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Введение . Проточно-цитометрические (ПЦ) алгоритмы детекции минимальной остаточной болезни (МОБ) хорошо отработа-
ны и близки по чувствительности к молекулярно-биологическим методам. Однако помимо информативных лейкозассоциирован-
ных иммунофенотипов, отобранных с учетом фенотипа опухоли на этапе диагностики, необходимо принимать во внимание 
специфичность проводимой таргетной терапии и ее воздействие на клетку.
Цель работы – отобрать стабильные комбинации антигенов для выявления В-линейных предшественников у больных на терапии 
блинатумомабом (анти-CD19).
Материалы и методы . Больному Г., 4 лет, с ранним рецидивом острого лимфобластного лейкоза (ОЛЛ) (пре-пре-В иммуно-
подварианта) после 3 курсов противорецидивного лечения с учетом сохранения МОБ-положительного статуса был назначен 
блинатумомаб в режиме монотерапии. Иммунофенотип опухолевых В-лимфобластов был детально охарактеризован имму-
нологически методом ПЦ согласно протоколу консорциума EuroFlow как в дебюте заболевания, так и в рецидиве. Мониторинг 
МОБ в рецидиве проводили методом 8-цветной ПЦ с учетом индивидуально отобранных лейкозассоциированных иммунофе-
нотипов.
Результаты . У больного, получающего лечение блинатумомабом, в курсе терапии В-линейного ОЛЛ была изменена стратегия 
мониторинга МОБ. С учетом отсутствия экспрессии CD19 основой идентификации В-линейных предшественников стали cyCD22 
в сочетании с ядерной TdT и CD10.
Заключение . В случае назначения блинатумомаба в курсе терапии В-линейного ОЛЛ выявление В-линейных предшественников 
должно основываться на оценке экспрессии других пан-В-клеточных антигенов. В первую очередь это cyCD22 или cyCD79α в со-
четании с ядерной TdT и CD10 в пределах ядросодержащих клеток образца.
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Background . Flow cytometry (FC) algorithms of detection of minimal residual disease (MRD) are well standardized, and approximate 
to molecular biologic methods. However, besides informative leukemia-associated aberrant immunophenotype, which are selected tak-
ing into account a tumor phenotype at diagnostics stage, it is necessary to consider specificity of the provided taget therapy and its influ-
ence on a cell. 
Objective: to offer stable combinations of antigens to identify B-cell precursors in patients on therapy of blinatumomab.
Materials and methods . Clinical observation of patient G. 4 years old with B-cell precursors acute lymphoblastic leukemia (ALL) (pre-
pre-B immunosubtype), whom after 3 bloks of reinduction therapy, taking into account MRD-positive status, blinatumomab was ap-
pointed as a monotherapy. Tumor immunophenotype was characterized in details by FC protocol according to EuroFlow in debute and 
relapse of the disease. MRD monitoring was provided by 8-color FC taking into account personalized leukemia-associated aberrant 
immunophenotypes.
Results . In patient with B-cell precursors ALL received blinatumomab, the strategy of MRD monitoring was changed. Due to the lack  
of CD19 expression, identification of B-cell precursors was based on expression of cyCD22 in combination with nuclear TdT and 
CD10.
Conclusion . In case of blinatumomab’s appointment during B-cell precursors ALL therapy, it is necessary to change the strategy  
of B-cell precursors identification, due to the lack of CD19 expression. Detection of B-cell precursors should be provided by assessment 
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of other pan-B lineage antigens. First of all, it is cyCD22 or cyCD79α in combination with nuclear TdT and CD10, within the limits  
of nucleated cells of the sample.

Key words: minimal residual disease, B-lineage acute lymphoblastic leukemia, target therapy, blinatumomab

Введение
Оценка минимальной остаточной болезни (МОБ) 

является неотъемлемой частью современных прото-
колов лечения В-линейных острых лимфобластных 
лейкозов (ОЛЛ) у детей [1, 2]. Многопараметровая 
проточная цитометрия (ПЦ) дает возможности де-
тальной иммунофенотипической характеристики 
опухоли на этапе диагностики с последующим отбо-
ром индивидуальных лейкозассоциированных имму-
нофенотипов и персонализации мониторинга МОБ 
[3]. Протоколы детекции МОБ при ОЛЛ хорошо от-
работаны и близки по чувствительности к молекуляр-
но-биологическим методам [4]. С применением углу-
бленной риск-стратификации больных с учетом 
данных МОБ достигнуты значительные успехи тера-
пии, отражением которых стало увеличение общей 
выживаемости до 80–90 %. Однако стандартная те-
рапия остается неэффективной у 10–20 % детей 
с впервые диагностированным ОЛЛ [5, 6].

