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Введение
Наиболее распространенным вариан�

том острого лейкоза детского возраста яв�

ляется В�лимфобластный (В�ОЛЛ). Этот

вариант считается благоприятным по сво�

ему течению и ответу на терапию, однако

иногда болезнь рецидивирует. Причиной

рецидива являются остаточные опухоле�

вые клетки, которые сохраняются в кос�

тном мозге после лечения. Клон таких

клеток – минимальная резидуальная бо�

лезнь (МРБ). В большинстве протоколов

терапии введен мониторинг МРБ как во

время индукционного лечения, так и пос�

ле него, в период консолидации/интенси�

фикации и поддерживающей терапии [6,

7, 8, 10, 17, 18] как независимый критерий

оценки ответа на лечение и полноты ре�

миссии. Определение МРБ заключается в

выявлении остаточных лейкемических

бластов среди избытка нормальных кле�

ток�предшественников (гематогонов) в

костном мозге пациентов на фоне прово�

димой терапии. При этом обе популяции

морфологически очень схожи, и потенци�

ально гематогоны ошибочно могут быть

учтены как резидуальные бласты, так как

размер предшественников составляет от

10 до 20 μm с частой тенденцией к умень�

шению размера [13]. Однако неопласти�

ческие лимфобласты отличаются от нор�

мальных гематогонов особенностями ан�

тигенной экспрессии [19]. Совокупность

таких фенотипических признаков назы�

вают лейкоз�ассоцированным иммуно�

фенотипом (ЛАИФ) [14]. Метод проточ�

ной цитометрии позволяет зафиксиро�

вать ЛАИФ и выделить злокачественную

популяцию на основании данных о пара�

метрах светорассеяния мембранных анти�

генов на клетках различной степени зре�

лости [2, 10]. Для мониторинга МРБ при

В�ОЛЛ применяют различные комбина�

ции моноклональных антител, что зави�

сит от технических возможностей про�

точного цитометра и применяемого про�

токола. При этом единого мирового стан�

дарта до сих пор не существует [10, 19, 20].

Учитывая, что у большинства бластов при

В�ОЛЛ определяют CD19+/CD10+/CD34+

фенотип, комбинация антител CD19,

CD10, CD34 присутствует во всех ци�

тометрических протоколах [20]. Различ�

ные исследовательские группы также

дополнительно оценивают целый ряд мо�

лекул с лейкоз�ассоцированным иммуно�

фенотипом (табл. 1).

Следует отметить, что в популяции

опухолевых клеток при В�ОЛЛ не все

клетки с ЛАИФ экспрессированы гомо�

генно. Анализ одновременно нескольких

параметров позволяет выявлять некото�

рые несистематизированные комбинации

маркеров, неклассические фенотипы

(bright/dim), функциональная значимость

которых не установлена. 

В данной работе проанализирована

экспрессия некоторых антигенов, приме�

няемых для мониторинга МРБ: CD34,

CD20, CD10, CD58 на В�лимфоидных

бластных клетках пациентов с установ�

ленным диагнозом В�ОЛЛ. Все эти анти�

гены имеют выраженные различия по ин�

тенсивности флюоресценции на клетках

различной степени зрелости, что делает

возможным их применение для монито�

ринга МРБ.

Материалы и методы 
Объект исследования – костный мозг

68 пациентов с CD10�позитивным вари�

антом В�ОЛЛ (38 мальчиков и 30 дево�

чек) в возрасте от 1 месяца до 16 лет

(средний возраст – 5,7 года), проходив�

ших лечение в Детском онкогематоло�

гическом центре с октября 2009 по но�

ябрь 2013 г. У 54 больных на момент

первичной диагностики определен пре�

В (ВII) иммуноподвариант острого лим�

фобластного лейкоза и у 14 детей был

диагностирован сommon�В (ВIII) имму�

ноподвариант ОЛЛ. Морфологически

бласты расценены в большинстве слу�

чаев как L1 и L2. Диагноз сommon� и

пре�В�ОЛЛ был установлен в соответс�

твии с ВОЗ�классификацией (EGIL�95)

и на основании оценки иммунофеноти�

па опухолевых клеток методом проточ�

ной цитометрии. В качестве материала

контрольной группы использовались

образцы костного мозга пациентов

без онкогематологических заболеваний

(n=20) . Иммунофенотипирование

проводили на проточном цитометре

FACSCalibur. Анализ данных осущест�

влялся с помощью программного обес�

печения FACSComp с помощью про�

граммы CellQUEST. 

