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ОТ РЕДАКТОРА 
 
В свое время я высказал идею издания журнала на двух языках – русском и 

английском – по причине того, что в лаборатории иммунологии гемопоэза ФГБУ 
«РОНЦ им. Н.Н. Блохина» РАМН выполняются хорошие работы, но до публи-
кации на английском «руки не доходят» – просто очень много текущей диагно-
стической и консультативной работы. Первые номера журнала выходили именно 
в таком формате – завершенные работы лаборатории издавались на русском и 
английском языках. Однако с течением времени конференция «Иммунология 
гемопоэза» стала приобретать все более и более международный характер. И для 
нас стало большой честью и неожиданностью, что иностранные ученые первой 
величины охотно предоставляли свои статьи для публикации в «Иммунологии 
гемопоэза/Haematopoiesis Immunology». Возникла уникальная ситуация, когда не 
только российские ученые «прорубили окно в Европу» к англоязычному читателю, 
но и, напротив, иностранные ученые впервые увидели свои тексты на кириллице, а 
россияне смогли читать их статьи на русском. Диалог оказался продуктивным, 
мнения не всегда совпадали, и журнал отражал градус накала, публикуя дискуссии. 
Примером явилась плодотворная дискуссия между А.М. Поповым (Екатеринбург) 
и Дарио Кампана (США). И хотя к единству мнений прийти не удалось, дискуссия 
была чрезвычайно полезна для читателей, в первую очередь тех, кто занимается 
проточно-цитометрической диагностикой гемобластозов. 

В этом году мы несколько изменили формат конференции и привлекли 
большее число клиницистов онкогематологов и онкологов с тем, чтобы со-
временные аспекты иммунодиагностики опухолей были более востребованы 
клиникой. Наряду с традиционными онкогематологическими вопросами, в 
программу вклю-чена секция по циркулирующим опухолевым клеткам, на 
которой с докладами выступят ведущие специалисты в данной области про-
фессор Klaus Pantel (Германия) и Catherine Alix-Panabieres (Франция). Да и 
формат онкогематологической секции конференции изменился – мы с нетер-
пением ждем доклад профессора Jean-Francois Rossi о роли ИЛ-6 в опухоле-
вой прогрессии и применении анти-ИЛ-6 в лечении множественной миело-
мы. Клиническое значение оценки резидуальных опухолевых клеток при 
множественной миеломе осветит в своем докладе Bruno Paiva (Испания) – 
член наиболее авторитетной в данном вопросе исследовательской и клиниче-
ской группы, руководимой профессором J. San Miguel. Разумеется, все пере-
численные докладчики представили статьи, которые мы с удовольствием 
публикуем в «Иммунологии гемопоэза/Haematopoiesis Immunology» №1 за 
2012 год. Программа конференции 8 июня 2012 г – в конце данного номера. 

 
Главный редактор журнала «Иммунологии гемопоэза» 
Заслуженный деятель науки России, профессор 

Н.Н. Тупицын 
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FROM THE EDITOR 
 
Once I put forward the idea of a journal in two – Russian and English lan-

guages, because the Haematopoiesis Immunology Laboratory of the N.N. Blokhin 
Cancer Research Center made good work but we had never time to publish our 
reports in English due to a large amount of routine diagnostic and consultation ac-
tivities. The first issues of the journal were just in that format: the laboratory com-
pleted works were published in Russian and in English. However the Haemopoi-
esis Immunology conference was acquiring more and more international nature 
with time. And it was a great honor and surprise for us that top foreign scientists 
gave their articles readily to be published in the Haematopoiesis Immunology jour-
nal. We found ourselves in a unique situation when it was not only Russian scien-
tists who “made their way to Europe” and to English-speaking readers, but also 
foreign researchers saw their texts in Cyrillic letters for the first time while the 
Russians could read them in Russian. The dialogue was very fruitful, opinions of-
ten differed, and the journal managed to show the heat of the discussion by pub-
lishing the opponents’ arguments. Take for example the useful discussion between 
A.M. Popov (Ekaterinburg) and Dario Campana (USA). Notwithstanding the fact 
that the opponents failed to come to a common opinion the discussion appeared 
very inter-esting for our readers, first of all those involved in flow cytometry diag-
nosis of hematology malignancies. 

This year we have changed the conference format somehow and invited more 
clinical oncohematologists and oncologists in order clinicians could have the op-
portunity to find more about latest achievements in tumor immunodiagnosis and to 
implement them into clinical practice. Together with traditional oncohematology 
issues the program includes a circulating tumor cell section with presentations of 
leading researchers in this field such as Professor Klaus Pantel (Germany) and 
Catherine Alix-Panabieres (France). 

The format of oncohematology section has changed too, and we are looking 
forward to Professor Jean-Francois Rossi’s presentation on the role of IL-6 in tu-
mor progression and use of anti-IL-6 in the treatment for multiple myeloma. Bruno 
Paiva (Spain), a member of the most authoritative clinical study group headed by 
Professor J. San Miguel, will speak on clinical significance of residual tumor cell 
measurement in patients with multiple myeloma. 

All the above-mentioned authors kindly gave us their reports that we are 
pleased to publish in the first issue of Haematopoiesis Immunology in 2012. You 
may find the program of the conference to be held on the 8th of June, 2012, at the 
end of this issue. 
 
Honored Scientist of Russia 
Editor-in-Chief Haemopoiesis Immunology journal  

N.N. Tupitsyn 
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

 

АГ – антиген, 

Ауто-, алло-ТКМ – аутологичная или аллогенная трансплантация клеток 

костного мозга или мобилизованных стволовых клеток периферической крови, 

БСВ – бессобытийная выживаемость 

β-ХЛЛ – В-клеточный хронический лимфолейкоз, 

ИГ – иммуноглобулин,  

ИФА – иммуноферментный анализ,  

ИФТ – иммунофенотипирование,  

ЛДГ – лактатдегидрогеназа,  

МДС – миелодиспластические синдромы 

МК – моноклональный компонент,  

МКА – моноклональные антитела, 

ММ – множественная миелома,  

МНК – мононуклеарные клетки, 

МОБ – минимальная остаточная болезнь,  

МРБ – минимальная резидуальная болезнь, 

НХЛ – неходжкинская лимфома 

РА – рефрактерная анемия  

РБ – резидуальная болезнь, 

РМЖ – рак молочный железы 

КМ – костный мозг 

РИФ – реакция иммунофлуоресценции, 

ОЛЛ – острый лимфобластный лейкоз, 

ПК – плазматические клетки,  

ПР – полная ремиссия 

ПЦ – проточная цитометрия, 

ПЦР – полимеразная цепная реакция, 

СОЭ – скорость оседания эритроцитов,  

СРБ – С-реактивный белок. 

ТПЛ – тумор-пенетрирующие лимфоциты 

ЧР – частичная ремиссия 
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ABBREVIATIONS 

 

Ag, antigen. 

ALL, acute lymphoblastic leukemia. 

Auto-/allo-BMT, autologous or allogeneic transplantation of bone marrow cells or 

mobilized peripheral stem cells. 

B-CLL, B-cell lymphocytic leukemia. 

BSA, bovine serum albumin. 

BC, breast cancer 

CD (claster of differentiation) – кластер лейкоцитарных дифференцировочных антигенов. 

CRP, C-reactive protein. 

EIA, enzyme immunoassay. 

ESR, erythrocyte sedimentation rate. 

FC, flow cytometry. 

FISH, fluorescent hybridization in situ (флюоресцентная гибридизация in situ). 

IG, immunoglobulin. 

IFR, immunofluorescence reaction. 

IPT, immunophenotyping. 

LDH, lactate dehydrogenase. 

MDS, myelodysplastic syndromes  

MC, monoclonal component. 

Mab, monoclonal antibodies. 

major histocompatibility complex (MHC) 

MNC, mononuclear cells. 

MRD, minimal residual disease. 

NHL, Non-Hodgkin’s lymphomas  

PNAS (Proceedings of National Academy of Sciences of the USA) 

RD, residual disease. 

PBS, phosphate buffered saline. 

PC, plasma cells. 

PCR, polymerase chain reaction. 
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Jean-François Rossi  
INTERLEUKIN-6 AS A THERAPEUTIC TARGET  
FOR DYSIMMUNE DISEASE AND CANCER 
INSERM U1040, Institute for Research in Biotherapy.  
80 avenue Gaston Fliche- 34295 Montpellier Cédex France Université Montpellier 
I and Department of Haematology UNIVERSITY HOSPITAL – CHU de Montpel-
lier and CHU de Nîmes  

 
Key words: Interleukin-6, treatment, cancer, dysimmune diseases 
Running Title: Anti-interleukin 6 in cancers and dysimmune diseases  
 
ABSTRACT 
 
Human interleukin-6 (IL-6) is a pleiotropic cytokine, with a four-helix bundle 

structure, having 212 amino acids with a signal peptide of 27 amino acids, whose 
gene is located on chromosome 7 (7p15). Several cells are producing IL-6, includ-
ing both normal and cancer cells. C-Reactive Protein and serum Amyloid-A pro-
tein secretion are under IL-6 control, making these molecules as major surrogate 
markers to follow patients receiving anti-IL-6 therapy. IL-6 binds to IL-6 soluble 
receptor or to the membrane form of the gp80 (IL-6R or -subunit receptor, also 
named CD126), followed by gp130 ( subunit of the IL-6R, also named CD130) 
dimerization, that leads to activation of receptor-associated kinases (JAK1, JAK2, 
and Tyk2). The gp130 receptor chain represents the complex which transmits the 
signal for the IL-6 family and IL-27, a common member to the IL-12 family. IL-6 
is a major cytokine implicated in different biological mechanisms, particularly in-
flammation, haematopoiesis, lipid and glucid metabolism, bone resorption, neural 
cell differentiation and other biological activities. 

Blocking IL-6 pathway represents a major therapeutic advance in several dis-
eases, particularly in dysimmune diseases with anti-IL6R monoclonal antibodies 
such as tocilizumab particularly in rheumatoid arthritis or Castleman’s disease, and 
siltuximab that has been used in clinical trials for patients having multiple mye-
loma, metastatic renal cell carcinoma and prostate cancer. Other molecules such as 
humanized monoclonal antibodies against IL-6 and IL6R are now developed. 

 
INTRODUCTION 
 
Interleukin-6 (IL-6) is an inflammatory cytokine that is implicated in different 

biological processes, including dysimmune diseases and cancers. IL-6 is mainly 
produced by monocytes, keratinocytes, and other cells in response to different 
stimuli. The receptor of this cytokine includes two chains,  chain that is specific 
to the molecule, and  chain. The activated receptor is an heterodimer associating 
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IL-6R-IL-6 and 2 gp 130 molecules that transduced the signal. Anti-IL-6 therapies 
have been developed including monoclonal antibodies (MoAb) against IL-6 (sil-
tuximab) and the soluble IL-6 receptor (tozilicimab) in dysimmune diseases and in 
cancers. In this review, our aim is to update data on these MoAbs and to underline 
the advantages for these two drugs and the potential development for such thera-
peutic strategies. 

 
INTERLEUKIN-6 IS A PLEIOTROPIC CYTOKINE (fig. 1) 
Human interleukin-6 (IL-6) is a pleiotropic cytokine, with a four-helix bundle 

structure, having 212 amino acids with a signal peptide of 27 amino acids. Its mo-
lecular weight ranges between 21 and 28 kDa, depending on the amount of post-
translational modifications, such as glycosylation and phosphorylation . The 
human gene of IL-6 is located on chromosome 7 (7p15) . Epigenetic control has 
been observed and particularly studied in different cancers. So, IL-6 has been dem-
onstrated to act on suppressor of cytokine signaling (SOCS) proteins, particularly 
SOCS-3 in multiple myeloma (MM) , or from microRNA-370 in human malig-
nant cholangiocytes . IL-6 supports several functions, including immune and 
pro-inflammatory activity and acts on several cells, including lymphocytes, fibro-
blasts, hepatocytes and haematopoietic stem cells . IL-6 is produced by differ-
ent types of cell, mainly fibroblasts, keratinocytes, monocytes, and macrophages, 
particularly in early phase of infectious inflammation after stimualtion of Toll-like 
receptors  In addition, other cells have been proved to produce IL-6, includ-
ing several cancer cells  In physiological conditions, IL-6 modulates the 
transcription of several hepatic genes, particularly C-Reactive Protein (CRP) and 
other acute-phase proteins like serum amyloid A (SAA), antichymoptrypsin, fi-
brinogren, haptoglobin, and hepcidin that is implicated in inflammatory anemia 
through the blockade of ferropontin 1, an iron transporter  

On the opposite, IL-6 reduces the level of albumin, transferrin, fibronectin and 
cytochrome P450, and more recently it was demonstrated that CYP3A4 mRNA 
expression was most reduced by IL-6 followed by CYP2C9 and CYP2C19 . 
Serum CRP and SAA levels have been correlated with circulating IL-6, thus they 
represent major surrogate biomarkers to follow patients having anti-IL6 therapy 
. 
 
INTEREUKIN-6 BELONGS  
TO THE GLYCOPROTEIN (gp) 130 RECEPTOR FAMILY  
AND INTERACTS WITH THE INTERLEUKIN-12 FAMILY (fig. 2)  

Cytokines are acting through cell membrane receptors that activate some intra-
cellular pathways. Type-I cytokines include the IL-6 and IL-12 families. Both of 
them are structurally related of four-helix bundle proteins. Members of the IL-6 
family are secreted as single-subunit monomers.  
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On the opposite, IL-12 family members form heterodimeric complexes. The IL-
12 family  subunits (p19, p28, p35) are structurally homologous to IL-6 family cy-
tokines, which include IL-6, IL-11, leukemia inhibitory factor (LIF), ciliary neuro-
trophic factor (CNTF), neuropoetin (NP), cardiotrophin-1 (CT-1), cardiotrophin-like 
cytokine (CLC), and oncostatin M (OSM). These -subunits can pair with 2 possible 
 subunits (p40 and Ebi3), structurally similar to the membrane-bound receptors for 
IL-6 cytokines (IL-6Ra, IL-11Ra, and CNTFRa). IL-12 family -subunits lack a 
transmembrane do-main and are secreted as soluble a/b heterodimers. So, the IL-12 
family associates four cytokines with unique a/b subunit pairings: IL-12 (p35/p40), 
IL-23 (p19/p40), IL-27 (p28/Ebi3), and IL-35 (p35/Ebi3). 

The gp130 receptor chain (also named CD130) represents the  subunit of the 
IL-6R complex which transmits the signal for the IL-6 family and IL-27 a common 
member to the IL-12 family . Gp130 is expressed in almost all organs, and it 
plays a fundamental role in embryonic development, as well as development of 
hematopoiesis, cell survival and growth.  

This receptor system explains the unique characteristics of the IL-6 family, 
pleiotropy derived from the expression profiles of their receptor -subunits and 
redundancy shared their common -subunit, gp-130, ubiquitously expressed. For 
example, LIF receptor (LIF-R) is expressed, but not IL-6R, on cardiomyocytes. IL-
6R and IL-11R are present in different organs explaining the control megacary-
opoiesis, liver regeneration. CNTF, LIF, and CLC act as neurotrophic factors im-
portant for the survival and development of motor neurons. 

 
SIGNALING OF INTERLEUKIN-6 RECEPTOR 
IL-6 first binds to IL-6 soluble receptor or at the cell membrane, the -subunit 

receptor (IL-6R, also named CD126) which, after dimerization with gp130, leads 
to activation of receptor-associated kinases (JAK1, JAK2, and Tyk2). These ac-
tions lead to phosphorylation of proximal tyrosine residues within the intracellular 
portion of gp130, and the subsequent control of STAT1 and STAT3 activity, and 
the Src homology region 2 domain-containing phosphatase 2 cascade. In addition 
to STATs, there are 2 other signaling pathways dowstream of gp130, ERKs and 
PI3 kinase/Akt (for review ). There is an alternative IL-6 pathway that is 
trans-signaling . In this situation, IL-6 binds to a naturally occurring soluble 
IL-6R (sIL-6R) and this IL-6/sIL-6R complex activates gp130. Therefore, cells 
lacking the membrane bound IL-6R can respond to IL-6. If many cytokines recep-
tors exist in a soluble form, the majority of them such as sTNFR, act as antago-
nists, competiting with the membrane bound receptors for their ligands. On the 
opposite, sIL-6R acts as an agonist that amplify IL-6 effects, by 1/enlarging the 
spectrum of IL-6 target cells due to the fact that cells that do not express IL6-R can 
be stimulated by the complex IL-6/sIL-6R, and 2/ amplifying the activity of IL-6 
on cells which present IL-6R, such as hepatocytes. 
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The generation of the human sIL-6R is supported by two mechanisms. The first 
mechanism is called shedding and corresponds to limited proteolysis from the 
membrane bound receptor. This reaction is carried out by transmembrane metallo-
proteinases, like the ADAM-proteases , particularly ADAM-17 which could be 
induced by different stimili including the acute phase protein C-reactive protein 
, bacterial toxins, apoptosis, cholesterol depletion, P2X7-receptor-, and G pro-
tein-coupled receptor-activation (for review 29). The second mechanism by which 
soluble receptors can be generated is translation from alternatively spliced mRNA 
that lack the coding region of the transmembrane domain . 

In normal healthy individuals, the sIL-6R protein is found in peripheral blood at 
concentrations of about 50-80 ng/ml . The sIL-6R serum levels is increased 
about 2-fold in some inflammatory diseases, which corresponds to IL-6 levels ele-
vated up to several hundred fold . In addition, sIL6-R levels were increased 
by 51% in patients with monoclonal gammopathy of undertermined significance 
(MGUS) (mean value: 135 ng/ml), by 44% in patients with early MM (mean value: 
128 ng/ml) and by 116% in patients with overt MM (mean value: 193 ng/ml) and 
was not modified under therapy for patients having MM. 

Recently, it has been shown that the Asp358Ala variant in the IL6R gene was 
associated with a clear anti-inflammatory effect as attested by reduced concentra-
tions of C-reactive protein (per-allele reduction 7,5% and 8,4%, respectively) and 
fibrinogen (per allele reduction 1,0% and 0,9%, respectively). So, the Asp358Ala 
IL6R affects proteolytic cleavage of the membrane-bound receptor, leading to re-
duced concentrations of the membrane-bound form with concomitant higher circu-
lating concentrations of the soluble form of the receptor, and resulting to a reduc-
tion of the IL6 signalling on hepatocytes, monocytes, or macrophages. Further-
more, this anti-inflammatory effect observed in population having this genetic 
change was accompanied by a reduced risk of coronary heart disease (per-allele 
reduction 3,4% and 5,0%, respectively) .  