Ежегодно в клиническую практику входят новые 
таргетные препараты, призванные на молекулярном 
уровне воздействовать на болезнь, и целый ряд нахо-
дится на разных стадиях клинических испытаний [7].

Новый виток развития таргетных препаратов 
произошел с разработкой биспецифических антител, 
представляющих новый класс препаратов на основе 
моноклональных антител, связывающихся с таргет-
ным поверхностным антигеном с одной стороны 
и с Т-клеточным рецептором с другой, привлекая 
таким образом эффекторные Т-клетки и усиливая 
противоопухолевый эффект. Первым лекарствен-
ным средством в данном классе стал блинатумомаб, 
одобренный Управлением по контролю за качеством 
пищевых продуктов и лекарственных препаратов 
США для лечения Ph-отрицательного рефрактерно-
го / рецидивирующего В-линейного ОЛЛ. Поводом 
для одобрения стали результаты II фазы клиниче-
ских исследований, в которой 43 % из 189 взрослых 
пациентов достигли полной ремиссии. МОБ-отри-
цательный статус был зарегистрирован в 82 % слу-
чаев [8–11].

Блинатумомаб – моноклональное антитело с мо-
лекулярным весом 50 кДа, которое состоит из ветви 
анти-CD3, прикрепляется к CD3+ Т-клеткам и сое-
диняется посредством линкера с ветвью анти-CD19, 
связывающейся с CD19+ В-клетками [12].

Антиген CD19 выбран в качестве целевой моле-
кулы не случайно, это трансмембранный белок, по-
являющийся на ранних стадиях нормального 

В-клеточного онтогенеза и сохраняющийся на всех 
этапах дифференцировки [13]. Его обязательное 
присутствие на клетках ОЛЛ В-линейной принад-
лежности обусловливает выбор данной детерминан-
ты в качестве иммунотерапевтической мишени.

Несмотря на многообещающие начальные ре-
зультаты лечения, некоторые пациенты не отвечают 
на терапию блинатумомабом или же после хорошего 
начального эффекта все же имеют прогрессирование 
заболевания. Рецидив болезни развивается в 30 % 
случаев [14].

При характеристике иммунофенотипа бластных 
клеток в рецидиве на фоне лечения блинатумомабом 
установлен факт отсутствия экспрессии CD19 
на клетках опухоли. Это затрудняет идентификацию 
В-линейных предшественников и требует поиска 
новых методологических подходов к оценке количе-
ства клеток МОБ.

В данной статье рассматривается возможность 
оценки количества клеток МОБ с использованием 
многоцветной ПЦ у пациентов в ходе лечения бли-
натумомабом на примере больного с ранним реци-
дивом ОЛЛ (пре-пре-В иммуноподвариант).

Материалы и методы
Материалом исследования явились образцы 

костного мозга больного с ОЛЛ (пре-пре-В иммуно-
подвариант) в дебюте и рецидиве заболевания. Мор-
фоцитохимическое исследование проводили в лабо-
ратории гемоцитологии НИИ ДОГ ФГБУ «НМИЦ 
онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России  
(к.м.н. И. Н. Серебрякова). Подробная иммунофено-
типическая характеристика бластов выполнена в ла-
боратории иммунологии гемопоэза НИИ КО ФГБУ 
«НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава 
России (руководитель, профессор Н. Н. Тупицын) 
методом 8-цветной ПЦ в соответствии с протокола-
ми консорциума EuroFlow: проба ALOT (acute 
leukemia orientation tube) и уточняющая панель В-ли-
нейного ОЛЛ (см. таблицу).

Мониторинг МОБ в рецидиве проводили после 
каждого блока противорецидивной терапии, а также 
по окончанию курса блинатумомаба методом 8-цвет-
ной ПЦ с учетом индивидуально отобранных лейкоз-
ассоциированных иммунофенотипов.

Клиническое наблюдение
Пациент Г ., 4 лет, болен ОЛЛ, L2, пре-пре-В (ВII) 

иммуноподвариант с июня 2015 г. С признаками 
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рис. 1. Иммунофенотип бластных клеток в дебюте заболевания (пре-пре-В иммуноподвариант ОЛЛ): а – бластные клетки, выявленные на 
основании слабой экспрессии CD45 (цитограмма а-1; CD45 (ось х) vs SSC (ось у) – гейт 1 (красный цвет)), мономорфоно экспрессирующие 
CD19 (цитограмма а-2; CD19 (ось х) vs SSC (ось у) – гейт 2 (синий цвет)), а также nuTdT (ось х) в сочетании со слабой экспрессией sCD22 
(ось у); б – В-лимфобласты характеризуются яркой экспрессией CD10 (ось у), часть бластов CD34+ (СD34 – ось х); в – оценка экспрессии 
антигенов аберрантности CD58 (ось у) vs CD38 (ось х): при сопоставлении с остаточными нормальными В-линейными предшественниками 
(гейт 4) бластные клетки имеют фенотип СD58+CD38low; г – В-лимфобласты аберрантны в отношении молекулы CD81 (ось х) vs CD45 (ось 
у); д – оценка экспрессии CD66c (ось х) vs CD10 (ось у), часть бластов CD66c+