Для сравнения уровней экспрессии ис�

пользовали значения средней интенсив�

ности флюоресценции (Mean Fluorescen�

ce Intensity, MFI или СИФ). Гетероген�

ность распределения клеток по экспрес�

сии исследованных маркеров оценивали

качественно и количественно (при помо�

щи коэффициента вариации CV). Также в

опухолевой популяции определяли про�

центное содержание клеток позитивных

по конкретному антигену.

Результаты и обсуждение
Современная схема кроветворения че�

ловека представляет собой формализо�

ванное отображение всего того уровня

знаний, который достигнут на момент ее

создания (J.E. Till, E.A. Culloch, 1961;

А.И. Воробьев, И.Л. Чертков, 1973, 1981).

Согласно данной теории в зависимости

от стадии развития клетки любой линии

дифференцировки экспрессируют ста�

дийно�специфические антигены [4].

В частности, на основании анализа экс�

прессии CD45, CD34 и CD20 возможно

классифицировать различные по степени

зрелости популяции В�лимфоцитов, что

позволяет при мониторинге МРБ разде�

лять популяции бластных клеток, гемато�

гонов, а также зрелых В�лимфоцитов и

анализировать экспрессию их антигенов

[22, 23]. При этом опухолевые клетки мо�

гут иметь свой уникальный иммунофено�

тип и/или в отличие от нормальных ана�

логов аберрантно экспрессировать ли�

нейно� и стадийно�специфические анти�

гены. Для составления диагностической

панели МРБ выбирают антигены (марке�

ры) с наиболее выраженными отличиями

в экспрессии от нормально развиваю�

щихся В�предшественников и зрелых В�

лимфоцитов. Такие маркеры должны

присутствовать на всех злокачественных

клетках или на большинстве из них и от�

личаться стабильностью и индивидуаль�

ностью или уникальностью. 

В нашей работе проанализирована экс�

прессия антигенов CD10, CD34, CD58,

CD20 на В�лимфоидных бластных клет�

ках пациентов с установленным диагно�

зом В�ОЛЛ. Все эти антигены имеют вы�

раженные различия по интенсивности

флюоресценции на клетках различной

степени зрелости, что делает возможным

их применение для мониторинга МРБ

(табл. 2).

Из таблицы видно, что на бластных

клетках В�ОЛЛ зарегистрированы более

высокие значения интенсивности флюо�

ресценции антигена CD10 (630±5) по

сравнению с нормальными гематогонами

(209±1) (p<0,05). Экспрессия CD10 В�

ОЛЛ и зрелыми В�лимфоцитами находи�

лась на уровне аутофлюоресценции. Для

антигена CD34 были получены результа�

ты, свидетельствующие, что параметры

интенсивности флюоресценции на блас�

тных клетках (53±3 у.е.) достоверно

(р<0,05) ниже, чем на нормальных пред�

шественниках (216±5 у.е.). Как и для ан�

тигена CD10, экспрессия CD34 зрелыми

В�лимфоцитами находилась на уровне

аутофлюоресценции. Экспрессия CD58

опухолевыми клетками была достоверно

выше, чем В�лимфоцитами (р<0,005) и

нормальными В�гематогонами (р<0,005).

Для антигена CD20 разница в интенсив�

ности флюоресценции на В�предшес�

твенниках и зрелых В�лимфоцитах была

статистически недостоверной, при этом

резидуальные бласты имели достоверно

(р<0,05) более низкие значения СИФ

(36±2 у.е.).

Проточная цитометрия является мето�

дом, позволяющим анализировать одно�

временно несколько параметров на одной

клетке. Множественное мечение позво�

ляет получить более точную информацию

о каждой клетке. Это достоверный способ

исследования гетерогенности клеток.

