всех ЯСК 
(т. е. SYTO+-клеток) [9]. Помимо указания процент­
ного содержания опухолевых клеток в заключении 
также рекомендуется указывать процентное содер-
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Рисунок 6
Пример определения МОБ с использованием CD24 для выделения B-клеток
П е р в а я  с т р о к а  с о д е р ж и т  п о с л е д о в а т е л ь н о с т ь  п о и с к а  о п у х о л е в ы х  к л е т о к  н а  т о ч е ч н ы х  г р а ф и к а х ,  в т о р а я  и  т р е т ь я  с т р о к и  

д е м о н с т р и р у ю т  р а с п о л о ж е н и е  к л е т о к  C D 2 4 +  н а  т о ч е ч н ы х  г р а ф и к а х .  С в е т л о - с и н и й  -  к л е т к и  В - к л е т о ч н о г о  р е г и о н а ;  к р а с ­

н ы й  -  о п у х о л е в ы е  б л а с т ы ;  з е л е н ы й  -  C D 1 9 +  В П ;  с е р ы й  -  д р у г и е  Я С К  

Figure 6
E x a m p l e  o f  M R D  d a t a  a n a l y s i s  u s in g  C D 2 4  a s  m a r k e r  f o r  B - c e l l  g a t i n g

First row contains sequence of the search for leukemic cells on dot plots, second and third rows demonstrate localization of CD24+ cells on 
dot plots. Blue -  cells in B-cell gate; red -  leukemic cells; green -  CD19+ BCPs; grey -  other cells

жание ВП в образце для исключения подозрения на 
рецидив на основании данных миелограммы в случае 
накопления в КМ большого количества регенера­
торных бластных клеток.

При выявлении МОБ-позитивности после прове­
дения C D ^ -направленной терапии зачастую встает 
вопрос о дальнейшей тактике лечения пациента. В 
этих обстоятельствах крайне важную роль играет 
информация об экспрессии на опухолевых клетках 
молекул для последующего таргетного воздействия 
(при ВП-ОЛЛ это прежде всего касается CD19 и 
CD22), которая может дополнительно указываться в 
заключении к исследованию. При обнаружении от 100 
опухолевых клеток в образце экспрессия маркеров 
может быть указана в форме процентного содержания 
позитивных клеток в популяции, при обнаружении менее 
100 клеток рекомендуется давать качественную оценку 
о наличии или отсутствии антигена на опухолевой 
популяции. Оценку экспрессии CD22, представляющего 
собой альтернативную мишень для иммунобиологиче­
ской терапии при ВП-ОЛЛ [34-37], также желательно 
производить в формате количественной оценки плот­

ности экспрессии на поверхности опухолевых клеток 
[36, 38, 39].

ЗАКЛЮ ЧЕНИЕ

Таким образом, разработанный и представленный в 
данной работе подход к мониторингу МОБ при ВП-ОЛЛ 
позволяет применять проточную цитометрию для паци­
ентов после C D ^ -напраленной терапии с высокой 
диагностической эффективностью [22, 34, 40, 41].
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