Протокол консорциума EuroFlow
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рецидива 01.08.2016 больной поступил в отделение 
НИИ ДОГ ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» 
Минздрава России, где была проведена первичная диа-
гностика (руководитель, профессор А. В. Попа).

Бласты в дебюте заболевания характеризовались 
мономорфной экспрессией CD19 и ядерной TdT (nuTdT)  
в сочетании со слабой экспрессией sCD22 (рис. 1а). 
Ярко экспрессировали CD10, часть бластов была CD34+ 
(рис. 1б). Обращает на себя внимание отсутствие 

аберрантности по CD58 (антиген экспрессирован 
на уровне остаточных нормальных В-линейных 
предшест венников) в сочетании со слабой (аберрант-
ной) экспрессией CD38 (рис. 1в). Клетки опухоли были 
аберрантны в отношении молекулы CD81 (рис. 1г), 
что служило одним из основных критериев в дальней-
шем мониторинге МОБ. Часть бластов была CD66c+ 
(рис. 1д).

В условиях отделения гематологии областной боль-
ницы в период с 17.07.2015 по 09.03.2016 было проведе-
но лечение по протоколу ALL IC-BFM 2002 для средней 
группы риска. На 15-й день лечения достигнут хороший 
морфологический ответ – содержание бластов в мие-
лограмме составляло <5 %. Мониторинг МОБ не вы-
полняли. С 02.03.2016 начато проведение поддержива-
ющей терапии.

При очередном плановом обследовании 20.07.2016 
в общем анализе крови обнаружены бластные клетки – 
42 %, в миелограмме – 80 %. Диагностирован рецидив 
заболевания. Больной госпитализирован в НИИ ДОГ 
ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава 
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рис. 3. Оценка МОБ по окончании курса блинатумомаба: а – количество ядросодержащих клеток составляет 96,5 % на основании экспрес-
сии Syto41 (ось х) vs SSC (ось у) – гейт 1 (красный цвет); б – выявлено 9,4 % клеток-предшественников на основании экспрессии nuTdT (ось у) 
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России. Иммунофенотип бластных клеток соответ-
ствовал таковому при первичной диагностике (CD19+C
D10+cyCD22+TdT+CD58+CD38lowCD81low), особенностью 
было отсутствие экспрессии CD34.

Проведено 3 блока противорецидивной терапии. 
После каждого блока определяли количество клеток 
МОБ. Сохранялся МОБ-положительный статус 
(рис. 2).

Таким образом, у ребенка с ранним рецидивом ОЛЛ 
после 3-го курса противорецидивной терапии отмеча-
лось в динамике нарастание количества клеток МОБ. 
В целях достижения МОБ-отрицательного статуса 
перед планируемой аллогенной трансплантацией гемо-
поэтических стволовых клеток (алло-ТГСК) было ре-
шено провести курс лечения блинатумомабом в режиме 
монотерапии с последующим контролем ответа и ре-
шением вопроса о сроках выполнения алло-ТГСК.

По окончании курса блинатумомаба (22.12.2016) 
состояние пациента было удовлетворительным, 
клинические признаки прогрессирования заболевания 
отсутствовали. Оценен статус МОБ. Морфологиче-
ски в пунктате костного мозга выявлено 4,4 % бла-
стов. Иммунологически, в пределах ядросодержащих 
клеток (рис. 3а) на основании экспрессии nuTdT 
в сочетании с CD10 (рис. 3б) и cyCD22 (рис. 3в) об-
наружено 9,4 % В-линейных предшественников с за-
кономерным отсутствием экспрессии CD19 (рис. 3г). 
Экспрессия маркеров аберрантности была такой же, 
как в дебюте и в рецидиве заболевания. Обращает 
на себя внимание появление популяции В-линейных 
предшественников с фенотипом CD58++CD38– 
(рис. 3д) в количестве 0,12 %. Иммунологически 
было высказано предположение о начале 2-го рециди-
ва заболевания.