Для оценки гетерогенности экспрессии

антигенов CD10, CD34, CD58, CD20 на

клетках одной популяции была использо�

вана схема (рис. 1), отражающая различ�

ные варианты коэкспрессии в пространс�

тве двумерной гистограммы, где по оси

абсцисс (log) отображена экспрессия ис�

следованного антигена 1 (Аг МРБ), а по

оси ординат (log) отображена экспрессия

антигена, с которым проведено двойное

окрашивание в ходе изучения опухолевых

клеток 2 (Аг 2).

Повышение контроля качества окра�

шивания клеток и анализ интенсивности

Гетерогенность экспрессии антигенов, применяемых
для мониторинга минимальной резидуальной болезни

при В)лимфобластном лейкозе

Е.В. Вильчевская, к.м.н., В.В. Конашенкова, Н.В. Лобкина, О.В. Мельник, ГУ «Институт неотложной и восстановительной хирургии им. В.К. Гусака НАМН Украины», г. Донецк

Е.В. Вильчевская

Таблица 2. Средняя интенсивность флюоресценции антигенов на В"лимфоидных
клетках различной степени зрелости

Антиген
Cредняя интенсивность флюоресценции (в у.е.)

Бластные клетки Гематогоны Зрелые В�лимфоциты

CD10 630 209 0

CD34 53 216 0

CD58 142 98 0

CD20 36 286 574

Примечание: для всех сравнений р≤0,05.

Таблица 1. Панели моноклональных антител при различных терапевтических
протоколах

Протокол Панель МРБ

Госпиталь S. Jude (E. Coustan�Smith et al., 2006) CD19/CD10 и/или CD19/CD34

AIEOP� BFM� ALL 2008 (J. Basso et al.)

1. CD58/CD10/CD19/CD34
2. CD20/CD10/CD19/CD34
3. CD10/CD34/CD19/CD45
4. CD10/CD11a/CD19/CD45

COG (M. Borowitz et al.)

4�цв.
1. CD20/CD10/CD45/CD19
2. CD34/CD9/CD45/CD19
6�цв.
1. CD20/CD10/CD38/CD58/CD19/CD45
2. CD9/CD13+CD33/CD34/CD10/CD19/CD45

a б в г д

Рис. 1. Гетерогенность экспрессии поверхностных антигенов на мембране бластных клеток

а. Гистограмма демонстрирует однородную экспрессию Аг2 и неоднородную коэкспрессию Аг МРБ
клетками той же популяции; 
б. На гистограмме показан вариант однородной экспрессии Аг2, при котором неоднородным образом
коэкспрессируется Аг МРБ;
в. На гистограмме есть популяция Аг МРБ+/Аг2+, но при этом оба антигена демонстрируют гетерогенность
экспрессии и есть популяции, позитивные только по одному антигену или Аг МРБ+ или Аг2+;
г. Гистограмма показывает гомогенности экспрессии антигенов Аг МРБ+ Аг2+;
д. Гистограмма показывает гомогенность экспрессии антигенов Аг МРБ+ и Аг2+ с наличием коэкспрессии
Аг МРБ+/Аг2+

Рис. 2. Гетерогенность экспрессии антигенов
на бластных клетках пациентов с В"ОЛЛ
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флюоресценции показали разнообразие

распределения клеток в опухолевой по�

пуляции с позитивной экспрессией

CD10, CD34, CD58, CD20. 

Позитивная экспрессия антигенов

CD10 и CD34 отражает определенную

степень незрелости В�лимфобластов.

Данные белковые молекулы никогда не

экспрессируются в норме на зрелых В�

лимфоцитах. Именно этот факт дает ос�

нование рассматривать эти маркеры как

возможно�применимые для мониторинга

МРБ. Их экспрессия, наряду с анализом

других стадийно/линейно специфичных

антигенов (TdT, IgM, CD20), позволяет

соотнести иммунофенотип В�лимфо�

бласта с иммуноподвариантом. Однако

даже внутри «характерных» для экспрес�

сии CD10 и CD34 иммуноподвариантов

наблюдали гетерогенность их экспрессии.