 
BIOLOGICAL ACTIVITY OF INTERLEUKIN-6 
Immune system 
In lymphocyte functions, IL-6 acts on both T and B lymphocyte lineages. So, IL-6 

is implicated in B-cell differentiation, particularly into immunoglobulin-producing 
cells. It has been implicated in the proliferation of normal plasmablastic cells . On 
T-cell lineage, IL-6 possesses different functions, in combination to Transforming 
Growth Factor (TGF)-, Th17 differentiation from naïve CD4 cells, a subpopulation 
that is implicated in auto-immune process [38]. In addition, IL-6 inhibits the production 
of regulatory T-lymphocytes induced by TGF-. However, IL 27, a member of the 
IL12/IL6 cytokine family posseses activities on CD4 T cell subsets, including T regula-
tory type 1 (Tr-1) cells, T follicular helper cells, and T regulatory cells. Furthermore, 
the IL-27p28 subunit acts as a cytokine receptor antagonist . 
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Haematopoïesis and bone resorption 
In haematopoiesis, IL-6 is implicated in different processes, from early haema-

topoiesis to different cell lineage maturation, particularly for megacaryocyte line-
age, in conjunction with IL-11 . 

In bone resorption, IL-6 interacts with different pathways, including cyclooxy-
genase (Cox)-2, Wnt, TGF-, and NFB. IL-6 stimulates the expression of Cox-2 
in osteoblasts and osteoclasts, and the production of prostaglandin E2 (PGE2). 
PGE2 acts as a mediator of osteoclast activation by increasing the expression of 
RANKL in osteoblasts and the expression of RANK in osteoclasts . In addi-
tion, IL-6 induces the expression of PGE2 receptors, EP2, and EP4 in osteoblasts, 
resulting in production of PGE2 via Cox-2 and enhancing PGE2 response by in-
creasing the number of PGE2 receptors at the cell surface . IL-6 also interacts 
with the Wnt signaling pathway. Wnt controls osteogenesis and the synthesis of 
collagen. Wnt is controlled by several inhibitors, in particular Dickkopf-1 (DKK-
1), a soluble protein that, when bound to Wnt, prevents its interaction with Frizzled 
and the lipoprotein co-receptor protein LRP5/6, and thus inhibits Wnt signaling 
. In addition, LIF, a member of the IL6/gp130 family has been shown to 
possess a central role in bone metabolism, particularly acting in signaling cascades 
for different cells such as stromal cells, chondrocytes, osteoblasts, osteocytes, adi-
pocytes, and synovial fibroblasts . 

 
Angiogenesis, cardiovascular and muscle effects 
The gp130 cytokine family is known to act on cardiomyocytes, promoting cell 

survival and angiogenesis through the JAK/STAT pathway. Activation of gp130 in 
cardiac stem cells induces their endothelial transdifferentiation, leading to neovas-
cularization. IL-6 has no direct effect and sIL-6R confers the ability for an activity 
of IL-6 on cardiac progenitor differentiation . 

IL-6 is secreted during muscular exercise and its amplitude depends on the ex-
ercise type and IL-6 is implicated in the glucose liberation by hepatocytes . 
Combined to lipolysis, this IL-6 effect contributes to mobilise energy for muscle. 

 
Endocrinology and Metabolism 
IL-6 has been demonstrated as implicated in different metabolism pathways, in-

cluding nidation, glucose controls and adipocytes. An estimated one-third of the total 
basal IL-6 concentration in healthy individuals is estimated to originate from adipose 
tissue, where macrophages are infiltrating, particularly in overweight status . 
Chronic low-grade inflammation, often linked to oxidative stress, is a common fea-
ture of obesity, insulin resistance and type 2 diabetes. So, elevated plasma IL-6 is 
associated with obesity-related insulin resistance, but not necessarily with Type-2 
diabetic state . The role of IL-6 in insulin resistance is sustained by SOCS-3 ex-
pression, and subsequent impairment of insulin signaling, is controlled by mTOR 
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regulation of the phosphorylation of the transcription factor STAT3. Furthermore, 
IL-6 directly interfere lipid metabolism and activates path-ways that increase energy 
turnover, particularly lipolysis by lowering adipose tissue liprotein lipase activity 
. This explains the fact that in patients having anti-IL6 therapy, lipid and choles-
terol serum levels are increased. In addition, other gp130 cytokines have been dem-
onstrated to interfere with lipid metabolism and adipose tissues, including some of 
them having an anti-obesity clinical efficacy . However, IL-6 polymorphism may 
be associated to obesity risk and fatty-acid intake may influence obesity and IL-6 
production (for review 53). Based on follow-up of the Whitehall II study including 
2496 men and 1026 women, the mean increases in CRP and IL-6 were 0,08 mg/liter 
and 0,04 pg/ml per 1-kg increase in body weight during follow-up, confirming the 
linkage between obesity and in-flammatory process . In addition, the gp130 cy-
tokine family has been de-scribed as important cytokines implicated in nidation and 
pregnancy, particularly LIF . 

 
Neural stem cell differentiation and psychiatric linkage 
Cytokines that belongs to gp130 family and Bone Morphogenetic Proteins 

(BMP) act in synergy on neuroepithelial cells to induce astrocyte differentiation. 
Cooperation of these two types of molécules is explained by the the production of a 
complex between their respective downstream transcription factors (STAT-3 and 
Smad1), bridged by a transcriptional coactivator (p300) . Among the gp130 
family, CNTF has been described as one of the major factor implicated in neural 
differentiation. CNTF is expressed in glial cells within the central and peripheral 
nervous systems. It stimulates gene expression, cell survival or differentiation in a 
variety of neuronal cell types such as sensory, sympathetic, ciliary and motor neu-
rons. In addition, LIF has been shown to exert an opposing effect on IL-6-induced 
signal transducer and activator of STAT3 phosphorylation required for Th17 cell 
differentiation by triggering a signaling cascade that activated extracellular signal-
regulated MAP kinase (ERK) and upregulated suppressor of SOCS3 expression 
. IL-6 and CRP have been observed as biomarkers associated with depression 
. In addition, a recent meta-analysis concludes that normalization of over-
active inflammatory processes is observed after antidepressant treatment . 

 
IL-6 and biological cross-talking 

Cytokines are regulatory proteins, produced by different cell types. They act in 
response to many stimuli. The interaction between the endocrine and immune sys-
tem is based on the observation of several common mechanisms: 1/ cells of both 
systems have receptors to cytokines, neuropeptides and neurotransmitters, 2/ im-
muneneuroendocrine products are found in both systems, 3/ endocrine mediators 
modulate the immune system, and 4/ immune structures mediators may affect the 
endocrine system.  
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Steroid hormones affect the immune response by acting on gene expression in cells 

having receptors for hormones. In addition, immune cells via receptors, bind to ster-
oids, growth hormone, estradiol and testosterone. The hypothalamicpituitarythyroid 
axis can be inhibited by different inflammatory cytokines including IL-6 and the hypo-
thalamicpituitaryadrenal axis may influence immune function with glucocorticoids 
suppressing the maturation, differentiation and proliferation of immune cells. The hy-
pothalamicppituitary axis can also modulate the immune function. Gonadotropin-
releasing hormone (GnRH) is also involved in the process of developing and modulat-
ing the immune system. 

In addition, IL-6 is implicated in aging . IL-6 and the gp130 family has 
been described as associated with senescence, including osteoporosis, cardiovascu-
lar risk and other risks. Low levels of inflammatory markers are associated with 
better survival in older adults, independent of age and other clinical and functional 
variables. 

 
The different anti-IL-6 drugs : is there any arguments for choice ? 
The lessons from anti-IL-6 murine monoclonal antibodies (MoAbs)  
In early 1990, clinical trials with B-E4 and B-E8 murine MoAbs were con-

ducted in the context of MM. The first patients treated included plasma cell leu-
kaemias, thus confirming that IL-6 was an in vivo proliferation factor, with a re-
duction of circulating myeloma cells, and particularly proliferative myeloma cells 
. In addition, we observed no major toxicity, except a transient and mild 
(25%) decrease of platelet count which is expected with such a drug active on 
platelet differentiation and maturation. Objective response with a decrease of the 
monoclonal component was observed, including for refractory patients . 

Another clinical study was performed in metastatic renal cell carcinoma and a 
total of 54 patients having these 2 diseases were treated in our center . In 
addition, daily production of IL-6 could be calculated by knowing the different 
pharmacological parameters, including the dissociation constants, from 10-9M be-
tween sIL-6R and IL-6, 10-9M between IL-6 and IL-6R, and 10-11M between the 
murine MoAb and the cytokine . Furthermore, it has been observed an accu-
mulation of IL-6 in the form of stable monomeric immune complexes throughout 
treatment with the murine MoAb . We also could calculate that, during Es-
cherichia coli sepsis, the IL-6 production may reach 8 mg, representing a huge 
quantity of the cytokine . In adition, CRP serum levels was demonstrated to be 
the surrogate marker to be abolished, thus representing the range of the biological 
efficacy. So, daily production less than g was associated with CRP abrogation 
and correlated to clinical response . We also described the kinetic of inflamma-
tory protein reduction, from a total and rapid control of CRP and SAA, to a de-
layed and partial increase of albumin serum level, observed at least after 18 to 21 
days of anti-IL-6 blockade. Platelet count decreased by 25 to 50% under anti-IL-6, 
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and it has been observed a rise of the hemoglobin level to 1 to 1.5 g/dL due to in-
flammation control. No major change was seen in different circulating T-, NK, B-
lymphocytes and complement molecules. 

 
The anti-IL-6 drugs 
There are several anti-IL-6 MoAbs that have been developed, including 

CNTO328 or siltuximab in clinical development (randomized Phase II) in MM and 
Castleman’s disease in addition to Phase I study in metastatic renal cell carcinoma 
and prostate cancer . Human anti-IL6 MoAb (sirukumab) has been devel-
oped, with PK/PD and safety analyzed in healthy subjects in a first-in-human 
study. This drug has a terminal median half-life ranging from 18.5 to 29.6 days 
with no serious adverse events . Additional targets have been actively investi-
gated within IL-6 signaling pathway, and the IL-6 membrane receptor subunit gp80 
is an attractive candidate. So, Sant7 is a potent antagonist of the IL-6 receptor, en-
gineered through targeted amino acid substitutions in key residues of the human 
IL-6 molecule. It shows higher affinity than IL-6 for the gp80 receptor subunit, but 
completely lacks binding capacity to the gp130 receptor signaling subunit, thus 
efficiently blocking IL-6 biological activity . Anti-sIL-6 R MoAb has been 
developed, particularly tozilizumab, in dysimmune diseases . Recently, it has 
been developed targetted “masked” antibodies, activated by disease associated pro-
teases, developed by CytomX Therapeutics Inc.. 

 
Basis for phamacological effects of antagonists  
The affinity constants are well known as previously described, around 10-9M 

between sIL-6R and IL-6, similarly between IL-6 and IL-6R . In a clinical 
study using the murine anti–IL-6 MoAb BE-8 for patients with MM, total inhibi-
tion of CRP production was only achieved in patients producing g/day of IL-
6 , which equates to a mean concentration of  ng/mL per day, assuming a 
blood volume of  000 mL. During the previous study of siltuximab in patients 
with MM, IL-6 levels reached 50 pg/mL, with median IL-6 production rates of 60 
mg/day. The 5-g/mL siltuximab trough concentration initially proposed as a 
target for the starting dose of this study was based on maintaining at least a 300-
fold molar excess of antibody to total serum concentration and IL-6 production. 
This excess quantity was considered necessary to block IL-6 activity to below the 
level required to support tumor growth  based on the dissociation constant of 
the anti–IL-6 antibody/IL-6 complex. In the Phase I study on metastatic RCC, ad-
ministration of siltuximab at 6 mg/kg every 2 weeks seemed to effectively suppress 
serum CRP in all patients, all of whom had a baseline CRP of 30 mg/L . In 
addition, a two-compartment PK model adequately described the serum siltuximab 
concentration-time data. CRP serum level was chosen as the main surrogate 
marker, defining the biological efficient dose when it was inferior to 4mg/L.  
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The mean indirect response PK/PD model generated a PD Kin value of 20 
g/L/d and a Kout parameter value of 0.64 1/d. The Kout parameter estimate cor-
responded to a half-life of 1 day. Simulations were conducted using the mean PK 
and PD parameter estimates to evaluate various doses and clinically relevant 
schedules of siltuximab with a dosage of 6 mg/kg every 2 weeks or 9 mg/kg every 
3 weeks . 

By combining two anti-IL-6 MoAbs, the cytokine was stabilized. Simultaneous 
treatment with three anti-IL-6 antibodies, binding to three distinct epitopes, in-
duced the rapid uptake of the trimeric immune complexes by the liver and the 
elimination of IL-6 from the central compartment . The use of anti-IL-6 and 
anti-IL-6R allows to completely block IL-6 activation mechanisms and particularly 
trans-activation mechanisms. Other more recent approaches have been developed 
by using probodies against gp80 or gp130. 

 
Clinical results  
Dysimmune diseases 
Tozilizumab, the anti-sIL-6R MoAb developed initialy by Kishimoto’s group 

has demonstrated its efficacy either as monotherapy or in combination with dis-
ease-modifying antirheumatic drugs for adult patients with moderate to severe RA 
. A Cochrane database systematic review concluded that anti-IL-6R 
MoAb-treated patients were four times more likely to achieve American College of 
Rheumatology (ACR) 50% improvement (38.8% versus 9.6%) and 11 times more 
likely to achieve Disease Activity Score remission (30.5% versus 2.7%) . 
Thus, anti-IL-6R MoAb is now been approved for the treatment of RA in more 
than 90 countries worldwide. The outstanding results obtained with biologics such 
as anti-IL-6RAb in the treatment of RA led to a change in the treatment objective 
from protection against joint destruction to prolongation of life expectancy with 
normal activities of daily living. Safety has been reported from 6 studies performed 
in Japan. The incidence of adverse events (AEs), including abnormal laboratory 
test results, was calculated as 465.1 per 100 patient-years, with infections as the 
most common with 6.22 per 100 patient-years. In addition, as expected, increases 
in lipid and liver function parameters, were observed, but most were mild. In addi-
tion, tozilizumab is a promising drug for systemic lupus erythematosus, systemic 
sclerosis, polymyositis, Takayasu and giant cell arteritis, Crohn’s disease, relapsing 
polychondritis, multiple scerosis, Still’s disease, Behçet’s disease . 

 
Castleman’s disease 
Castleman’s disease is a lymphoproliferative disease characterized by benign 

hyperplastic lymph nodes, follicular hyperplasia, and capillary proliferation ac-
companied by vascular hyperplasia and expression of IL-6 mainly due to viral IL-6 
produced by Kaposi sarcoma (KS)-associated herpes virus (KSHV or human her-
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pes virus 8) which directly binds and stimulates gp130 in the absence of gp80. All 
HIV-positive and half of the HIV-negative patients with multicentric Castleman’s 
disease were infected with KSHV [85]. B-E8 was first used by Beck et al. from 
Little Rock, for a patient having Castleman’s disease [86]. Tozilizumab was regis-
tered in Japan as an orphan drug in 2005, for this disease. Recently, siltuximab was 
also shown as an active drug in such a disease, in a Phase I study followed by a 
randomized Phase II study in multicentric non HIV-Castleman’s disases in order to 
get a registration of the drug as well as tozilizumab. 

 
Multiple Myeloma 
IL-6 was first described as an autocrine factor for myeloma cells by Kishi-

moto’s group. Klein et al. demonstrated that IL-6 is more a paracrine survival fac-
tor for MM cells, mainly produced by the micro-environment . IL-6 and 
IGF1 represent the main proliferation/survival factors for myeloma cells. Other 
factors have been described, including BAFF/APRIL, mainly produced by osteo-
clasts, Hb-EGF, HGF, VEGF and others. Syndecan-1 (CD138) has been described 
as a major molecule produced by the tumoral cells, with a shedding leading to a 
soluble form that is regulated by heparanase, mainly produced by osteoclasts . 
BE-4 and BE-8, murine MoAbs were first used in Montpellier for patients having 
MM , and we demonstrated that IL-6 was a survival/proliferation factor in 
vivo. In addition, CRP was demonstrated as the surrogate marker defining the op-
timal biological dose when CRP was controled, a situation that corresponds to a 
daily production less than 18g. Furthermore, BE-8 combined to melphan 
140mg/m2 plus autologous transplantation was suggested to be an active associa-
tion for lowering tumor mass as effective than melphalan 200mg/m2 in an historic 
comparison (personal data). The MoAb was administered at least for 21 days till 
haematological recovery, covering the period of aplasia associated with the IL-6 
production. Furthermore, Moreau et al. showed that the combination of melphalan 
220mg/m2 and BE-8 was effective in relapse/refractory patients having MM . 
A randomized study, from the Intergroupe Francophone du Myélome (IFM) 
(IFM) demonstrated that the association between BE-8 and melphalan high 
dose plus autologous peripheral blood stem cell transplantation was not associated 
with a survival or progression-free survival .  

Nevertheless, this study exhibits several biais that render the results unaccept-
able : 1/only agressive patients were included in the study ; 2/BE-8 was given only 
for 3 days after melphalan high dose, despite the fact that we observed a peak of in 
vivo IL-6 production between day 7-11 post-transplantation, leading to a huge ac-
cumulation of free IL-6, the survival factor for tumoral cells; 3/no information on 
the biological effect of BE-8 was col-lected, particularly CRP serum levels. So, 
this protocol was a major example of a non usefull program with the worse condi-
tions for targetting IL-6 in vivo.  
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All of these reasons support the fact that anti-IL-6 could have a positive impact 
on MM and siltuximab was tested in different clinical trials, first starting in a Phase I 
study showing that tolerance was acceptable with clinical responses [94]. This Phase 
I study was followed by a PhaseI/II study and randomized studies in ad-vanced dis-
eases and in front-line therapy with bortezomib (95 and ongoing studies). Siltuximab 
was proven to have a synergistic effect in vitro when associated to different drugs 
such as melphalan, bortezomib, dexamethasone and other targetted drugs . 
From all of these ongoing studies, the combination of anti-IL-6 and bortezomib 
represents an active combination, supporting the fact that this drug may have a major 
place in the treatment for MM, at different times, during induction therapy, rein-
forcement post-transplantation or maintenance therapy, better named as control of 
residual disease. In addition, CRP has been shown to enhance myeloma cell prolif-
eration under stressed conditions and protected tumoral cells from chemotherapy 
drug-induced apoptosis in vitro and in vivo. In addition, CRP was proven to bind 
activating Fcy receptors, activates PI3K/Akt, ERK, and NF-κB pathways, and inhib-
its caspase cascade activation induced by chemotherapy drugs. Furthermore, CRP 
increases IL-6 production and synergized with IL-6 to protect myeloma cells from 
chemotherapy drug-induced apoptosis . Recently, it has been demonstrated a 
clonal competition with alternating dominance in MM, a situation that needs to to-
tally review the therapy for patients having MM . This means that criteria 
for therapeutic choice are now available opening a new therapeutic era for all the 
drugs, including specific targets such as anti-IL-6. 