рис. 4. Иммунофенотип опухолевых В-лимфобластов во 2-м рецидиве болезни (пре-пре-В иммуноподвариант ОЛЛ): а – бластные клетки, 
выявленные на основании слабой экспрессии CD45 (цитограмма а-1; CD45 (ось х) vs SSC (ось у) – гейт 1 (красный цвет)), характеризовались 
отчетливой экспрессией cyCD22 (ось х) vs SSC (ось у) – гейт 2 (синий цвет); б – В-лимфобласты ярко экспрессировали CD10 (ось у) в соче-
тании с nuTdT (ось х); в – только 23 % бластов экспрессировали CD19 (CD10 (ось х) vs CD19 (ось у)); г – бластные клетки отчетливо экс-
прессируют антиген CD38 (ось х) в сочетании со слабой экспрессией CD58 (ось у); присутствует 4 % CD58++CD38low клеток; д – экспрессия 
CD81 соответствует таковой как в дебюте, так и в рецидиве заболевания, т.е. аберрантна (CD81 (ось х) vs CD45 (ось у)) в сопоставлении 
с остаточными нормальными В-линейными предшественниками (гейт 4)
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Спустя 2 нед развилась клиническая картина реци-
дива заболевания. Морфологически в пунктате кост-
ного мозга выявлено 47 % бластов. Иммунологически 
бласты были мономорфны по экспрессии cyCD22 
(рис. 4а) и nuTdT, ярко экспрессируя CD10 (рис. 4б). 
Экспрессия CD19 отмечалась только на части (23 %) 
бластов (рис. 4в). При оценке аберрантности наблю-
дались изменения в иммунофенотипе опухолевых кле-
ток. Так, при сохранении отсутствия аберрантности 
по CD58 экспрессия CD38 стала более выраженной. 
Обращает на себя внимание увеличение популяции 
бластных клеток с фенотипом CD58++CD38– (т. е. 
типичных аберрантных) до 4 % (рис. 4г). В-лимфобла-
сты сохраняли свою аберрантность в отношении мо-
лекулы семейства тетраспонина CD81 (рис. 4д).

Больному был проведен курс высокодозной химио-
терапии по схеме FLA + бортезомиб, после чего пред-
принята попытка алло-ТГСК от матери.

Обсуждение
Таким образом, у больного с ранним рецидивом 

В-линейного ОЛЛ мониторинг МОБ был сопряжен 
с некоторыми трудностями. Наиболее часто исполь-
зуемым критерием аберрантности В-линейных пред-
шественников при определении клеток МОБ счита-
ется гиперэкспрессия антигена CD58 в сочетании 
со слабой экспрессией либо отсутствием антигена 
CD38. Нормальные же В-линейные предшественни-
ки имеют иммунофенотип CD58+CD38low /– [15, 16]. 
Однако у данного пациента аберрантность 
по CD58 / CD38 (как в дебюте, так и в рецидиве бо-
лезни) отсутствовала, и детекция МОБ базировалась 
на оценке экспрессии альтернативных маркеров [3]. 
В данном случае были использованы антигены CD81 
и СD66c.

Стандартный цитометрический протокол детек-
ции МОБ подразумевает оценку В-линейных предше-
ственников в гейте CD19+ в пределах ядросодержащих 
клеток [17–19]. Это невозможно в случае терапии 
блинатумомабом, так как на большинстве бластов 
антиген CD19 утрачивается [14]. По окончании курса 
блинатумомаба с учетом его специфичности была 
выбрана альтернативная стратегия выявления В-ли-
нейных предшественников. Показано, что nuTdT 
определяется на самых ранних этапах костномозговых 
В-линейных предшественников наряду с цитоплазма-
тическими CD22 и CD79α [13], и основой детекции 
МОБ у данного пациента стала оценка этих маркеров 
в сочетании с CD10. При обращении внимания на ко-
личество В-линейных предшественников (9,4 %) 
и их полное соответствие первичному иммунофено-
типу опухоли (CD58+CD38lowCD81low) было высказано 
предположение о начале развития 2-го рецидива за-
болевания, которое позже подтвердилось.

Показано, что зачастую в рецидиве ОЛЛ на фоне 
блинатумомаба бластные клетки демонстрируют 
иммунофенотип CD19– [14]. В данном случае в реци-
диве заболевания после терапии блинатумомабом 
только 23 % бластов были CD19+.

Заключение
В случае назначения блинатумомаба в курсе терапии 

В-линейного ОЛЛ необходимо изменить стратегию 
поиска В-линейных предшественников ввиду отсут-
ствия экспрессии антигена CD19. Выявление В-линей-
ных предшественников должно основываться на оценке 
экспрессии других пан-В-клеточных антигенов. В пер-
вую очередь это цитоплазматические CD22 или CD79α 
в сочетании с экспрессией nuTdT и мембранного CD10 
в пределах ядросодержащих клеток образца.
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