Было выявлено, что зачастую маркеры

гомогенно экспрессировались далеко не

всеми В�лимфобластами: в 9% (6 из 68 об�

разцов КМ) составляли CD10�негатив�

ные В�ОЛЛ, в 26% случаев (n=18) отсутс�

твовала экспрессия CD34 (рис. 2). 

При этом в подгруппе CD10+ позитив�

ных бластов в 50 случаях из 62 CD10+

(80%) экспрессия антигена была гомо�

генной (только CD10+), а в 12 образцах

(20%) присутствовали как CD10�пози�

тивные, так и CD10�негативные клетки

(рис. 1б, в). Двойное окрашивание с ан�

тигеном CD38 и CD19 позволило вы�

явить гетерогенность распределения

CD10�позитивных клеток в популяции

CD38�позитивных В�лимфобластов

(CD19+) (рис. 3).

Во всех образцах костного мозга (КМ) с

СD34�позитивными бластами (n=50 или

74%) в общем пуле бластных клеток опре�

делялись как СD34�позитивные, так и

СD34�негативные клетки (CD34+/�, рис.

1б, в). В 48 случаях все опухолевые клетки

одновременно экспрессировали CD10 и

CD34 (рис. 1д). В 2 образцах костного

мозга (3%) определялись бласты, не экс�

прессировавшие ни CD10, ни CD34.

При проведении множественного ок�

рашивания с антигеном CD38, HLA�DR,

CD2 была выявлена значительная гетеро�

генность экспрессии антигенов как

CD10, так и CD34 в популяции бластных

клеток. Наблюдались два разных феноти�

па: с высоким уровнем экспрессии одно�

го маркера (CD34, либо CD38) и низкий

уровень второго, т.е. В�клетки

CD34+/CD38dim или CD34dim/CD38+. При

окрашивании с HLA�DR распределение

CD34+ клеток всегда (в 100% случаев) бы�

ло гомогенным. В то время как с монок�

лональными антителами (МКА) других

линий (Т�лимфо), выявляли популяции

с тремя различными фенотипами:

CD34bright/Тdim, CD34/Тbright, CD34dim/CD38dim

(рис. 4).

У 63 пациентов определяли экспрессию

CD58 – МкАТ к молекулам, специфичес�

ки экспрессируемым опухолевыми клет�

ками в течение всего заболевания и поз�

воляющим более точно определять уро�

вень МРБ. CD58 – антиген, эспрессиру�

ющийся на незрелых клетках В�ОЛЛ и от�

сутствующий на гематогонах [15]. М. Vel�

troni et al. показали, эти различия сохра�

няются в течение всего заболевания [16].

В нашем исследовании все пациенты

(100%) демонстрировали позитивную

экспрессию данного антигена (от 28 до

83%). Однако экспрессия данного антиге�

на не была гомогенной. При проведении

двойного мечения с антигеном CD9 были

выявлены субпопуляции с различными

фенотипами: часть В�лимфобластов экс�

прессирует как CD9, так и CD58 (одно�

родно в 35% случаев, рис. 5а). В 60% слу�

чаев двойная экспрессия на графике вы�

глядит не так, как гомогенная коэкспрес�

сия или двойственная позитивность: на�

блюдалась неоднородность распределения

CD58+ бластов: выявлялись популяции

CD9dim/CD58bright (рис. 5б), а также по�

пуляции с высоким уровнем обоих анти�

генов и неоднородностью их распределе�

ния (рис. 5в, г).

Были обнаружены не только количес�

твенные различия в экспрессии этих

«лейкоз�ассоциированных» антигенов на

бластных клетках, но и выраженный раз�

брос показателей величины интенсивнос�

ти флюоресценции данного маркера на

мембране (от 32 до 726 у.е.), что отражает

плотность распределения его на мембра�

не лимфобласта.