 
Other haematological malignancies 
IL-6/CRP was shown to be a prognostic factor in several B-cell malignancies, par-

ticularly malignant lymphoma . IL-6 has been found as a biologic marker in 
different other lymphoid malignancies, including Hodgkin’s disease, cutaneous CD30-
positive lymphomas and KSHV-associated malignancies . Polymorphism of 
different cytokines, and particularly IL-6 (IL-6-174GG genotypes) had a significantly 
lower probability of freedom from treatment failure in Hodgkin’s disease . In ad-
dition, the majority of B cell tumours ex-pressed one or both of the IL-6 receptors, ex-
cept neoplasia of immature B cells, mantle cell lymphoma being found to express the 
highest density of receptors . BE-8 has been used in 11 patients having HIV-
associated lymphoma, show-ing a clinical benefit observed, particularly on B symp-
toms , and in one pa-tient with acute monoblastic leukaemia . Thus, gp130 
signalling might play an important role in the pathogenesis of certain B cell neoplasia, 
and new clinical programs could be developed in such diseases.  

 
Metastatic renal cell carcinoma 
IL-6 was shown to be an autocrine proliferation factor in several cell lines ob-

tained from patients having metastatic renal cell carcinoma (mRCC) . 



HÆMATOPOÏESIS IMMUNOLOGY                                                                       
 

 

19 

The mutation of p53 contributes to the overexpression of IL-6 in such a disease 
. We and others have demonstrated that CRP/IL-6 are prognostic factors in 
mRCC . Furthermore, we demonstrated a significant association be-
tween the presence of the IL-6R in tumours and tumour stage, nuclear grade, pro-
liferation index, and serum IL-6 .  

Treatment of RCC cells with cisplatinum (CDDP) in combination with anti-IL-
6 MoAb or anti-IL-6R MoAb can overcome their CDDP-resistance by down-
regulation of glutathione S-transferase  expression . Furthermore, in a Phase 
I study, the use of IL-6 and GM-CSF for pa-tients having RCC was associated with 
inverse clinical effects . We treated 18 patients suffering mRCC with BE-8, 
demonstrating a clinical benefit, including abrogation of fever, hypercalcemia, in-
flammatory syndrome, reduction of anemia and morphin intake, increase of 
weight, with objective response observed (2/18 patients with partial response, one 
minor response and one stable disease) .  

Siltuximab was used in a Phase I/II study, showing that this drug stabilised dis-
ease in 50% of progressive mRCC patients, with one partial response and a fa-
vourable safety profile, a situation that could authorize further evaluation of dose-
escalation strategies and/or combination therapy . Nevertheless, to our knowl-
edge, no further studies was performed. 

 
Prostate cancer 
IL-6 produced in adipose tissue plays a role in lipid metabolism, and also inter-

acts with sex steroids. IL-6 acts as a paracrine and autocrine growth factor for both 
benign and cancer prostate cells.  

The levels of IL-6 and IL-6R are increased during prostate carcinogenesis and 
tumor progression. In addition, it has been reported a correlation between increased 
serum and plasma IL-6 and soluble IL-6R levels with aggressiveness of the dis-
ease. During the treatment of prostate cancer, a castration-resistance appears gen-
erally leading to the death of the patient. So, it is important to understand the 
mechanisms of such a situation. The signaling pathway mediated by IL-6 repre-
sents an alternative pathway in the cancer-resistance phenotype acquisition and 
cancer progression .  

During androgen deprivation therapy a regulation loop may emerge between 
sex steroids and IL-6, with a strong positive correlation with total-testosterone, 
androstenedione, and estradiol levels . Other gp130 cytokines, such as OSM 
have been implicated in tumor progression, by promoting Vascular Endothelial 
Growth Factor (VEGF) and urokinase plasminogen activator (u-PA) . 

A meta-analysis was recently performed for evaluating IL-6 genetic polymor-
phism -174G/C with susceptibility to prostate cancer, with an increased risk ob-
served in two cohort studies from one article, needing additional well-designed 
studies to validate these findings .  
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All of these data shows the importance of the IL-6/IL-6R pathway in regulation 
of prostate cancer cells. So, a Phase I study including 20 patients scheduled to un-
dergo radical prostatectomy, was designed with patients received either no drug or 
siltuximab (6 mg/kg, 5 patients/group with administration once, two times, and 
three times prior to surgery). It was observed a decrease in phosphorylation of 
Stat3 and p44/p42 mitogen-activated protein kinases, with down-regulation of 
genes immediately downstream of the IL-6 signaling pathway and key enzymes of 
the androgen signaling pathway .  

A Phase II study was designed by SWOG in chemotherapy-pretreated patients 
with castration-resistant prostae cancer, showing stable disease in 7 patients (23%) 
but with an increase of IL-6 after therapy which may translate an accumulation of 
the cytokine resulting in a lack of a clinical benefit .  

Combination of mitoxantrone/prednisone plus siltuximab was not associ-ated 
with a clinical improvement in a randomized Phase II study, as compared to che-
motherapy alone . Other molecules have been shown to support an activity on 
tumorigenesis in prostate cancer, such as some polyphenols, by mediating a de-
crease IL-6 signaling . Due to a rise in IL-6 both in vitro and in vivo in the 
presence of tyrosine kinase resistant cell line, IL-6 may represent a biomarker for 
tyrosine kinase resistance . 

 
Possible other indications 
IL-6 inhibition may represent a good therapeutic indication in other cancers, in-

cluding ovarian cancer. Recently, it was demonstrated a correlation between 
thrombocytosis and IL-6 and thrombopoietin secretion in 619 patients . In 
addition, neutralizing IL-6 significantly enhanced the therapeutic efficacy of pacli-
taxel in mouse models of epithelial ovarian cancer, reducing tumor growth and 
angiogenesis . Squamous cell carcinoma, melanoma, hepatocellular car-
cinoma and neuroblastoma have been also studied supporting the interest for de-
veloping anti-IL-6 therapy in such solid tumors . 

In addition, tocilizumab has been tried in different other dysimmune diseases 
such as autoimmune hemolytic anemia associated with Castleman’s disease and in 
steroid refractory graft-versus-host disease . 

In conclusion, blocking IL-6 represents a new therapeutic way for different dis-
eases from cancers, including haematological malignancies such as B-lymphoid 
neoplasms, and some solid tumors such as ovarian cancer and others, to dysim-
mune diseases.  

There are several molecules that trigger this cytokine system, including anti-IL-
6 MoAbs (siltuximab, and other humanized anti-IL-6 MoAbs), anti-IL-6R (tocili-
zumab, and other humanized anti-IL-6R) or JAK/STAT pathway inhibitors. By 
using such molecules, clinical benefits has to be analyzed when efficient biological 
dose is reached. A novel era for such therapeutic tools is now open.  
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Абстракт 
 
Применение иммунофенотипических и молекулярных исследований для оцен-

ки эффекта терапии стало стандартной практикой при многих типах гемобласто-
зов. Однако, до последнего времени эффект лечения больных множественной мие-
ломой (ММ) оценивали только по обычным клиническим, морфологическим и 
серологическим параметрам. Продолжаются исследования с целью повышения 
эффективности терапии при ММ, которую определяют по числу остаточных опу-
холевых клеток после лечения.  

Высокочувствительным (10-5 и 10-7) способом определения эффекта лечения 
у больных миеломой является определение минимального остаточного заболе-
вания (МОЗ) молекулярными методами. Однако методики на основе ПЦР зани-
мают много времени, относительно дороги и их применимость ограничена (при-
мерно 75% больных). В то же время показано, что иммунофенотипирование ме-
тодом 4-цветной многопараметрической проточной цитометрии (МПЦ) характе-
ризуется большей степенью применимости (90–95% больных), относительно вы-
сокой чувствительностью (10–4) и занимает меньше времени. Важно отметить, что 
роль достижения иммунофенотипической и молекулярной ремиссии в результате 
терапии как основного прогностического фактора постоянно подтверждалась ре-
зультатами исследований в группах больных, которым показана трансплантация, и 
в случаях невозможности проведения этого вида лечения, как до, так и после на-
ступления эры новаторских препаратов.  

Ожидается, что после внедрения в практику 8-цветной МПЦ в сочетании с но-
вым компьютерным обеспечением и новыми аналитическими подходами чувст-
вительность иммунофенотипирования может достичь уровня АС-ПЦР, что при-
ведет к повышению эффективности мониторинга эффективности новых терапев-
тических препаратов и протоколов. В совокупности результаты проведенных 
исследований показывают клиническую значимость определения МОЗ при ММ. 
Недавно Рабочая группа по миеломе пересмотрела критерии оценки эффекта: 
определены как иммунофенотипическая, так и молекулярная ремиссия при ММ. 
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Abstract 
 
The use of immunophenotypic and molecular techniques to evaluate response 

to therapy has become standard practice in many hematological malignancies. By 
contrast, up until now response to treatment in multiple myeloma (MM) has only 
been evaluated by conventional clinical, morphological and serological parameters. 
In MM continuous efforts are being made to improve the efficacy of therapy, 
which translates into a decreased number of residual tumour cells after therapy. 
Minimal residual disease (MRD) detection in myeloma patients by molecular tech-
niques is highly sensitive (10-5 and 10-7). However, PCR-based approaches are 
time-consuming, relatively expensive and they have a limited applicability (75% 
of all patients). In contrast, 4-color multiparameter flow cytometry (MFC) im-
munophenotyping has proven to be broadly applicable (90%95% of all cases), less 
time-consuming, and relatively sensitive (10-4). Most importantly, the achievement 
of immunophenotypic and molecular response after therapy has been consistently 
demonstrated as a major prognostic factor for both transplant eligible and non-
eligible patients, before and in the era of novel drugs. With the incorporation of 8-
color MFC together with new software and analytical approaches, it is expected 
that the sensitivity of immunophenotyping may reach a level similar to that of 
ASO-PCR, increasing its utility in monitoring the effects of new therapeutic agents 
and protocols. Altogether, the available results support the clinical relevance of 
MRD investigation in MM. Accordingly, the International Myeloma Working 
Group has recently updated the response criteria to define both immunophenotypic 
and molecular response in MM. 
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Наступление ремиссии при множественной миеломе 
За последние 20 лет парадигма лечения ММ претерпела значительные из-

менения [1]. В течение долгого времени целью лечения являлось достижение 
частичной ремиссии или стабилизации заболевания [2; 3]. Однако, благодаря 
внедрению в клиническую практику высокодозной терапии с последующей 
аутотрансплантацией стволовых клеток (ВДТ/АТСК) появилась возможность 
достижения полной ремиссии примерно у 35% больных миеломой []. Кро-
ме того, в случаях, когда интенсивные режимы противопоказаны, применение 
таких новых препаратов как талидомид, бортезомиб и леналидомид в первой 
линии лечения позволило повысить частоту ПР с менее 8% на фоне мелфала-
на/преднизона [9; 10] до 30% на фоне бортезомиба и талидомида [11; 12]. Сле-
дует, однако, отметить: ни стандартные, ни новые препараты не способны 
обеспечить полное уничтожение всех клеток миеломы, в результате рецидив 
развивается вследствие МОЗ у большинства (если не у всех) больных. 

Точно определенное и быстрое наступление ремиссии является благоприятным 
фактором прогноза при большинстве гемобластозов, и достижение качественной ПР 
коррелирует  [13; 14] с увеличением продолжительности жизни (хронический мие-
лоидный лейкоз и острый промиелоцитарный лейкоз). Для разработки эффективных 
стратегий поддержки ремиссии необходимы чувствительные методы оценки эффек-
та терапии с целью определения оптимальной продолжительности лечения и под-
держки больного в состоянии ремиссии в течение как можно более продолжительно-
го времени. В гематологии считается практически общепринятым, что достижение и 
поддержание высококачественной ремиссии является первостепенным требованием 
положительного результата лечения. У больных миеломой ПР определяется как от-
сутствие М-белка по данным иммунофиксации (ИФкс) и присутствие менее 5% 
плазмоцитов (ПЦ) в костном мозге [15]. Большинство исследований показали, что 
достижение ПР после лечения ассоциируется  [] с увеличением продолжитель-
ности жизни без прогрессирования заболевания (ПЖБП), однако в ряде работ указы-
вается, что высокие показатели ПР не всегда коррелируют с увеличением продолжи-
тельности жизни []. Это несоответствие можно объяснить, по крайней мере 
отчасти [25], низкой чувствительностью метода анализа (10-2) и высокой степенью 
вариабельности как между больными, так в каждом конкретном случае []. Также 
высказано предположение, что прогностическое значение достижения ПР может 
зависеть от типа лечения, возраста и исходного состояния больного [27]. В связи с 
этим, можно считать, что данный критерий не обладает достаточной точностью для 
выявления больных, которым может принести клиническую пользу дополнительная 
терапия в ранние сроки после лечения 18; 19]. Совсем недавно Международная ра-
бочая группа по изучению миеломы (IMWG) предложила использовать новую кате-
горию эффекта – «строгая ПР» (сПР), для которой требуется нормализация отноше-
ния свободных легких цепей в сыворотке (sFLC) и отсутствие клональных ПЦ по 
данным иммуногистохимического и флуоресцентного исследований.  
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The onset of response in multiple myeloma 
The paradigm of multiple myeloma (MM) treatment has impressively changed 

in the last two decades.1 For many years the goal was to achieve partial response 
(PR) or disease stabilization 2; 3. However, the introduction of high dose therapy 
followed by autologous stem cell transplantation (HDT/ASCT) made possible the 
achievement of complete response (CR), in approximately 35% of myeloma pa-
tients . Also for patients ineligible to intensive regimens, the incorporation of 
the novel agents thalidomide, bortezomib and lenalidomide into front-line therapy 
has significantly improved the CR rates, that evolved from less than 8% with mel-
phalan/prednisone 9; 10 to approximately 30% with bortezomib or thalidomide 
11; 12. However, both standard and novel therapies fail to eradicate all myeloma 
cells, and most (if not all) patients will eventually relapse as a consequence of per-
sistent minimal residual disease (MRD). 

An accurate and fast onset of response is a good predictor for prognosis in most 
hematological malignancies, where the achievement of high-quality CR correlates 
with prolonged survival (ie, chronic myeloid leukemia and acute promyelocitic 
leukemia) 13; 14. Moreover, to develop effective maintenance strategies sensitive 
methods to measure response are mandatory to help deciding duration of therapy 
and maintain long-term remissions. Thus, a widely accepted concept in hematology 
is that achieving and maintaining high-quality remissions is seen as a primary re-
quirement for the cure of patients. In the myeloma setting, CR is defined by the 
absence of M-protein by immunofixation (IFx) and less than 5% plasma cells (PC) 
in bone marrow (BM) 15 Although the majority of studies show that patients 
achieving CR after treatment have a prolonged progression-free survival (PFS) 
, others have shown that higher CR rates do not always translate into ex-
tended survival  This inconsistency could be explained, at least to a certain 
extent, to the low sensitivity of the assay (10-2) 25 and the high inter- and intra-
patient variability 26 Moreover, it has been suggested that the prognostic impact 
of achieving a CR may depend on the type of treatment, patients’ age, and baseline 
picture.27 Therefore, this criteria probably lacks the accuracy to identify patients 
who might benefit from additional therapy in the early stages after therapy 28; 29 
Most recently, the International Myeloma Working Group (IMWG) proposed the 
addition of a new response category, the stringent CR (sCR) that requires normali-
zation of the serum free light chain (sFLC) ratio and absence of clonal PC by im-
munohistochemistry or fluorescence.  
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Хотя этот критерий более чувствителен [30], чем критерий для определе-
ния ПР (10-3 и 10-2), имеющейся информации о прогностическом значении с 
ПР пока недостаточно [31], и значение корреляции олигоклональных полос с 
эффектом лечения для оценки применимости этого вида анализа еще пред-
стоит определить [32; 33]. Важно отметить, что измерение уровня М-белка и 
определение sFLC отражает только количество продукта секретирующего 
клона, но не обеспечивает прямое количественное определение остаточной 
опухолевой массы. В связи с этим, длительное время полужизни некоторых 
иммуноглобулинов, в частности – парапротеинов IgG [36], может обусловли-
вать появление ложноположительного результата [34; 35]. В недавно опубли-
кованной работе Chee et al. [37] подтверждена важность морфологического 
исследования КМ даже у больных с отрицательным статусом ИФкс после 
терапии. Однако, в отличие от острых лейкозов, стандартное морфологиче-
ское исследование КМ при ММ в общем случае не позволяет различать нор-
мальные и злокачественные ПЦ, что снижает чувствительность цитологиче-
ского анализа в период наблюдения [38]. 

Для повышения чувствительности анализа при определении МОЗ молеку-
лярными методами необходимо провести секвенирование области CDR3 для 
получения праймеров, специфичных для данного больного, с целью после-
дующего индивидуального мониторинга. Определение остаточных злокаче-
ственных ПЦ методом аллель-специфической полимеразной цепной реакции 
(АС-ПЦР) отличается высокой специфичностью, чувствительностью (10-4– 
10-5) [39], и как показали исследования в небольших группах больных, обла-
дает прогностической ценностью [40-42], особенно в контексте аллотранс-
плантации стволовых клеток [43]. Однако этот метод занимает много време-
ни и характеризуется высокими трудозатратами, высокой стоимостью и ог-
раниченной применимостью (около 75%), что затрудняет его внедрение в 
клиническую практику []. Кроме того, сравнительное исследование 
определения МОЗ молекулярными и иммунофенотипическими методами 
показало, что, несмотря на высокую чувствительность первых, их примене-
ние не коррелирует с повышением точности прогноза []. Это, скорее 
всего, объясняется тем, что оба метода позволяют достичь клинически реле-
вантного порогового уровня определения МОЗ – 10-4. Интересно отметить, 
что применение методов визуализации при мониторинге ММ позволяет вы-
являть часто присутствующие персистирующие очаги даже у больных с ПР 
[51], и ценность такого рода исследований при наблюдении за больными бы-
ла недавно подтверждена Итальянской группой изучения миеломы. Показа-
но, что оценка эффекта методами 18ФДГ-ПЭТ/КТ является независимым 
фактором прогноза как для общей продолжительности жизни, так и для 
ПЖБП. Иммунофенотипирование методом многопараметрической проточной 
цитометрии (МПЦ) позволяет исследовать экспрессию и интенсивность 
флуоресценции большого числа маркеров на большом числе клеток.  
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Although this criteria is more sensitive than the one defined for CR (10-3 vs. 10-2) 
, there is still limited information regarding the prognostic significance of the 
sCR [31], and the role that response-based oligoclonal bands may play on the ap-
plicability of this assay is yet to be fully determined 32; 33. Most importantly, 
both the measurement of the M-protein and sFLC only reflect the product of the 
secreting clone and are not a direct measurement of the remaining tumor burden. 
Thus, the long half-life of some immunoglobulins may imply some false positive 
results [34; 35], in particular IgG paraproteins 36. Accordingly, Chee et al.  
most recently confirmed the importance of morphological BM evaluation, even in 
IFx negative patients after therapy. However and in contrast to acute leukemias, 
conventional morphological (CM) BM evaluation in MM is generally not capable 
to distinguish normal from malignant PC, thus reducing the sensitivity of cytologi-
cal follow-up analysis [38].  