Еще одним исследованным нами ста�

дийно/линейно�специфическим антиге�

ном был антиген CD20. В норме CD20

экспрессируется только на зрелых В�лим�

фоцитах и никогда на созревающих. Од�

нако при острых лейкозах встречается

аномальная экспрессия этого антигена

опухолевыми бластами. Так, клетки с чет�

кими признаками незрелости: TdT+,

CD34+, CD10+ имели гиперэкспрессию

CD20. Появление на бластных клетках

нехарактерных для данной стадии разви�

тия антигенов является признаком опухо�

левой трансформации клеток и также мо�

жет быть применимо для мониторинга

МРБ. Экспрессию CD20 определяли во

всех 68 образцах. В 41 случае (60%) опухо�

левые клетки были CD20�негативными, а

27 образцов имели позитивную экспрес�

сию CD20 (40%). 

Из позитивных вариантов в 9 случаях

(12%) клетки были гомогенно CD20�по�

зитивными, в то время как в костном моз�

ге в 19 случаях (28%) определялись как

CD20�позитивные, так и CD20�негатив�

ные клетки. В 74% случаев была опреде�

лена асинхронная экспрессия антигенов

CD34+/CD20+ (n=20) и в большинстве

CD20�позитивных образцов (25 из 27, что

составило 89%) клетки коэкспрессирова�

ли CD10+/CD20+. Была выявлена неодно�

родность распределения CD20+ клеток в

общем пуле В�лимфобластов при мно�

жественном окрашивании (рис. 6).

Для всех исследованных маркеров не

было отмечено статистически значимых

корреляционных связей экспрессии ан�

тигенов с полом и возрастом пациентов,

количеством бластов в костном мозге, ко�

экспрессией миелоидных или Т�лимфо�

идных маркеров. 

Анализ экспрессии антигенов CD10,

CD34, CD58, CD20 опухолевыми клетка�

ми показал, что в большинстве образцов

при наличии гомогенной коэкспрессии

со стандартными якорными диагности�

ческими маркерами (CD10+/CD19+,

CD34+/HLA�DR+) хотя бы один из анти�

генов CD10, CD34, CD58 или CD20 не�

равномерно распределялся в популяции

В�лимфобластов. Любые изменения па�

раметров экспрессии мембранных анти�

генов отражают процессы, происходящие

внутри клетки. Таким образом, можно

предположить, что популяция В�лимфо�

идных опухолевых клеток в начале забо�

левания неоднородна, существуют субпо�

пуляции с различными физическими и

функциональными характеристиками, с

различной степенью восприимчивости и

резистентности к проводимой терапии.

Это следует учитывать при проведении

мониторинга МРБ: применять много�

цветные комбинации антител, контроли�

ровать популяции с нестандартным фено�

типом.
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Рис. 3. Неоднородность распределения CD10"позитивных клеток в опухолевой популяции
на бластных клетках В"ОЛЛ

а. Гомогенная коэкспрессия антигенов СD19+/СD10+

б. Гомогенная экспрессия антигена СD19, коэкспрессия СD19+/СD10+, гетерогенность экспрессии
антигена СD10
в. Гетерогенная коэкспрессия антигенов СD38+/СD10+

a б в

Рис. 5. Неоднородность распределения CD58"позитивных клеток в опухолевой популяции 
на бластных клетках В"ОЛЛ

а. Гомогенная коэкспрессия антигенов СD58+/ СD9+
б. Коэкспрессия CD9dim/CD58+, гетерогенность экспрессии антигена СD58
в, г Гетерогенная экспрессия антигенов СD58 и СD9
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Рис. 4. Неоднородность распределения CD34"позитивных клеток в опухолевой популяции
на бластных клетках В"ОЛЛ

а. Гомогенная экспрессия антигена СD34, коэкспрессия СD34+/СD38+, гетерогенность экспрессии
антигена СD38
б. Гомогенная коэкспрессия антигенов СD34+/ HLA�DR
в. Гетерогенная экспрессия антигенов СD34 и СD2
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Рис. 6. Неоднородность распределения CD20"позитивных клеток в опухолевой популяции 
на бластных клетках В"ОЛЛ

а. Гетерогенная экспрессия антигенов СD20 и СD10
б. Гомогенная коэкспрессия антигенов СD20
в. Гетерогенная экспрессия антигенов СD20 и СD5
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