In order to be highly sensitive, MRD investigations based on molecular tech-
niques require sequencing of the CDR3 region to design patient-specific primers 
for individual monitoring. Thus, allele specific oligonucleotid-polymerase chain 
reaction (ASO-PCR) measurement of residual malignant PC is highly specific, 
sensitive (10-4–10-6) [39], and studies conducted in small series of patients have 
demonstrated its prognostic value , particularly in the context of allogenic 
stem cell support [43]. However, this technique is time- and labor-consuming, ex-
pensive and has limited applicability (75%), hampering its use in routine clinical 
practice  Moreover, comparative studies of MRD detection between mo-
lecular vs. immunophenotypic approaches have shown that despite the higher sen-
sitivity of the first, it does not correlate with better prognostication ]. This 
finding is most probably explained by the fact that both techniques are able to 
achieve the current clinical relevant threshold level for MRD detection, which 
stands in the 10-4. Interestingly, the recent incorporation of imaging tools in moni-
toring of MM has shown frequently present persistent focal lesions even in CR 
patients [51], and its utility on follow-up analysis has now been confirmed by the 
Italian myeloma group, who showed that response assessment using 18-FDG 
PET/CT is an independent prognostic factor for both PFS and OS. Multiparameter 
flow cytometry (MFC) immunophenotyping makes possible the individual analysis 
in a high number of cells the expression of multiple markers and their fluorescence 
intensity. This allows the discrimination of abnormal PC from normal or reactive 
PC, despite their low representation in the BM []. 
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Метод также позволяет различать аномальные, нормальные и реактивные 
ПЦ несмотря на низкий уровень этих клеток в КМ []. Это уникальное 
качество присуще только данному методу, поскольку ни стандартные морфо-
логические, ни молекулярные подходы по отдельности или вместе, не обла-
дают способностью различать клональные и нормальные ПЦ. Это очень важ-
но, т.к. в дополнение к мониторингу миеломатозных ПЦ иммунофенотипи-
рование также позволит следить за восстановлением нормальных ПЦ, что в 
свою очередь также является важной прогностической информацией. В соот-
ветствии с вышесказанным, иммунофенотипирование методом МПЦ являет-
ся обязательным при диагностической характеристике опухолевых клеток, а 
также мониторинге эффекта лечения при широком спектре гемобластозов 
[]. В контексте ММ и других аномалий ПЦ показана клиническая зна-
чимость МПЦ для дифференциального диагноза моноклональной гаммапа-
тии неопределенной значимости (МГНЗ) и ММ [63], выявления групп повы-
шенного риска МГНЗ, дремлющей ММ (дММ) и ММ [64; 65], определения 
антигенного профиля для прогноза заболевания [68] и поиска новых терапев-
тических мишеней [53]. 

В данном обзоре основное внимание уделяется применению МПЦ для оп-
ределения МОЗ при ММ: сначала рассматриваются некоторые технические 
аспекты, затем – их применение в клинической практике. 

 
Иммунофенотипический анализ плазмоцитов 
Достижения в разработке аппаратуры и программного обеспечения для 

проточной цитометрии за последние годы привлекли внимание к использо-
ванию результатов иммунофенотипических исследований в лечении гемо-
бластозов []. МПЦ позволяет:  

 
1. Одновременно анализировать несколько параметров на основе одной 

клетки.  
2. Изучать большое число клеток в пределах относительно короткого 

промежутка времени, что позволяет хранить информацию для после-
дующих анализов.  

3. Проводить количественный анализ экспрессии антигенов.  
4. Объединять выявление поверхностных и внутриклеточных антиге-

нов [71; 72]. 
В контексте дискразии ПЦ эти свойства позволяют однозначно иденти-

фицировать, определять количество и далее характеризовать ПЦ даже при 
небольшом количестве клеток, благодаря использованию различных марке-
ров и двухэтапной процедуре получения.  

Установлено, что антигены CD38 и CD138 лучше всего подходят для 
специфической идентификации ПЦ в гематологических образцах и их опре-
деления на фоне других популяций лейкоцитов [73].  
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This is an unique particularity, only available with this technique since either 
CM and/or molecular approaches fail to distinguish clonal from normal PC. In fact, 
this is a very important finding because in addition to monitoring myelomatous PC, 
immunophenotyping can also evaluate how normal PC recover, which may offer 
additional prognostic information. Accordingly, MFC immunophenotyping is con-
sidered mandatory for the diagnostic characterization of neoplastic cells, as well as 
treatment monitoring in a vast number of hematological malignancies []. In 
the context of MM and other PC disorders, MFC has demonstrated to be clinically 
relevant for the differential diagnosis between monoclonal gammopathy of unde-
termined significance (MGUS) and MM [63], identification of high-risk MGUS, 
smoldering MM (SMM) and MM patients [64; 65], definition of prognostic anti-
genic profiles [66] and, identification of new therapeutic targets [53]. 

In the present review we will focus on the use of MFC for MRD investigations 
in MM patients, addressing first some technical aspects and then its utility in the 
clinical setting. 

 
Immunophenotypic analysis of plasma cells 
Advances in flow cytometry instruments and software over recent years have 

made attractive the use of immunophenotypic studies in the management of hema-
tological malignancies []. Thus, MFC makes possible to: 

 
1. simultaneously analyze several parameters on a single-cell basis;  
2. study high numbers of cells within a relatively short period of time, allow-

ing the storage of information for latter analysis; 
3. quantitatively evaluate antigen expression;  
4. combine the detection of surface and intracellular antigens [71; 72]. 

In the context of PC dyscrasias, these characteristics allow the unequivocal 
identification, quantification, and further characterization of PC even in low num-
bers, through the use of multiple markers and a double-step acquisition procedure. 
It is well established that CD38 and CD138 are the two best markers for the spe-
cific identification of PC in hematological samples and its discrimination form 
other leukocyte populations [73].  
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Несмотря на то, что CD38 экспрессируется на большом числе гематопо-
этических клеток [74], этот антиген считают «специфическим» маркером, 
благодаря высокой интенсивности окрашивания на ПЦ, которая выделяет эти 
клетки из других популяций []. В свою очередь окрашивание CD138 
также считают специфичным [78], хотя часто встречаются ПЦ с низким 
уровнем экспрессии CD138 [53; 79]. В связи с этим для эффективной иденти-
фикации ПЦ предлагается использовать оба маркера []. На первом эта-
пе получения, когда выделяют 211105 событий, соответствующих пол-
ному клеточному составу КМ, точная идентификация ПЦ позволяет опреде-
лить число этих клеток после исключения тромбоцитов и дебрис. На высоко-
чувствительном втором этапе сохраняют информацию о ПЦ в широком диа-
пазоне живых клеток, из которой отбирают события CD38hi и/или CD138 при 
минимальном количестве 3000 ПЦ на пробирку []. Эта процедура в 
сочетании с многократным окрашиванием представляет основу для точного 
иммунофентипирования ПЦ, что в свою очередь позволяет различать злока-
чественные и нормальные/реактивные ПЦ. Также установлено, что феноти-
пические характеристики опухолевых ПЦ отличаются от характеристик нор-
мальных клеток по экспрессии антигенов: 

1. пониженной экспрессии CD19, CD27, CD38, CD45 и CD81;  
2. гиперэкспрессии CD28, CD33 и CD45;  
3. асинхронной экспрессии CD20, CD117;  
4. поверхностных иммуноглобулинов []. 
Таким образом, необходимо иметь иммунофенотипические панели, содер-

жащие 4 и более маркеров в многоцветных комбинациях [107], а также панели 
антител в соответствии с перечисленными маркерами; это позволит выявлять 
наличие фенотипических аномалий более чем у 90% больных ММ [108]. Как 
ожидается, внедрение в клиническую практику 8-цветных панелей позволит 
выявлять клональные ПЦ у всех больных благодаря одновременной оценке 
рестрикции легких цепей и аберраций антигенов. Однако сегодня одной про-
бирки в сочетании с CD19, CD38, CD45 и CD56, направленной в лабораторию 
с 4-цветной МПЦ, достаточно для определения злокачественных ПЦ примерно 
у 90% больных ММ при постановке диагноза и анализе в период наблюдения 
[], даже в случаях, когда фенотип злокачественных ПЦ не известен. 

 
Чувствительность иммунофенотипирования  
для оценки МОЗ при множественной миеломе 
Чувствительность иммунофенотипирования напрямую зависит от мини-

мального числа событий, необходимых для определения интересующей ис-
следователя популяции, а оно, в свою очередь, определяется типом феноти-
пических аберраций, комбинации МАТ, которые используются для детекции, 
и исследуемого образца [114].  
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Though CD38 is widely expressed on hematopoietic cells 74], the bright inten-
sity observed for PC, clearly superior to other populations [], is considered a 
“specific” marker. In turn, CD138 staining is specific [78], although PC expressing 
low levels of CD138 can be frequently found [53; 79]. Therefore, it has been pro-
posed the use of both markers for an efficient identification of PC []. In the 
first step of acquisition, where 2104 to 1 105 events corresponding to the whole 
BM cellularity are stored, a precise identification of PC allows their accurate enu-
meration, after concrete exclusion of platelets and debris. In a highly sensitive sec-
ond step, information about PCs contained in a broad ‘live-gate’ drawn to select 
CD38hi and/or CD138 events is stored, containing a minimum of 3 000 PC/tube. 
[ This procedure, together with multiple staining provides the basis for 
the accurate immunophenotypic PC characterization which, subsequently, makes 
possible the discrimination between malignant and normal/reactive PC. Accord-
ingly, it is currently well known that the phenotypic characteristics of neoplastic 
PC differ from their normal counterpart in terms of antigenic:  

1. infra-expression of CD19, CD27, CD38, CD45 and CD81;  
2. over-expression of CD28, CD33 and CD45 and;  
3. asynchronous expression of CD20, CD117; 
4. surface immunoglobulin [].  
Thus, immunophenotypic panels containing 4 or more markers in multicolor 

combinations are required [107] and antibody panels based on the markers listed 
above, allow the identification of the presence of phenotypic abnormalities in more 
than 90% of MM patients [108].  

Of note, it is expected that the incorporation into routine clinical practice of 8-
color panels will make the detection of clonal PC applicable for all patients, on basis 
of the simultaneous assessment of light chain restriction and antigen aberrancies. In 
the mean-while, and directed to 4-color MFC laboratories, a single tube combined 
with CD19, CD38, CD45 and CD56 is capable of identifying malignant PC in ap-
proximately 90% of MM patients at diagnosis and follow-up analysis [], 
even in cases without previous knowledge of the malignant PC phenotype. 

 
Sensitivity of immunophenotyping  
for MRD investigation in multiple myeloma 
The sensitivity of immunophenotyping depends directly in the minimum num-

ber of events necessary to define the population of interest, and this depends on the 
type of phenotypic aberration, the combination of MoAbs used for detection and 
the sample under study [114]. 
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Известно, что для правильного определения популяции требуется всего 20 
событий [115; 116]. Однако в последних опубликованных рекомендациях Евро-
пейской сети по миеломе [117], содержится указание на необходимость наличия 
не менее 100 неопластических ПЦ для точного анализа. Таким образом, для дос-
тижения необходимого порога чувствительности 10-4 необходимо учесть мини-
мум 10000 общих событий, для чего важно использовать двухэтапную процеду-
ру получения ПЦ, описанную выше. Соответственно, в экспериментах с разведе-
нием нами показано, что иммунофенотипическая дифференциация нормальных 
и злокачественных ПЦ на основе МПЦ имела чувствительность  10-4, причем в 
4 из 14 (29%) случаев она достигала 10-5 [118]. Важно отметить, что степень чув-
ствительности не зависела от типа аберрации злокачественных ПЦ [119]. Следу-
ет еще раз подчеркнуть, что с внедрением 8-цветной МПЦ и нового программно-
го обеспечения, которые позволят применять новаторские аналитические подхо-
ды [], чувствительность иммунофенотипирования может достигать 
уровня АС-ПЦР и даже превосходить его. 

 
Потенциальные ограничения иммунофенотипирования  
в определении МОЗ 

По опыту применения МПЦ для определения МОЗ при других видах гемо-
бластозов, постоянно указываются два основных недостатка:  

1. отсутствие опухолеспецифических маркеров;  
2. появление в процессе развития заболевания фенотипических из-

менений, которые могут приводить к ложноотрицательным ре-
зультатам [123; 124]. 

Однако в контексте ММ злокачественные ПЦ достаточно легко идентифици-
ровать на основе множественных и синхронно определяемых фенотипических 
аберраций, которые позволяют четко отграничить злокачественные клетки от 
нормальных [125]. Таким образом, наиболее важное значение приобретает пра-
вильное составление разнообразных комбинаций МАТ, также обязательным 
требованием является одновременная оценка экспрессии антигенов CD19, CD45 
и CD56. Этим можно объяснить, почему в двух исследованиях [] фено-
типические изменения регистрировались в течение всего периода лечения, тогда 
как в нашей группе [] и других группах [] регистрировали ста-
бильную экспрессию антигенов на злокачественных ПЦ.  

Тем не менее, это не исключает появления фенотипических изменений после 
терапии. На самом деле, такие изменения действительно имеют место, но скорее 
всего, они связаны с другими типами маркеров, а не с теми, которые были пере-
числены выше. Соответственно, фенотипические аберрации выявленные при 
постановке диагноза, могут использоваться как (антигенные) зонды, специфич-
ные для конкретного больного, при определении МОЗ в период последующего 
наблюдения [136; 137].  
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It has been stated that as much as 20 events are necessary to correctly define a 
population [115; 116]. However, accordingly to the recently re-ported European 
Myeloma Network recommendations [117], no fewer than 100 neoplastic PC 
should be acquired for an accurate analysis. Therefore, a minimum of 10 000 of 
total events should be acquired to reach the sensitivity threshold of 10-4, thus sup-
porting a PC acquisition based in a double-step procedure, as previously described. 
Accordingly, we have already showed in dilution experiments that MFC immuno-
phenotypic discrimination of normal vs. malignant PC has a sensitivity level of  
10-4, reaching up to 10-5 in 4 out of 14 cases (29%) [118]. Most importantly, the 
level of sensitivity was independent of the type of aberrancy displayed by malig-
nant PC [119]. Once more, it should be emphasized that with the incorporation of 
8-color MFC and new software tools allowing novel analytical approaches 
 it is expected that the sensitivity of immunophenotyping may reach a 
level similar to, if not greater than the achieved by ASO-PCR. 

 
Potential limitations  
of immunophenotypic MRD investigations 
Throughout the use of MFC in MRD investigations in other hematological ma-

lignancies, two major pitfalls have been constantly pointed:  
1. the absence of tumor-specific markers; 
2. the existence of phenotypic changes during the course of the disease, 

which could induce false negative results [123; 124]. 
 However, in the context of MM the identification of malignant PC can be 
easily performed on basis of multiple and simultaneously determined phe-
notypic aberrancies, that clearly discriminate them from their normal 
counterpart [125] Thus, the correct design of multiple combinations of 
MoAbs is of most importance, and the simultaneous assessment of CD19, 
CD45 and CD56 is mandatory. This can explain why phenotypic changes 
throughout the course of treatment were described in two studies 
[] whereas our group  and others  reported 
stable antigen expression on malignant PC. Nevertheless this does not 
preclude the existence of phenotypic changes after therapy. In fact, these 
most probably occur but should probably be related to other genre of 
markers and not to the ones stated above. Accordingly, phenotypic aber-
rancies detected at diagnosis can be used as patient (antigenic) specific 
probes for follow-up MRD investigations .  
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Другим недостатком является тот факт, что иммунофенотипические ис-
следования для определения МОЗ исключительно сфокусированы на популя-
цию ПККМ (плазматических клеток костного мозга), т.к. ряд исследователей 
сообщают о выявлении клонально родственных В-клеток у больных ММ по-
сле терапии [138]. Однако роль этих клонотипических В-лимфоцитов в пато-
генезе данного заболевания не установлена [139-140]. На самом деле иденти-
фикация этих клеток методом АС-ПЦР может объяснить не только более вы-
сокую частоту МОЗ-положительных случаев ММ, выявляемую этим мето-
дом, но также и почему этот результат не ассоциируется с наиболее неблаго-
приятным исходом [141]. Таким образом, действительно важным ограниче-
нием МПЦ при определении МОЗ является характерная очаговая структура 
миеломной инфильтрации КМ [] и/или возможность экстрамедул-
лярного рецидива, при котором методы визуализации могут играть очень 
большую роль в процессе мониторинга МОЗ [145]. 
 
МНОГОЦВЕТНАЯ ПРОТОЧНАЯ ЦИТОМЕТРИЯ  
ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ МОЗ  
ПРИ МНОЖЕСТВЕННОЙ МИЕЛОМЕ – ЗНАЧЕНИЕ ДЛЯ КЛИНИКИ 

 
Сравнение эффективности различных стратегий лечения 
Как указывалось ранее, за последние 10 лет в «пейзаже» лечения миеломы 

появилось несколько новых препаратов [146; 147]. Кроме того, в настоящее вре-
мя проходит испытание по программе I/II и даже III фаз ряд новых препаратов, 
которые пополнят арсенал средств лечения ММ [148; 149]. Таким образом, мы 
переживаем пору проведения многочисленных клинических исследований, ко-
торые призваны оптимизировать наилучшие из возможных фармакологические 
комбинации. Все это требует появления новых инструментов для сравнения эф-
фективности различных лечебных групп. В настоящее время появилось ощуще-
ние, что частота ПР в результате применения того или иного режима лечения как 
параметр сравнения эффекта в разных группах не является оптимальным [150], в 
частности, рандомизированные исследования новых препаратов показали, что 
частота ПР может зависеть от исходных специфических характеристик больных 
ММ [151]. Одной из возможных альтернатив является применение МПЦ, как 
показано в исследовании San Miguel et al.  по сравнительной оценке эффек-
тивности АТСК и стандартной химиотерапии (СХ) на основе данных анализа по-
пуляций ПККМ. Результаты показали, что процент больных без МОЗ был стати-
стически значимо выше после трансплантации (36%), чем после СХ (15%). Также 
восстановление процента нормальных ПЦ (Н-ПЦ) в составе ПЦКМ (% Н-
ПЦ/ПЦКМ) было более эффективным в группе трансплантации (86% и 35%; 
Р=0,01), и эта новая переменная (% Н-ПЦ/ПЦКМ) оказывала значимое влияние на 
ПЖБП (медиана 60 и 34 мес. для больных с Н-ПЦ/ПЦКМ  30 по сравнению с  
30, соответственно).  
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Other possible disadvantage could be the fact that MRD immunophenotypic in-
vestigations are focused exclusively on the BMPC compartment, since some inves-
tigators have detected clonally related B-cells in MM patients after therapy  
However, the role that this clonotypic B-lymphocytes play on the pathogenesis of 
this disease is still unknown  In fact, their identification by ASO-PCR 
may explain not only the higher frequencies of MRD-positive MM patients that 
this technique detect, but also why this finding does not translate into worst out-
come . Thus, the real main limitation of MFC MRD studies could be either 
the characteristic patchy pattern of the myeloma BM infiltration  and/or 
the possibility of extramedullary relapses, in which imaging-based techniques can 
play a very important role in MRD monitorization  
 
MULTICOLOR FLOW CYTOMETRY MRD DETECTION  
IN MULTIPLE MYELOMA – IMPLICATIONS OF MANAGEMENT 

 
Comparison of the efficacy of different treatment strategies 
As mentioned before, the last decade saw the incorporation of several new 

drugs into the landscape of myeloma  Eventually, new and promising 
drugs that are now in phase I/II and even phase III studies will increment further-
more the actual MM treatment armentarium  Thus, we are now in the 
era of multiple clinical trials that will optimize the best possible pharmacological 
combinations. This will turn mandatory the use of capable tools in order to com-
pare the efficacy of different treatment arms. There is now the feeling that the fre-
quency of CR rates achieved as a method for compare different arm response is 
suboptimal , in particular on randomized trials including novel agents, as CR 
rates seem to depend on the baseline signature of MM patients . One possible 
alternative could be the use of MFC as demonstrated in 2002 when San Miguel et 
al.  compared the efficacy of ASCT vs. conventional chemotherapy (CC), by 
analyzing the BMPC compartment. The results showed that the percentage of 
MRD-negative patients was significantly higher after transplantation (36%) than 
after CC (15%). In addition, recovery of the percentage of normal PC (N-PC) 
within the BMPC (% of N-PC/BMPC) was also greater in the transplantation group 
(86% vs. 35%; P  0,) and this new variable (% of N-PC/BMPC) had a signifi-
cant impact on PFS (median of 60 vs. 34 months for patients with 30% vs.  30% 
N-PC/BMPC, respectively). 
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Таким образом, это исследование впервые показало, что иммунофеноти-
пическая характеристика популяции ПЦ у больных ММ после лечения может 
дать ценную прогностическую информацию.  

Следует подчеркнуть, что необходимо в самое ближайшее время прове-
рить, может ли данный подход обеспечить такие же или даже более высокие 
результаты при использовании в рандомизированных исследованиях в эру 
разработки новых препаратов. 

 
Влияние определения МОЗ методом МПЦ на исход болезни  
у пациентов с множественной миеломой 
Позднее Rawston et al. [153] показали, что в общей популяции 45 больных 

ММ, получавших ВДТ/АТСК, ПЖБП была значимо короче у лиц с положи-
тельным статусом МОЗ через 3 месяца после АТСК (19/45; 42%), чем у паци-
ентов с недетектируемым заболеванием (медиана 20 и 35 мес. соответственно). 
Несмотря на то, что соответствующие показатели 5-летней выживаемости со-
ставили 64 и 76%, авторы не выявили статистически значимых различий в ОВ. 
Проведенный в последнее время ретроспективный анализ исследований МОЗ-
МПЦ у 42 больных миеломой показал, что выявление существенной популя-
ции клональных ПЦ ( 1,8% в общем клеточном составе КМ) перед АТСК зна-
чимо коррелировало с меньшей ПЖБП [154]. Так, в группе больных с  1,8% 
миеломных ПЦ прогрессирование заболевания наблюдалось у 13 из 21 (62%) 
по сравнению с 6 из 21 (29%) в группе с  1,8% таких клеток. Снова показана 
тенденция к снижению ОВ для случаев  1,8% клональных ПЦ перед АТСК (р 
 0,08). В недавнем исследовании мы показано, что персистенция остаточных 
клональных ПЦ через 100 суток после ВДТ/АТСК выявляется более чем у по-
ловины больных ММ (170/295, 58%) [155]. Важно подчеркнуть, что просто 
наличие или отсутствие МОЗ (без необходимости устанавливать пороговое 
значение) после трансплантации может служить фактором разделения больных 
на группы с четко различным исходом и существенно влиять на ПЖБП (ме-
диана 37 и 71 мес., соответственно; р 0,0001) и ОПЖ (медиана 89 мес. и не 
достигнута, соответственно; Р = 0,002). Таким образом, на основании данных, 
полученных в самых масштабных исследованиях (n = 295) МОЗ у больных 
ММ, нами подтверждены результаты, полученные в менее многочисленных 
популяциях [156158], а именно то, что МПЦ является точным инструментом 
как для оценки МОЗ, так и для прогноза течения ММ. Что касается оптималь-
ной единственной временной точки для анализа, полученные данные четко 
указывают клиническую релевантность проведения анализа МОЗ методом 
МПЦ у больных, получающих ВДТ/АТСК, через 3 месяца после АТСК. Liu et 
al [159] показали некоторую прогностическую значимость МПЦ перед пере-
садкой стволовых клеток, однако ценность такого анализа ниже, чем при его 
проведении после АТСК [160; 161].  
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Thus, this was the first study suggesting that the immunophenotypic evaluation 
of the PC compartment in MM patients after treatment could offer valuable prog-
nostic information. Of note, it will be important in the immediate future to investi-
gate if this approach can reproduce similar or even better results when applied in 
randomized trials in the era of the novel agents. 

 
Impact of MRD detection by MFC  
on multiple myeloma patients’ outcome 
Later on the same year, Rawstron and colleagues  showed that among 45 

MM patients submitted to HDT/ASCT, those who were MRD-positive (19/45, 
42%) 3 months after ASCT had a significantly shorter PFS than cases with unde-
tectable disease (median of 20 vs. 35 months, respectively). Although the respec-
tive 5-year survival rates were of 64% vs. 76%, the authors did not found statistical 
significant difference regarding OS. Recently, a retrospective analysis of MFC-
MRD investigations in 42 myeloma patients showed that the detection of a signifi-
cant population of clonal PC (.8% within the whole BM cellularity) prior to 
ASCT significantly correlated with poorer PFS . Thus, in the group of pa-
tients with 1.8% myelomatous PC, 13/21 (62%) had progressed whereas only 
6/21 (29%) did on the  1.8% group. Once more a trend to a decrease in OS was 
found for “1.8% clonal PC pre-ASCT” cases (P  0,08). Most recently, we dem-
onstrated that the persistence of residual clonal PC at day+100 after HDT/ASCT 
could be detected in more than half of MM patients (170/295, 58%)  Most 
importantly, the simple presence or absence of MRD (without the need of estab-
lishing thresholds) after transplantation could separate two groups with clearly dif-
ferent outcome, with a strikingly impact on both PFS (median of 37 vs. 71 months, 
respectively; P  0,0001) and OS (median 89 months vs. not reached, respectively; 
P  0,002). Thus, we confirmed on the largest series (n295) of MRD investiga-
tions performed on MM patients preliminary data obtained on smaller series 
 establishing MFC as a valid tool for both the assessment of MRD and 
prognostication of MM. Concerning an optimal single check-point to perform this 
analysis, these data clearly indicate that in HDT/ASCT based-regimens MFC-
MRD investigations 3 months after ASCT are clinically relevant. Although Liu et 
al showed MFC studies performed previously to stem cell rescue afford prognosti-
cation , its impact is lower when compared to post-ASCT investigations 
. 
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Также в наших исследованиях у 157 больных, для которых имелась иммунофе-
нотипическая информация после индукционной терапии, но перед АТСК, показа-
но, что больные без МОЗ (n = 16, 10%) имели бóльшую ПЖБП (медиана не дос-
тигнута и 43 мес., Р = 0,006; рис. 1А) и ОПЖ (медиана не достигнута и 98 мес., Р = 
0,07; рис. 1В) по сравнению с МОЗ+ случаями (неопубликованные данные). Одна-
ко из-за того, что перед трансплантацией МОЗ не выявляется лишь у небольшого 
числа больных, информация носит ограниченный характер. Кроме того, эти дан-
ные указывают на очень важный аспект трансплантации стволовых клеток, т.е. 
возможность повышения частоты и/или качества ремиссии после индукционной 
терапии. Также анализ данных о 44 больных с ПР после индукции, но положи-
тельным статусом МОЗ, показал, что в группе МОЗ-отрицательных больных (n = 
25, 57%) после АТСК ПЖБП была достоверно больше, чем у пациентов с перси-
стирующим заболеванием (медиана не достигнута и 36 мес., Р = 0,04, соответст-
венно; рис. 2). Эти данные показывают, что АТСК как фактор повышения качества 
ремиссии влияет на исход у больных ММ. Что касается аллотрансплантации, то 
при оценке потенциального влияния трансплантата на миелому для определения 
МОЗ возможно потребуется больше времени после трансплантации, чтобы данные 
этого определения были релевантными [162]. 
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Accordingly, we have seen in our series of 157 patients with immunophenotypic 
information after induction therapy but before ASCT that MRD-negative patients 
(n16, 10%) had an increased PFS (median not reached vs. 43 months, P  0,006; 
Figure 1A) and OS (median not reached vs. 98 months, P  0,07; fig. B) when com-
pared to MRD-positive cases, respectively (unpublished data). However, due to the 
small number of patients with phenotypically undetectable disease prior to transplan-
tation this type of information is somehow limited. Moreover, this data stresses an 
important aspect concerning stem cell transplantation, which is its ability to increase 
the frequency and/or the quality of the post-induction response. Accordingly, a per-
sonal sub analysis of 44 patients who were in CR after induction therapy but still 
MRD-positive showed that; patients who were MRD-negative (N 25, 57%) after 
ASCT had a significantly increased PFS over patients with persistent disease (me-
dian not reached vs. 36 months, P  0,04; respectively – fig. 2). This data indicates 
that the influence of ASCT in improving the quality of response impacts on MM 
patients’ outcome. Regarding allogenic-based therapies, it will probably be necessary 
more time after transplantation for MRD investigations to be relevant, in order to 
fully evaluate the potential graft vs. myeloma effect 

 
 
 
 
 
 
 

 
Рис. 1. Выживаемость без прогрессирования заболевания (ВБП) и общая выжи-
ваемость (ОВ) в зависимости от наличия или отсутствия злокачественных ПЦ по 
данным анализа после индукционной терапии (до АТСК). На рис. А и В показа-
ны значения ВБП и ОВ для больных, включенных в настоящий анализ (n = 157).  
 
Fig. 1. Progression-free survival (PFS) and overall survival (OS) according to the 
presence or absence of malignant PCs assessed post-induction therapy (before 
ASCT). Panels A and B show PFS and OS for patients included in the present analy-
sis (N = 157). 
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Сравнение категорий ремиссии – иммунофенотипическая ПР 
В 1998 г. EBMT предложила новый критерий оценки эффекта при ММ после 

ВДТ/АТСК [163]; также в публикации указано, что по мере появления новых ме-
тодов необходимо проводить повторную оценку и соответствующую модифика-
цию предложенных критериев. Также можно использовать новые методы, если 
предпочтение будет сделано в пользу иммунофиксации как методики, обладающей 
более высокой чувствительностью по сравнению с электрофорезом и в перспекти-
ве более широкой применимостью по всему миру. В связи с этим IMWG предло-
жила определение отношения sFLC как новый метод (и соответственно новую 
категорию) оценки эффекта, однако этот метод недостаточно чувствителен для 
определения МОЗ [164]. Достижение молекулярной ремиссии коррелируют с бо-
лее благоприятным исходом [165-167]. Однако, для повышения чувствительности 
требуется секвенирование и идентификация CDR3 для получения специфических 
праймеров, и с точки зрения обычной клинической практики этот подход является 
более дорогостоящим, занимает много времени и отличается большими трудоза-
тратами, поэтому вряд ли можно ожидать, что многие лаборатории станут приме-
нять его в скором времени [168]. В то же время результаты иммунофенотипирова-
ния можно получить приблизительно через 1 час, и 4-цветная проточная цитомет-
рия считается вполне применимым методом исследования. Sarasquete et al [169] 
показали, что в отношении прогностической значимости оценки МОЗ молекуляр-
ные методы по сравнению с иммунофенотипированием являются частично пере-
секающимися, и это мнение разделяется и другими исследователями [170]. Что 
касается сравнения МПЦ и ИФкс, в исследовании группы из Лидса показано, что у 
33 больных с отрицательным статусом ИФкс после АТСК злокачественные ПЦ 
выявлялись методом МПЦ в 27% (9 из 33) случаев, и в этих случаях медиана 
ПЖБП была статистически значимо меньше, чем в ИФкс-отрицательной/МОЗ-
отрицательной группе (ПЖБП: 20 и 35 мес., соответственно; Р = 0,04) [171]. 
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Рис. 2. Выживаемость без прогрессирования заболевания (ВБП) в зависимо-
сти от наличия или отсутствия злокачественных ПЦ в костном мозге на 100-й 
день после АТСК в подгруппе больных, достигших ПР после индукционной 
терапии. Влияние АТСК на достижение иммунофенотипической ремиссии. 
 
Fig. 2. Progression-free survival (PFS) according to the presence or absence of 
neoplastic PCs in the bone marrow at day 100 post-ASCT in a subgroup of patients 
achieving CR after induction therapy. The influence of ASCT in the achievement 
of an immunophenotypic remission. 
 
 
 
 
 

Comparison of response categories – the immunophenotypic CR 
In 1998 when the European Group for Blood and Marrow Transplant (EBMT) 

proposed a new criteria for evaluating the disease response in MM patients treated 
by HDT/ASCT , they also stated that re-assessment and subsequent modifica-
tion of the proposed criteria would be necessary as new techniques would became 
available. Back then, if the immunofixation was chosen for its higher sensitivity 
over electrophoresis and worldwide potential applicability, at present new tech-
niques could be implemented. Accordingly, the IMWG recently incorporated the 
sFLC ratio evaluation as a new method (and subsequently a new category) to asses 
response, but this is still rather insensitive to detect MRD  The achievement 
of a molecular remission correlates with improved outcome . However, 
to be highly sensitive CDR3 sequencing and identification is required to design 
specific primers and from a clinical routine point of view, this strategy is still ex-
pensive, time/labor consuming and results would not be immediately available in 
most laboratories . In contrast, immunophenotypic results can be obtained in 
approximately one hour and 4-color flow cytometry is still considered affordable. 
Moreover, Sarasquete et al.  showed that the prognostic value of MRD detec-
tion of molecular vs. immunophenotypic techniques is overlapping, a finding re-
cently suggested by others . Concerning the comparison between MFC and 
IFx, the Leeds group showed that in 33 patients who were IFx-negative after 
ASCT, malignant PC were detected by MFC in 27% (9 of 33) and these cases had 
a median PFS significantly poorer compared to the IFx-negative/MRD-negative 
group (PFS: 20 vs 35 months, respectively; P  0,04) .  
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По результатам многофакторного анализа статус ИФкс после трансплантации 

не является независимым прогностическим фактором в отличие от статуса МОЗ, 
определенного методом МПЦ (Р = 0,014) [172]. В публикациях других групп 
также сообщается о выявлении персистирующих фенотипически клональных 
ПЦ у больных с ПР после лечения [173;174], нами показано, что в группе боль-
ных с ПР после АТСК (N = 147) персистирующее МОЗ определялось методом 
МПЦ более чем у трети (53/147, 36%) больных с аналогичным распределением 
по прогностическим подгруппам при сравнении с общим числом больных [175]. 
В данной субпопуляции больных (n = 147) 5-летняя выживаемость без прогрес-
сирования заболевания составила 62% у МОЗ-отрицательных по сравнению с 
30% у МОЗ-положительных больных (n = 53; Р < 0,0001), соответствующие по-
казатели ОВ составили 87 и 59% (Р = 0,009). Анализ после разделения больных 
по подгруппам в зависимости от статуса МПЦ и ИФкс показал, что ПЖБП была 
значимо больше в подгруппах МПЦ/ИФкс и МПЦ/ИФкс по сравнению с под-
группами МПЦ/ИФкс и МПЦ/ИФкс [176]. Важно подчеркнуть, что больные с 
МПЦ/ИФкс (n = 31) имели очень хороший исход, аналогично больным с 
МПЦ/ИФкс, который был статистически значимо более благоприятным по срав-
нению с таковым в подгруппе МПЦ/ИФкс. Это дает основания считать, что раз-
личия результатов иммунофиксации и иммунофенотипирования могли быть 
обусловлены длительным временем полужизни некоторых иммуноглобулинов. 
Мы изучили результаты последующего анализа на парапротеин в группе 
МПЦ/ИФкс, оказалось, что более чем у половины больных М-белок не выявлялся 
(ИФкс) через 6 и более месяцев после АТКС (личные данные). Позднее мы исследо-
вали влияние иммунофенотипической ПР в сравнении с обычной ПР и ПР с нор-
мальным соотношением свободных легких цепей в сыворотке (sFLC), т.е. «строгой 
ПР») у пожилых больных ММ, получавших лечение новыми препаратами (Paiva et 
al., J. Clin. Oncol., 2011), в группе из 102 больных, достигших по крайней мере час-
тичной ремиссии со снижением М-компонента на 70% и более после шести запла-
нированных циклов индукционной терапии. ПР зарегистрирована у 43%, строгая ПР 
– у 30% и ИР – у 30%. В группе строгой ПР не выявлено значительного повышения 
выживаемости по сравнению с группой ПР, тогда как в группе ИР отмечено стати-
стически значимое увеличение ПЖБП и ВДП по сравнению с группой строгой ПР и 
ПР, причем эти результаты были подтверждены данными многомерного анализа 
(HR = 4,1; P = 0,01 для ПЖБП). Различия между тремя методами были общим явле-
нием. Интересно отметить, что все семь больных с ИР, но положительным статусом 
по данным иммунофиксации М-компонент не выявлялся при последующем анализе, 
тогда как в группе МПЦ+ больных с отрицательным статусом по иммунофиксации 
(n = 20) наблюдалась тенденция к раннему исчезновению М-компонента (медиана 3 
мес.). Аналогично у пяти из одиннадцати пациентов со строгой ПР, но положитель-
ным результатом МПЦ, клинически выраженное прогрессирование заболевания 
регистрировалось через период времени с медианой 13 месяцев после индукции.  
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In addition, the multivariate analysis did not retained the IFX status after trans-
plantation as an independent prognostic factor, in contrast to the MRD status by 
MFC (P 0,014) . The detection of persistent phenotypically clonal PC in CR 
patients after treatment have also been reported by others  , and we have re-
cently demonstrated that in a group of patients achieving CR after ASCT (N 147) 
MFC was able to detect persistent MRD in more than 1/3 (53/147, 36%), with a simi-
lar prognostic differentiation when compared to the overall series of patients . 
In this subset of patients (N 147) the 5-year PFS rate was 62% in MRD-negative 
versus 30% in MRD-positive cases (N 53; P 0,0001), and the respective 5-year 
OS rates were 87% versus 59% (P 009). Furthermore, when discriminating pa-
tients according to both MFC and IFx status, PFS was significantly longer in 
MFCIFxand MF/IFx vs MFC/IFx and MFC/IFx It is important to em-
phasize that MFC/IFx patients (n 31) had a very good out-come, similar to 
MFC/IFxpatients and significantly better than MFC/IFxpatients. This suggests that 
the discrepant results between immunofixation and immunophenotyping could be 
due to the long half-life of some immunoglobulins. In fact, we have investigated sub-
sequent paraprotein analysis of the MF/IFx group and more than half of patients 
had negative M-protein (IFx) six months or more after ASCT (personal data). Most 
recently, we investigated the impact of immunophenotypic CR versus conventional 
CR and CR plus normal serum free light chain (sFLC) ratio (“stringent CR”) in eld-
erly multiple myeloma (MM) patients treated with novel agents (Paiva et al., J. Clin. 
Oncol., 2011) in a series of 102 patients achieving at least a partial response with > 
70% reduction in M-component after the six planned induction cycles. 43% of pa-
tients achieved CR, 30% “stringent CR” and 30% IR. Patients in “stringent CR” 
showed no significant survival advantage compared with those in CR, while patients 
in IR showed significantly increased PFS and TTP than those in “stringent CR” or 
CR; this was confirmed by multivariate analysis (HR 4.1; P 0,01 for PFS). Dis-
crepancies between the three techniques were relatively common. Notably, in all 
seven patients achieving IR but remaining immunofixation positive the M-
component disappeared in follow-up analysis. In contrast, MFC positive patients who 
were immunofixation negative (n 20) showed a tendency towards early reappear-
ance of the M-component (median: 3 months). Similarly, in five of eleven “stringent 
CR” but MFC positive patients, symptomatic disease progression was recorded at a 
median of 13 months after induction.  
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Этот анализ показал, что достижение иммунофенотипической ПР коррелирует 
с более высокой выживаемостью без прогрессирования и более продолжительным 
временем до прогрессирования заболевания по сравнению с обычной ПР и строгой 
ПР. Также нами было показано, что эти три метода дают дополняющую друг друга 
информацию, поэтому необходимо разработать более точные критерии оценки 
эффекта при ММ. В совокупности все эти результаты указывают, что достижение 
иммунофенотипической ремиссии обладает большей клинической значимостью, 
чем достижение полной ремиссии, поскольку позволяет выделить группы больных 
с различным исходом [177]. Как подчеркивалось выше, одним из недостатков оп-
ределения ПР является зависимость этого эффекта от исходных клинических и 
биологических характеристик больных, тогда как статус МОЗ по данным МПЦ 
позволяет статистически значимо выделять пациентов с более (МОЗ–) и менее 
(МОЗ+) благоприятным прогнозом независимо от скорости пролиферации злока-
чественных ПЦ (S-фаза), уровней микроглобулинов β2 и статуса заболевания (ISS) 
[178]. Понимая, какую важную роль играет цитогенетика при данном заболевании, 
мы также определяли прогностическое значение статуса МОЗ в разных FISH-
цитогенетических подгруппах риска (рис. 3). В подгруппе стандартного риска (от-
сутствие t(4;14), t(14;16) и del(17р); n = 81) ПЖБП была больше у МОЗ– больных 
по сравнению с МОЗ+ (медиана ПЖБП: не достигнута и 37 мес., Р = 0,001; рис. 
3А) [179]. Интересно, что несмотря на небольшое число больных (n = 16) в группе 
высокого риска [t(4;14), t(14;16), del(17p)], ПЖБП была также больше при МОЗ– 
статусе по сравнению с МОЗ+ (медиана ПЖБП: 30 и 19 мес., Р = 0,07; рис. 3В), 
следовательно, достижение ремиссии по МПЦ является важной целью лечения 
даже в группах высокого риска [180]. Эти факты в совокупности указывают на 
необходимость уточнения критерия оценки эффекта при ММ, который должен 
включать с настоящего времени и далее новый – иммунофенотипический – статус. 
Мы изучили вопрос о том, какой прогностический фактор способен проспективно 
идентифицировать больных с неустойчивой ПР, т.к. это обстоятельство четко ас-
социируется с негативным исходом (медиана общей продолжительности жизни 39 
мес.). Оказалось, что наличие цитогенетических показателей высокого риска по 
FISH (HR = 17,3; P = 0,002) и персистенция МОЗ по данным МПЦ на 100-ый день 
после ВДТ/АТСК (HR = 8,0; P = 0,005) являются единственными независимыми 
факторами предсказания неустойчивой ПР. Следовательно, эти два показателя 
позволяют идентифицировать больных в ПР с высоким риском раннего прогрес-
сирования после ВДТ/АТСК, в лечении которых можно попробовать использовать 
новые препараты (Paiva et al., Blood, 2012).  

 
Последующий мониторинг  
минимального остаточного заболевания при миеломе 
В научном сообществе исследователей миеломы крепнет убеждение в том, что 

основной целью лечения на ближайшее будущее является перевод этого неизлечи-
мого заболевания в хроническое состояние (особенно у лиц из группы низкого риска).  
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This analysis showed that achieving an immunophenotypic CR translates into supe-
rior PFS and TTP compared with conventional CR or “stringent CR”. Moreover, we 
have found that these techniques provide complementary information and thus, an ef-
fort should be made to refine response criteria in MM. Altogether, these results clearly 
indicate that achieving an immunophenotypic remission is clinically more meaningful 
that achieving a complete remission, as it can better discriminate MM patients with a 
significantly different outcome  As stressed above, one of the pitfalls pointed to 
the value of CR is that it seems to be dependent of the base-line clinical and biological 
picture of patients. In contrast, the MRD status by MFC significantly differentiates 
patients with a more favorable (MRD-negative) or adverse (MRD-positive) prognosis 
irrespectively of the malignant PC rate of proliferation (S-phase), 2-microglobulin 
levels and disease status (ISS) . Moreover, and knowing the major role that cyto-
genetics play in this disease, we have also evaluated the prognostic value of the MRD 
status in different FISH-cytogenetic risk subgroups (fig. 3). Among standard-risk pa-
tients (absence of t(4;14), t(14;16), and del (17p); n 81), those who were MRD-
negative had longer PFS compared with MRD-positive patients (median PFS: not 
reached vs 37 months, P 0,001; fig. 3A Although the number of high-risk 
patients t(4;14), t(14;16), or del(17p) was small (N 16), interestingly those who 
achieved MRD-negative status also had longer PFS compared with MRD-positive pa-
tients (median PFS: 30 vs 19 months, P  0,07; fig. 3B), indicating that the achieve-
ment of MFC remission is an important goal even among patients with high-risk cyto-
genetics  Altogether, these findings support the need of a refinement of the MM 
criterion of response, that should include from now on this new – immunophenotypic 
remission – status. In fact, we have recently investigated which prognostic markers can 
prospectivelly identify patients with unsustained CR since these are clearly associated 
with a dismal outcome (median overall survival: 39 months). We have found that the 
presence of baseline high-risk cytogenetics by FISH (HR 17.3;P 0002), and persis-
tent minimal residual disease by multiparameter flow cytometry at day+100 after 
HDT/ASCT (HR  8.0; P  0,005) were the only independent factors predicting unsus-
tained CR. In consequence, these two parameters may help to identify patients in CR at 
risk of early progression after HDT/ASCT in whom novel treatments should be inves-
tigated (Paiva et al., Blood, 2012). 

 
 
 
 
Minimal residual disease sequential monitoring in myeloma 
It is the general feeling in the myeloma scientific community that turning this 

incurable disease into a chronic one (especially in low-risk patients) is a line in the 
near horizon.  
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Хорошо известно, что это возможно только в случае достижения высоко-
качественной устойчивой ремиссии. Соответственно, в последнем исследо-
вании группы из Арканзаса показано, что для достижения длительной ремис-
сии важнее поддерживать ПР, а не достичь ее как можно раньше [181]. По-
этому необходимо определить режимы персонализированной поддерживаю-
щей терапии на основании индивидуальных уровней остаточного заболева-
ния, а для этого необходимы методы, которые были бы одновременно высо-
кочувствительными и легко осуществимыми. В этой связи некоторые иссле-
дования последовательного определения МОЗ молекулярными методами по-
казали, что этот вид анализа обладает значительной прогностической ценно-
стью [182;183]. Однако, эти исследования проводились в небольших группах 
больных, что отражает незначительную степень их применимости и делает 
МПЦ привлекательным инструментом оценки эффекта лечения в течение 
длительного периода времени. Мы показали, что иммунофенотипирование 
является эффективным методом определения МОЗ при миеломе на разных 
этапах лечения и что полученные этим методом результаты связаны с выжи-
ваемостью [184].  
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Рис. 3. Выживаемость без прогрессирования заболевания (ВБП) в зависимости 
от наличия или отсутствия злокачественных ПЦ в костном мозге на 100-й день 
после АТСК. На рис. А и В показана ВБП в группе стандартного (N = 81) и 
высокого (N = 16) риска соответственно по данным FISH-цитогенетического 
исследования. Цитогенетические показатели группы высокого риска – любые 
t(4;14), t(14;16) и del(17p); группа стандартного риска – все прочие случаи. 

 
Fig. 3. Progression-free survival (PFS) according to the presence or absence of 
clonal PCs in the bone marrow at day 100 post-ASCT. Panel A and B show PFS 
for standard-risk (N = 81) and high-risk (N = 16) patients according to FISH-
cytogenetics, respectively. High-risk cytogenetics included any t(4;14), t(14;16), 
and del(17p); standard-risk cytogenetics included all other cases. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

It is also well known that this will only be possible if high quality and sustained 
remissions are achieved. Accordingly, a recent study from the Arkansas group ele-
gantly showed that for prolonged survival in myeloma, most important than fastly 
achieve a CR is to sustain it . Thus, patient-specific maintenance therapies 
should be determined based on individual levels of residual disease, and this will 
require techniques that can be simultaneously high-sensitive and easily applicable. 
In this regard some molecular-based sequential MRD studies have demonstrated 
that this type of analysis affords valuable prognostication  However, 
these studies were performed in small series reflecting the low applicability of this 
technique, highlighting  MFC as an attractive tool in long-term evaluation of pa-
tients response. Accordingly, we have recently demonstrated that immunopheno-
typing is an effective approach to detect MRD in myeloma patients at different 
stages of treatment, and how it reflects on survival . 
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Результаты мониторинга в 2 временных точках (перед АТСК и через 100  дней по-
сле АТСК) показали, что больные, у которых определялся эффект лечения на ранних 
сроках, и которые могут достичь иммунофенотипической ремиссии в ранние сроки 
после индукции, имеют более благоприятный прогноз по сравнению с лицами, дос-
тигшими этого статуса только после АТСК, и очевидно более благоприятный прогноз 
по сравнению с лицами, леченными без эффекта [185]. Такие больные, устойчивые к 
ХТ, должны включаться в группу повышенного риска и становиться кандидатами на 
экспериментальную терапию. Интересно отметить, что эти результаты не только ука-
зывают на целесообразность применения МПЦ при последующем мониторинге ММ, 
но также подчеркивают, что качество ремиссии в результате индукционной терапии по 
данным иммунофенотипирования влияет на конечный исход заболевания. 

 
Мониторинг материала стволовых клеток 
СК ПК являются предпочтительным материалом для АТСК, т.к. их применение ас-

социируется с более быстрым восстановлением гемопоэза [186] и их легко получить 
[187; 188]. Нами [189] и другими исследователями [190; 191] было показано, что ПК 
менее контаминирована ПЦ, чем КМ. Эти работы проведены из-за опасения, что мате-
риал СКПК может быть контаминирован злокачественными ПЦ, присутствующими в 
кровотоке. Не вызывает удивления также тот факт, что эти исследования  [192-198] 
показали присутствие неопластических ПЦ в значительном количестве материала 
СКПК (16-52%). Причем, как молекулярное, так и иммунофенотипическое выявление 
остаточных ПЦ в аферезных образцах, по-видимому, коррелируют с исходом [197-
199]. Таким образом, несмотря на то, что, по общему мнению, материал СКПК обычно 
контаминирован, в лечении больных множественной ММ большую помощь может 
оказать количественное определение циркулирующих опухолевых клеток.  

 
Заключение 
 
В последние годы парадигма лечения ММ претерпела значительные изменения. 

Применение новых препаратов и потенциальное использование еще более новых сде-
лает реальной индивидуализацию лечения на основе точного определения эффекта. В 
обзоре большое внимание уделено релевантности определения МОЗ при миеломе; 
показано также, что МПЦ можно считать методом выбора для такого определения. 
Иммунофенотипические методы определения МОЗ позволяют проводить сравнение 
эффективности различных лечебных подходов, подбирать индивидуальные режимы 
поддерживающей терапии и оценивать их эффективность в режиме непрерывного 
мониторинга. Показано, что достижение иммунофенотипической ремиссии обладает 
прогностической ценностью для ПЖБП и общей ПЖ, а также является наиболее реле-
вантным прогностическим фактором у больных, которые являются кандидатами на 
АТСК. В этой связи IMWG недавно пересмотрела категорию сПР, для которой теперь 
требуется отсутствие МОЗ по данным > 4-цветной МПЦ, и мы с нетерпением ожидаем 
результатов многочисленных и хорошо спланированных клинических исследований. 
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Based on two specific monitoring-points (prior to- or at day 100 after- ASCT) our re-
sults showed that early responders, able to promptly achieve an immunophenotypic re-
mission after induction had an improved outcome when compared to patients that were 
only able to achieve that status after ASCT, and obviously a better outcome when com-
pared to cases that did not respond at all.. Such chemoresistant patients should be 
considered a high-risk subgroup and candidates for experimental therapies. Interestingly, 
these results not only support the use of MFC in the sequential monitoring in MM but 
also stress the fact that the quality of response to induction therapy – when immunophe-
notypically assessed – influences the final outcome in this disease. 

 
 
 
Monitoring of stem cell harvests 
Peripheral blood (PB) stem cells (SC) are the preferred source for ASCT since 

their use is associated with more rapid hematopoietic reconstitution  and are 
easy to collect  Moreover, we  and others  reported that 
PB is less contaminated with PC than BM harvests. Obviously, these studies have 
taken place due to the major concern that reinfunded PBSC harvest could be con-
taminated with malignant circulating PC. Unsurprisingly, these studies also showed 
that a consistent number of PBSC harvests () are contaminated with neoplas-
tic PC  Moreover, both molecular and immunophenotypic detection of 
residual PC in aphaeresis samples seems to correlate with outcome . Thus, 
although the general feeling is that PBSC harvests will usually be contaminated, the 
quantification of the circulating tumor burden may be of help in the management of 
multiple myeloma patients. 

 
Concluding remarks 
 
The paradigm of the myeloma treatment has impressively changed in recent years. 

The introduction of novel agents and the potential future incorporation of other drugs 
will turn tailored therapies based on patients’ on-set depth of response a reality. This 
review has highlighted the clinical relevance of MRD investigations in myeloma and 
showed how MFC should be considered the method of choice to perform them. Im-
munophenotypic MRD-studies can help to compare the efficacy of different treatment 
strategies, design patient-specific maintenance approaches and evaluate them in a se-
quential monitoring fashion. Moreover, the achievement of an immunophenotypic re-
mission has prognostic value for both PFS and OS, and is one of the most relevant 
prognostic factors in patients eligible to autotransplantation. Accordingly, the IMWG 
most recently updated their sCR response category that now also requires absence of 
MRD detected by  4 color MFC, and it will be exciting to see its use in this era of 
innumerous and well designed clinical trials. 
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Абстракт 
 
Количественное определение и характеристика циркулирующих опухолевых 

клеток (ЦОК) в периферической крови и диссеминированных опухолевых кле-
ток (ДОК) в костном мозге позволяет получить важную прогностическую ин-
формацию и проводить мониторинг эффективности терапии. Современные ме-
тоды анализа не позволяют различать апоптотические и жизнеспособные 
ЦОК/ДОК, однако теперь появилась возможность применить новый метод им-
муноферментного анализа EPISPOT, который способен определять белки, секре-
тируемые/активно выделяемые из одиночных эпителиальных раковых клеток. 
Клетки культивируют в течение небольшого времени на мембране с покрытием 
из антител, которые захватывают эти секретированные/выделенные белки, и эти 
белки затем детектируются вторичными антителами, меченными флюорохро-
мом. При раке молочной железы определяли выделение цитокератина-19 (СК19) 
и муцина-1 (MUC1); показано, что во многих случаях жизнеспособные ДОК оп-
ределяются даже при визуально локализованных опухолях (стадия М0 54%). 
Предварительные данные свидетельствуют, что наличие ДОК, выделяющих 
СК19, ассоциируется с неблагоприятным прогнозом. Также изучены ЦОК или 
СК19-секретирующие клетки (СК19-СК) в периферической крови у больных 
раком молочной железы стадии М1; показано, что наличие СК19-СК является 
фактором неблагоприятного прогноза. При раке простаты в качестве маркера 
использовали секрецию ПСА; исследование показало, что значительная часть 
ЦОК секретирует фактор роста фибробластов-2 (FGF2) – известный фактор роста 
стволовых клеток. Также EPISPOT дает возможность выявлять и характеризовать 
жизнеспособные ЦОК/ДОК у онкологических больных, может использоваться при 
многопараметрическом анализе для определения белкового «отпечатка пальцев» 
ЦОК/ДОК. Детектирование и характеристика этих клеток позволит сделать еще 
один шаг на пути к индивидуализации антиметастатической терапии. 
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Abstract 
 
The enumeration and characterization of circulating tumor cells (CTC) in the 

peripheral blood and disseminated tumor cells (DTC) in bone marrow may provide 
important prognostic information and might help to monitor the efficacy of ther-
apy. Since current assays cannot distinguish between apoptotic and viable 
CTC/DTC, it is now possible to apply a novel ELISPOT assay (designated 
‘EPISPOT’) that detects proteins secreted/released/shed from single epithelial can-
cer cells. Cells are cultured for a short time on a membrane coated with antibodies 
that capture the secreted/released/shed proteins which are subsequently detected by 
secondary antibodies labeled with fluorochromes. In breast cancer, we measured 
the release of cytokeratin-19 (CK19) and mucin-1 (MUC1) and demonstrated that 
many patients harbored viable DTC, even in patients with apparently localized 
tumors (stage M0: 54%). Preliminary clinical data showed that patients with DTC-
releasing CK19 have an unfavorable outcome. We also studied CTC or CK19-
secreting cells in the peripheral blood of M1 breast cancer patients and showed that 
patients with CK19-SC had a worse clinical outcome. In prostate cancer, we used 
prostate-specific antigen (PSA) secretion as marker and found that a significant 
fraction of CTC secreted fibroblast growth factor-2 (FGF2), a known stem cell 
growth factor. In conclusion, the EPISPOT assay offers a new opportunity to detect 
and characterize viable CTC/DTC in cancer patients and it can be extended to a 
multi-parameter analysis revealing a CTC/DTC protein fingerprint. Detection and 
characterization of these cells will contribute to more “tailored” and personalized 
anti-metastatic therapies. 
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Введение 
 
До настоящего времени основными методами выявления ЦОК/ДОК были 

иммуноцитологические (иммуноцитохимический, проточная цитометрия и 
EPISPOT) и молекулярно-биологические (RT-PCR) методы1-2]. Общим недос-
татком обоих подходов является невозможность различения жизнеспособных и 
апоптотических клеток. В последнее время появился новый метод анализа 
ЦОК/ДОК, позволяющий проводить это важное различие [3-7]. Этот метод на-
зывается EPISPOT (EPithelial ImmunoSPOT). Эта технология представляет собой 
часть расширенного спектра диагностических методов, которые позволяют ха-
рактеризовать единичные клетки с особыми свойствами благодаря их реакции с 
МКА тип и биологические характеристики клеток-мишеней, эти антитела ис-
пользуют в комбинации. Чаще всего для выявления и сортировки редких попу-
ляций клеток используют проточную цитометрию. Однако этот метод обычно не 
обладает достаточной чувствительностью для детектирования ЦОК, концентра-
ция которых в крови составляет 10-6–10-8, если не используются новые специали-
зированные системы. Помимо этого ЦОК можно выявлять по секреции белков-
маркеров. Секретируемые цитокины можно идентифицировать вокруг интере-
сующих клеток кратковременного культивирования in vitro – это позволяет сде-
лать метод иммуноферментного спот-анализа (ELISPOT). EPISPOT представляет 
собой модификацию технологии ELISPOT; этот метод позволяет идентифициро-
вать единичные жизнеспособные эпителиальные опухолевые клетки по их сек-
реции или выделению специфических маркеров (эпителиальный маркер СК19; 
тканеспецифичный маркер ПСА; фактор роста стволовых клеток FGF-2; опухо-
левые маркеры MUC1 или CA15-3 и HER2). При использовании метода 
EPISPOT требуется этап обогащения за счет истощения нормальных окружаю-
щих CD45 гематопоэтических клеток, что позволяет избежать систематической 
ошибки в отборе опухолевых клеток. 

В работе представлены принципы обогащения ЦОК и применения двой-
ных методов флуороСК19/MUC1- и CK19/HER2-EPISPOT для выявления и 
характеристики ЦОК при раке молочной железы, а также двойного метода 
флуороPSA/FGF2-EPISPOT при раке простаты.  

 
Обогащение ЦОК 
В связи с тем, что ЦОК присутствуют в крови в очень малых концентра-

циях – одна опухолевая клетка на несколько миллионов гематопоэтических 
клеток, обычно на первом этапе требуется процедура обогащения. Как метод 
детектирования, EPISPOT может в принципе комбинироваться с любой про-
цедурой обогащения ЦОК. Однако клетки должны оставаться живыми, и 
фиксация клеток не допускается. Техника обогащения включает большую 
панель технологий, в основе которых лежат различные свойства ЦОК, отли-
чающие их от окружающих нормальных гематопоэтических клеток:  
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Introduction 
 

Up to now, immunocytological (immunocytochemistry, flow cytometry and the 
EPISPOT Assay) and molecular biology (reverse-transcription-polymerase chain 
reaction,RT-PCR) methods are the main approaches used to detect CTC/DTC [1-
2]. A drawback of both approaches is that they are usually unable to distinguish 
between viable and apoptotic cells. Recently, a new technique that allows this im-
portant discrimination was introduced for CTC/DTC analyses [3-7]. This technique 
was designated EPISPOT (i.e, EPithelial ImmunoSPOT). This technology is part 
of the extended range of diagnostic methods by which single cells with particular 
features are characterized by the virtue of their reactivity with monoclonal antibod-
ies. Frequently, these antibodies are used in combination to recognize the type and 
biologic characteristics of the target cell. The most frequently used approach to 
detect and sort rare cell populations is flow cytometry. However, this approach is 
usually not sensitive enough to detect CTC occurring at frequencies of 10-6 to 10-8 
in blood unless new specialized systems are employed. Alternatively, CTC can be 
detected by the secretion of marker proteins. The secreted cytokines can be identi-
fied after a short term culture in vitro around the cells of interest as enzyme-linked 
immunospot (ELISpot test). The EPISPOT assay is an adaptation of the ELISPOT 
technology when single viable epithelial tumor cells are identified by their secre-
tion, release or shedding of specific markers (i.e., epithelial marker: CK19; tissue-
specific marker: PSA; stem cell growth factor: FGF-2; tumor markers: MUC1 or 
CA15-3 and HER2). The enrichment step used with the EPISPOT assay is a deple-
tion of the normal surrounding CD45 hematopoietic cells which avoids bias of tu-
mor cell selection.  

Here we describe the principles of CTC enrichment and the application of dual 
fluoroCK19/MUC1-  CK19/HER2-EPISPOT assays for the detection and charac-
terization of CTC in breast cancer, and dual fluoroPSA/FGF2-EPISPOT assay in 
prostate cancer.  

 
 
 
 
CTC enrichment 
As CTC occur at very low concentrations of one tumor cell in the background 

of millions of hematopoietic cells, a first step of enrichment is usually required. 
Being a detection method, the EPISPOT assay can be combined, in principle, to 
any kind of CTC enrichment step. However, cells must remain viable and cell fixa-
tion must be avoided. It includes a large panel of technologies based on the differ-
ent properties of CTC that distinguish them from the surrounding normal hemato-
poietic cells: 
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 физические (размер, плотность, электрический заряд, деформируемость); 
 биологические (экспрессия белков на поверхности клетки, жизнеспо-

собность и инвазивная способность [8]).  
Большинство современных технологий основано на экспрессии молекулы 

адгезии эпителиальных клеток (ЕрСАМ); однако учитывая, что эпителиаль-
но-мезенхимальный переход может происходить в частности в процессе дис-
семинации клеток, новые технологии позволяют детектировать также и Ер-
САМ– ЦОК. 

До настоящего времени метод EPISPOT комбинировали главным образом 
с истощением CD45+ клеток с использованием системы RosetteSep (StemCell 
Technology, Ванкувер, Канада), позволяющей избегать прямого контакта с 
клетками-мишенями и изучать ЕрСАМ– ЦОК (рис. 1а; см. вклейку). 

В самом деле, истощение нормальных гематопоэтических клеток, которые 
являются CD45+ клетками, позволит избежать систематической ошибки на 
основании экспрессии ЕрСАМ, на первом этапе выявления ЦОК. За счет это-
го повышается скорость восстановления ЦОК даже при том, что чистота 
больше не является высокой. Однако ЕрСАМ– ЦОК все еще являются со-
ставной частью последующих этапов детектирования при использовании 
технологии EPISPOT. Показано, что ЦОК могут проходить ЭМП и утрачи-
вать эпителиальные свойства. Кроме того, такие ЦОК могут приобретать 
свойства стволовых клеток, в том числе способность метастазировать в отда-
ленные органы. В связи с этим, важно не ограничиваться на этапе обогаще-
ния только одним белком с потенциально сниженной экспрессией и опреде-
лять всю субпопуляцию ЦОК. 

 
Определение ЦОК 
В технологии EPISPOT нитроцеллюлозные мембраны планшетов EPISPOT 

покрыты антителами к специфическому белковому маркеру (рис. 1б). В каж-
дую лунку планшета засевают клетки и культивируют в течение 24–48 ч. На 
этом инкубационном этапе секретируемые специфические белки непосредст-
венно оседают на мембране с покрытием из антител. Затем клетки смывают, 
определяют специфический белковый маркер при помощи вторичных антител, 
конъюгированных с флюорохромом.  

Полученные иммуноферментные пятна пересчитывали при помощи съемки 
на видеокамеру и компьютерного анализа (KS ELISPOT, Carl Zeiss Vision): 
одно пятно соответствует «отпечатку пальцев» одной жизнеспособной клетки, 
секретирующей белок.  

Этот метод анализа является количественным (подсчитывают число пятен) 
и качественным – изученные белки хорошо определены в контексте солидных 
опухолей, что позволяет охарактеризовать фенотип ЦОК/ДОК. 

Разработан двойной флюоресцентный метод EPISPOT, который позволяет 
определять ЦОК по секреции двух различных белков. 
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 physical (size, density, electric charges, deformability);  
 biological properties (surface protein expression, viability and invasion ca-

pacity) [8].  
Most of the current technologies are still based on epithelial cell adhesion 

molecule (EpCAM) expression; however, due to the assumption that an Epithelial-
to-Mesenchymal Transition may occur in particular during tumor cell dissemina-
tion, new emerging technologies try to capture also EpCAM-negative CTC.  

Up to now, the EPISPOT assay was mostly combined with a depletion of 
CD45-positive cells using the RosetteSep system (StemCell Technology, Vancou-
ver, Canada), avoiding direct contact with the target cells and allowing the study of 
EpCAM-negative CTC (fig. 1a; see inset).  

Indeed, using a depletion of the normal hematopoietic cells that are all CD45 
cells will avoid a bias based on the expression of EpCAM at the first step of the 
CTC-detection. This allows a high recovery rate of the CTC, even though the pu-
rity is not high anymore. However, EpCAM-negative CTC will be still part of the 
subsequent detection step of the EPISPOT assay. Indeed, it had been shown that 
CTC might undergo an epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) and down-
regulate its epithelial features. In addition, these CTC have a gain of stem-cell 
properties with the ability to develop metastases in distant sites. Thus, it is impor-
tant not to base the enrichment step on only one potentially down-regulated protein 
and to detect all sub-set of CTC. 

 
 
CTC detection 
CTC can be detected by different ways: molecular biology (real time RT-PCR) 

and immunocytological methods (immunocytochemistry, flow cytometry and the 
EPISPOT assay). This chapter will focus only on the EPISPOT technology. 

Concerning the EPISPOT procedure, the nitrocellulose membranes of the 
ELISPOT plates are coated with an antibody against a specific protein marker 
(Figure 1b). Then, cells are seeded in each well and cultured for 24 to 48 hours. 
During this incubation step, the specific secreted proteins are directly captured on 
the antibody-coated membrane.  

Next, cells are washed off and the specific protein marker is detected by a sec-
ond antibody conjugated with a fluorochrome. Immunospots are counted by video 
camera imaging and computer assisted analysis (KS ELISPOT, Carl Zeiss Vision): 
one immunospot corresponds to the fingerprint of one viable marker protein-
secreting cell.  

This assay is quantitative – the immunospots are counted – and qualitative – the 
proteins studied are well defined in the context of solid tumors, allowing the phe-
notypic characterization of the CTC/DTC.  

Dual fluorescent EPISPOT assay were quickly developed to target CTC 
through the secretion of two different proteins. 
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Определение жизнеспособных и неапоптотических ЦОК/ДОК 
Как показано ранее, для того, чтобы сформировать иммуноферментные 

пятна жизнеспособные клетки должны накопить значительное количество 
выделенных белков-маркеров в процессе культивирования клеток in vitro при 
проведении анализа EPISPOT, поэтому умирающие клетки при анализе не 
выявляются [3; 9]. Важно отметить: для того, чтобы создать наилучшие усло-
вия, клеточная культуральная среда обогащается различными факторами 
роста, как описано ранее для определения клеточных линий ДОК [10]. 

Нами проведены дополнительные опыты с применением лекарственных 
средств, они показали, что только функционирующие ЦОК/ДОК способны 
формировать иммуноферментные пятна. Так, добавление Брефелдина А или 
циклогексимидина в течение короткого периода культивирования клеток при 
анализе EPISPOT приводило к подавлению образования иммуноферментных 
пятен, подтверждая, что определяются только жизнеспособные ЦОК/ДОК 
(данные не показаны). Еще одним важным наблюдением было то, что размер 
иммуноферментных пятен оказался значительно крупнее размера одной 
клетки (рис. 2). Таким образом, невозможно выделить остаточную нежизне-
способную опухолевую клетку на мембране из иммуноферментного пятна de 
novo, образованного за счет непрерывного выделения белка жизнеспособны-
ми опухолевыми клетками, культивированными в течение 48 ч. В дополнение 
следует отметить, что модификация стандартной культуральной среды путем 
добавления специфических факторов роста может изменить поведение опу-
холевых клеток. Это проявляется в различном размере и числе иммунофер-
ментных пятен, как показано на рис. 3. 

 
Клинические и трансляционные корреляции 
Рак молочной железы. При раке молочной железы в качестве белков-маркеров 

используют муцин-1 (MUC1) и цитокератин-19 (СК19)[11]. MUC1 является мем-
брано-связанным муцином с гиперэкспрессией на клетках РМЖ и аберрантным 
гликозилированием в этих клетках. MUC1 может расщепляться, выделяться из 
клеток и определяться в сыворотке онкологических больных (опухолевый маркер 
СА15-3); 12-14. СК19 – один из трех основных кератинов наряду с СК8 и СК18, 
присутствует в простом и многослойном эпителии, а также в злокачественных 
опухолях; показана его гиперэкспрессия на клетках таких первичных эпителиаль-
ных опухолей как РМЖ, РТК, рак легкого и ГЦР [15-16], но не на нормальных 
мезенхимальных гематопоэтических клетках. MUC1-секретирующие клетки (СК) 
определяются в крови при всех запущенных метастатических РМЖ, однако у здо-
ровых доноров из контрольной группы эти клетки не определялись [3]. Кроме то-
го, MUC1 слабо экспрессировался нормальными активированными В-
лимфоцитами. Но, экспрессия этого маркера на нормальных и опухолевых клетках 
существенно различалась. Можно было четко определить граничный размер 
MUC1-иммуноферментных пятен, сформированных опухолевыми клетками [3]. 
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Detection of viable and not apoptotic CTC/DTC 
As previously shown, viable cells need to accumulate a sufficient amount of the 

released marker proteins during the in vitro cell culture of the EPISPOT assay to 
form immunospots and dying cells are therefore not detected using this assay [3; 
9]. To be in the best conditions, it is important to notice that the cell culture me-
dium is enriched with different growth factors, as it has been already described for 
the establishment of DTC cell lines [10]. Moreover, we performed additional drug 
experiments to show that only functional CTC/DTC are able to give rise to immu-
nospots. Indeed, the addition of Brefeldin A or cycloheximide during the short-
time cell culture step of the EPISPOT assay showed a clear inhibition of the im-
munospot formation, confirming that only viable CTC/DTC are detected (data not 
shown). Another important observation is the size of the immunospots, signifi-
cantly bigger than that of a single cell (fig. 2). Thus, there is no doubt to distin-
guish a residual non-viable tumor cell on the membrane from a de novo immuno-
spot established by continuous protein secretion of viable tumor cells cultured over 
48 hours. In addition, the modification of the standard culture medium with the 
addition of specific growth factors could modify the behavior of tumor cells, ob-
served by differences in the size and the number of spots as shown by the fig. 3. 

 
 
 
 
 
 
 
Clinical and translational leads 
Breast cancer. In breast cancer, mucin-1 (MUC1) and cytokeratin-19 (CK19) 

were used as marker proteins [11]. MUC1 is a membrane-bound mucin overex-
pressed and aberrantly glycosylated in breast carcinoma cells. MUC1 is cleaved, 
shed, and can be detected in the serum of cancer patients (tumor marker CA15-3) 
[12-14]. CK19, one of the three main keratins besides CK8 and CK18, is found in 
simple or stratified epithelium and in carcinomas, and it has been demonstrated to 
be abundantly expressed in primary epithelial tumors such as breast, colon, lung 
and hepatocellular cancer cells [15-16], but not in normal mesenchymal hemato-
poietic cells. 

MUC1-releasing cells (RC) were detected in blood of all advanced metastatic 
breast cancer patients analyzed, whereas such cells were not observed in healthy 
controls [3]. In fact, MUC1 was also weakly released by normal activated B lym-
phocytes, however, there was a significant difference between the release of 
MUC1 by tumor and normal cells and we could define a clear cut-off for the size 
of the MUC1-immunospots obtained from tumor cells [3]. 
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Таким образом, подсчет MUC1- и СК19-СК позволил определить жизне-
способные ДОК в костном мозге у 90 и 54% больных РМЖ с определяемыми 
отдаленными метастазами и без таковых соответственно [11]. Эти значения 
согласуются с результатами, полученными при использовании чувствитель-
ной RT-PCR [17]. Интересно отметить, что число ДОК у лиц со стадией забо-
левания М1 было статистически значимо выше, чем при стадии М0 (общее 
число ДОК 3604 и 689; медиана 103 и 1; среднее число 180 и 19; диапазон 08-
13 и 02-62 для М1 по сравнению с М0), однако большинство ДОК, определен-
ных у больных с М0, имели фенотип СК19+ MUC1 и могли иметь свойства 
стволовых клеток [11;18]. Очень важно отметить, что больные РМЖ с СК19-
СК имели неблагоприятный клинический исход, обусловленный развитием 
(больные с М0) или прогрессированием (больные с М1) метастазов, тогда как 
клинических корреляций с MUC1-СК не обнаружено [19]. Однако для под-
тверждения этих предварительных данных необходимо провести крупное 
исследование. 

В качестве белка-маркера также используют HER2. HER2 принадлежит 
семейству рецепторов эпидермального фактора роста (EGFR). Амплифика-
ция гена или гиперэкспрессия этого белка играют важную роль в патогенезе 
и прогрессировании определенных агрессивных типов РМЖ, поэтому этот 
белок является важным биомаркером и мишенью таргетной терапии при 
РМЖ. Разработан тест HER2-EPISPOT, в котором используются клетки РМЖ 
линии ВТ474 (рис. 4). Нами подсчитано число ЦОК, выделяющих HER2, в 
крови 194 больных РМЖ стадии М1, для чего применялся двойной имму-
нофлюоресцентный тест EPISPOT-CK19/HER2. Показано, что:  

1. СК19-СК, определенные как ЦОК, присутствовали у 115/194 (59,3%) 
больных, однако всего 4 из 115 (3,5%) имели ЦОК, выделяющие HER2; 
2. клинический исход был неблагоприятным для больных РМЖ стадии 
М1 с СК19-СК в крови по сравнению с больными, у которых ЦОК не оп-
ределялись (р = 0,0164). В заключение отметим, что жизнеспособные 
ЦОК при метастатическом РМЖ могут секретировать HER2, однако эта 
субпопуляция ЦОК встречается очень редко.  
При этом СК19-СК могут составлять очень важную и биологически актив-

ную субпопуляцию ЦОК. Идентификация терапевтически значимых мишеней, 
таких как HER2, может способствовать более правильному отбору больных 
для назначения таргетной терапии. При РМЖ HER2 является наиболее пер-
спективной мишенью для биологической терапии с использованием гуманизи-
рованных МКА к HER2. В настоящее время все больные проходят стратифи-
кацию для получения трастузумаба только по данным анализа первичной опу-
холи. Однако, как показали последние публикации, HER2-положительные 
ДОК/ЦОК могут определяться также и у больных с HER2-отрицательными 
первичными опухолями [20-23], и значит – возможностями терапии, направ-
ленной против HER2, могут воспользоваться и другие больные.  
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Thus, the enumeration of both MUC1- and CK19-RC allowed the detection of 
viable DTC in bone marrow of 90% and 54% of breast cancer patients with and 
without overt distant metastasis, respectively [11]. These incidences are in the 
range of those obtained with sensitive RT-PCR-based techniques [17]. Interest-
ingly, M1-patients had significantly higher DTC counts than M0-patients (Total 
nDTC: 3604 vs 689; Median: 103 vs 1; Mean: 180 vs 19; Range: 0-813 vs 0-262, 
for M1 vs M0), but most of the DTC detected in M0 patients showed the 
CK19+MUC1- phenotype and may have stem-like properties [11; 18]. Most impor-
tantly, breast cancer patients with CK19-RC had an unfavorable clinical outcome 
due to the occurrence (M0-patients) or progression (M1-patients) of metastasis, 
whereas no clinical relevance was found with MUC1-RC [19]. However, these 
preliminary data need to be confirmed in a larger study. 

In addition, HER2 has been used as a protein marker. HER2 is a member of the 
epidermal growth factor receptor (EGFR) family. Amplification or over-expression 
of this gene has been shown to play an important role in the pathogenesis and pro-
gression of certain aggressive types of breast cancer and it has evolved to become 
an important biomarker and target of therapy for the disease. A HER2-EPISPOT 
assay has been developed using the BT474 breast cancer cell line (fig. 4). We enu-
merated CTC releasing HER2 in the blood of 194 M1-breast cancer patients by 
performing a dual fluoroEPISPOT-CK19/HER2 assay. We showed that:  

1. 115/194 (59.3%) patients had CK19-RC defined as CTC with only 4/115 
(3.5%) patients who had HER2-releasing CTC;  

2. M1-breast cancer patients with CK19-RC in their blood had an unfavorable 
clinical outcome compared to patients with no CTC (p = 0.0164). In con-
clusion, viable CTC in metastatic breast cancer can release HER2, how-
ever, this subpopulation of CTC is very rare. Moreover, CK19-RC might 
be an important and biological active subset of CTC. 

The identification of therapeutically relevant targets such as HER2 may con-
tribute to a better selection of cancer patients for targeted therapies. In breast can-
cer, HER2 has become the most prominent target for biological therapy with a hu-
manized anti-HER2 monoclonal antibody. Currently, all patients are stratified to 
trastuzumab therapy by primary tumor analysis only. However, recent reports have 
shown that HER2-positive DTC/CTC can be detected also in patients with HER2-
negative primary tumors [20-23], suggesting that additional patients could benefit 
from HER2-directed therapies. 
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Наличие HER2+ ДОК и ЦОК коррелировало с неблагоприятным прогнозом 
при РМЖ и раке пищевода [20; 24-25], установлено также, что амплификация 
HER2 может появляться в процессе прогрессирования онкологического забо-
левания [26]. Таким образом, оценка статуса HER2 ДОК и ЦОК позволяет по-
лучить ценную информацию для лечения онкологических больных. Продол-
жающиеся в настоящее время клинические исследования позволят установить 
возможность прогноза эффективности трастузумаба или других препаратов, 
направленных против HER2, на основании статуса HER2 ЦОК. 

Рак простаты. При раке простаты в качестве маркера используют ПСА 
[27]. Нами исследованы образцы крови, полученные у больных раком простаты 
с макроскопически определяемыми метастазами (М1). ПСА-секретирующие 
клетки (ПСА-СК) определялись у большинства больных раком простаты М1 
(83,3%), но не выявлялись у здоровых доноров и у больных с доброкачествен-
ной гиперплазией простаты [11]. EPISPOT позволял определять жизнеспособ-
ные ЦОК в периферической крови у 65% больных раком простаты даже при 
отсутствии видимых метастазов (стадия М0), однако число ПСА-СК при раке 
простаты М0 (медиана 9, диапазон от 2 до 197) было статистически значимо 
ниже (р = 0,01) чем при раке простаты М1 (медиана 29, диапазон от 1 до 684); 
таким образом подтверждается корреляция с различными стадиями рака и об-
щей массой опухолей. Для оптимизации характеристики ЦОК при раке проста-
ты мы использовали фактор роста фибробластов-2 (FGF2) – известный фактор 
роста стволовых клеток, который также имеет значение для роста in vitro мик-
рометастатических клеток РМЖ [10]. Мы разработали двойной метода флюо-
ресцентного анализа PSA/FGF2-EPISPOT для характеристики ПСА-СК по ста-
тусу секреции FGF2, исходя из предположения, что значительная часть ДОК 
может секретировать фактор, потенциально участвующий в их росте [11]. 

Заболевания толстой кишки. И наконец, как показали важные последние ре-
зультаты, в крови у некоторых больных с доброкачественными воспалительными 
заболеваниями толстой кишки присутствуют жизнеспособные циркулирующие 
клетки эпителия, которые можно выявлять современными апробированными ме-
тодами анализа ЦОК [28]. Выявление этих цитокератин-положительных/CD45-
отрицательных клеток не ассоциировалось с развитием злокачественного заболе-
вания в период наблюдения в данном исследовании. Объяснением нашего откры-
тия может быть тот факт, что эпителиальные клетки из незлокачественного эпите-
лия толстой кишки попадают в кровоток при определенных условиях, например, 
воспалении, и это согласуется с тем, что воспалительные цитокины могут стиму-
лировать миграцию эпителиальных клеток. Этот потенциальный фон незлокачест-
венных эпителиальных клеток в крови, особенно у лиц с воспалительной патоло-
гией, может быть важным мешающим фактором у онкологических пациентов с 
очень низким числом ЦОК, что может привести к ложно-положительному резуль-
тату ЦОК-диагностики, если не будут применяться строгие морфологические кри-
терии или молекулярная характеристика этих клеток.  
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The detection of HER2-positive DTC and CTC was correlated to an unfavour-
able clinical outcome in breast and oesophageal cancer [20; 24-25 and HER2 gene 
amplification can be acquired during tumor progression of the cancer . Thus, 
the assessment of the HER2 status on DTC and CTC might add important informa-
tion for the clinical management of cancer patients. Ongoing clinical studies will 
reveal whether the HER2 status of CTC may predict response to trastuzumab or 
other HER2-directed therapies.  

Prostate cancer. In prostate cancer, prostate specific antigen (PSA) was used as 
a marker protein  We studied blood samples from prostate cancer patients with 
gross metastases (M1). PSA- secreting cells (SC) were detected in the majority of 
M1-prostate cancer patients (83,3%), whereas such SC were not observed in 
healthy controls or in patients with benign prostatic hyperplasia  The 
EPISPOT assay revealed also viable CTC in the peripheral blood of 65% of pros-
tate cancer patients, even in the absence of overt metastases (stage M0), but the 
number of PSA-SC in M0-prostate cancer patients (median, 9; range, 2-197) was 
significantly lower (P ) than in M1-prostate cancer patients (median, 29; 
range, 1-684), a finding that is in accordance with the different disease stages and 
total tumor burdens. 

To better characterize CTC in prostate cancer, we focused on fibroblast growth 
factor 2 (FGF2), a known stem cell growth factor also relevant for the in vitro 
growth of a breast micrometastatic cells . We developed a dual fluorescent 
PSA/FGF2-EPISPOT assay to characterize PSA-SC for the secretion of FGF2 and 
applied it to blood samples from 19 patients with localized prostate cancer. PSA-
SC were detected in 15 patients, and a subset of these SC also secreted FGF2, sug-
gesting that a significant fraction of DTC may secrete a factor potentially relevant 
to their outgrowth [11]. 

Colon diseases. Finally, important recent results indicate that certain patients 
with benign inflammatory colon diseases can harbor viable circulating epithelial 
cells detected by current established and validated CTC assays [28]. The detection 
of these cytokeratin-positive/CD45-negative cells was not associated with the oc-
currence of malignant disease during the follow up period of our study. Our finding 
can be explained on the basis that epithelial cells from nonmalignant colonic epi-
thelium may enter the bloodstream under certain conditions, such as inflammation 
and is consistent with the fact that inflammatory cytokines can stimulate the migra-
tion of epithelial cells. This potential background of nonmalignant epithelial cells 
in the blood especially in inflammatory bowel disease patients may be an important 
confounding factor in cancer patients with very low CTC counts, which may lead 
to false-positive findings in CTC diagnostics unless strict morphological criteria or 
molecular characterization of these cells can be also applied. 
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Это – важное следствие полученных нами результатов, которое необхо-
димо проверить другими методиками анализа ЦОК и на большем числе кли-
нических образцов. Крайне необходима молекулярная характеристика ЦОК, 
а также количественный анализ этих клеток. 

 
Проблемы и направления будущих исследований 
Дифференциация жизнеспособных и апоптотических ЦОК для выявления и 

определения профиля наиболее важных ЦОК, инициирующих метастазирова-
ние, имеет большое значение [7]. Разработан новый метод иммуноферментного 
анализа EPISPOT, позволяющий выявлять жизнеспособные ЦОК/ДОК у онко-
логических больных. Секретируемые или выделяемые этими клетками белки 
осаждаются на мембране до того, как они могут раствориться в надосадочной 
жидкости. Таким образом, EPISPOT обладает чувствительностью в 4 раза 
выше по сравнению с количественными методами определения этих белков в 
бесклеточном культуральном супернатанте [3-4]. Тем не менее, для анализа 
требуется культура клеток, и белок, который используют для идентификации 
ЦОК/ДОК, должен активно секретироваться или выделяться из этих клеток. 
Также важно уметь анализировать захваченные ЦОК на молекулярном уров-
не и сравнивать их характеристики с характеристиками первичной опухоли и 
метастазов. 

В настоящее время большое внимание уделяется разработке микроаппа-
ратов для работы с образцами, которые по крайней мере в 10 раз меньше 
объема образцов, используемых в современных методах анализа; это позво-
ляет минимизировать время анализа и расход дорогих реактивов. Однако 
концентрация ЦОК очень мала, и поэтому анализ больших по объему образ-
цов крови (20 мл и более) является предпочтительным, особенно при ранних 
стадиях рака с небольшим количеством ЦОК. В связи с этим технологии, в 
которых требуется анализ крупных образцов, также заслуживают внимания. 

Наши клинические данные показали, что ЦОК/ДОК у больных РМЖ и ра-
ком простаты являются жизнеспособными и отличаются разнообразием по 
характеру секреции значимых белков. В связи с тем, что многие секретируе-
мые белки влияют на метастатическое прогрессирование (например, факторы 
роста и протеазы), и в распоряжении исследователей имеется большое число 
флюорохромов, вполне возможно расширить эти методы анализа до много-
параметрических, что позволит углубить наше понимание биологии метаста-
тического каскада. Благодаря новому методу EPISPOT мы можем определять 
уникальные «отпечатки пальцев» отдельных жизнеспособных опухолевых 
клеток и проводить последующий молекулярный анализ этих клеток. 

Последовательный анализ периферической крови, особенно в целях мони-
торинга минимального остаточного заболевания у онкологических больных в 
реальном режиме времени представляется более удобным, чем повторные 
аспирации костного мозга.  
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This is an important implication of this finding that has to be further verified by 
other CTC methodologies as well, and in a larger amount of clinical samples. Mo-
lecular characterization of CTC is urgently required, enumeration is not enough. 

 
 
Challenges and future directions 
Distinguishing viable from apoptotic CTC to detect and profile the most rele-

vant metastasis-initiating CTC is of utmost importance [7]. The EPISPOT assay is 
a new technique to detect viable CTC/DTC in cancer patients. Secreted, shed or 
released proteins are immunocaptured immediately on the membrane before being 
diluted in the supernatant. Thus, the EPISPOT assay has a sensitivity of up to four 
orders of magnitude higher compared with the quantification of these proteins in 
the cell-free culture supernatants [3-4]. However, a cell culture facility is required 
and the protein used to identify a CTC/DTC must be actively secreted, shed or re-
leased outside these cells. Moreover, it is crucial to be able to analyse the captured 
CTC at the molecular level and to compare their characteristics to those of the pri-
mary tumor and overt metastases. 

Nowadays, there is a strong interest developing micro-devices that can handle at 
least 10 times smaller sample volume than so far applied tests, thereby minimizing 
assay time and the use of expensive staining reagents. However, CTC are extremely 
rare events and the analysis of large blood volume (> 20 mL) might be preferable in 
particular in early stage cancer patients with a small burden of CTC. Thus, technolo-
gies that can handle larger blood volumes still deserve special attention. 

Our clinical data show that CTC/DTC in patients with cancer of the prostate or 
breast are viable and heterogeneous with regard to the secretion of relevant pro-
teins. As many secreted proteins influence metastatic progression (e.g., growth 
factors and proteases) and as a large range of fluorochromes is available, it should 
permit the extension of this technique to a multi-parameter analysis and opens 
therefore also a new avenue in the understanding of the biology of metastatic cas-
cade. The new EPISPOT technology may therefore reveal a unique fingerprint of 
single viable tumor cells and the subsequent molecular analysis of these tumor 
cells is in development. 
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Если прогностическое значение ЦОК достаточно надежно установлено 
при метастатическом РМЖ, колоректальном раке и раке простаты, то иссле-
дование влияния ЦОК при первичных злокачественных опухолях еще про-
должается. Идентификация больных, входящих в группы повышенного риска 
рецидива после химиотерапии, является очень важной областью применения 
этой методики в клинике. Недавно получены обнадеживающие результаты 
мониторинга ЦОК в период первичной системной и адъювантной химиоте-
рапии при РМЖ  [8].  

Итак, ЦОК могут стать важным биомаркером для мониторинга в реаль-
ном режиме времени эффективности системной адъювантной химиотерапии 
у отдельных больных. Фенотипическая и молекулярная характеристика этих 
клеток станет важным шагом на пути к индивидуализации антиметастатиче-
ской терапии. 
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Sequential peripheral blood drawings in particular for real-time monitoring of 
minimal residual disease in cancer patients undergoing systemic therapies should 
be more acceptable than repeated BM aspirations. While the prognostic signifi-
cance of CTC could be reliably demonstrated for metastatic breast, colorectal or 
prostate cancer patients, studies on the impact of CTC in primary cancer patients 
are still ongoing. The identification of patients at increased risk for recurrence after 
chemotherapy is an application of high clinical relevance. Recently, encouraging 
results on monitoring of CTC during primary systemic or adjuvant chemotherapy 
in breast cancer patients were obtained [8]. 

 In summary, CTC have the potential to become important biomarkers for real-
time monitoring of the efficacy of systemic adjuvant therapy in individual patients. 
Furthermore, phenotypical and molecular characterization of these cells will con-
tribute to more “tailored” and personalized anti-metastatic therapies. 
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Резюме 
 
Диагностика миелодиспластического синдрома является сложной задачей 

на стыке клинических и диагностических специальностей. Оценка клеточно-
го состава периферической крови с применением проточной цитометрии ста-
новится востребована именно в последние годы, с появлением направленной 
терапии МДС. Патологические характеристики миелоидных клеток при 
МДС, выявляемые при проточной цитометрии, неразрывно связаны именно с 
дисплазией и нарушением созревания. Представлена разработанная техноло-
гия оценки клеточного состава периферической крови с определением индек-
са гранулярности нейтрофилов как доступная программа скрининга МДС в 
различных возрастных группах.  

 
Ключевые слова: миелодиспластический синдром, скрининг, проточная 

цитометрия, индекс гранулярности нейтрофилов. 
 
Иммунологическая диагностика, как и все исследования в области клини-

ческой лабораторной диагностики, выполняется по нескольким видам на-
правлений (табл. 1).  
 

Таблиц а  1  
Направления клинической иммунодиагностики 
Направления 
диагностики 

Примеры Биологический материал 

1. Выполнение 
назначений 
врача 

Количественная оценка 
ГСК. 

Аллергодиагностика 
Выбор очевиден 

2. Диагностика 
по 
направлению 
врача 

Острый лейкоз? 
Остаточная болезнь? 

3. Скрининг  
Миелодиспластический 

синдром 

Костный мозг/периферическая 
кровь: нет единого алгоритма 
оценки разведения костного 
мозга периферической кровью 
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Одной из проблем клинической иммунодиагностики онокогематологических 
заболеваний является отсутствие правил точной оценки степени разведения ко-
стного мозга периферической кровью и, как следствие, трудность определения 
относительного содержания бластов при миелодиспластическом синдроме 
(МДС). Именно этим объясняется интерес к проточной цитометрии для оценки 
клеточного состава различных видов биологического материала. С другой сто-
роны, для гетерогенной группы заболеваний, объединенных в группу МДС, зо-
лотым стандартом диагностики является морфология. Проточная цитометрия 
стала привлекать внимание для диагностики МДС совсем недавно (табл. 2).  
 

Таблиц а  2  
МДС - группа клональных заболеваний костного мозга 
Диагостические 

критерии 
Направления 
диагностики 

Дополнительные 
критерии 

Неэффективный  
гемопоэз 

Выявление нарушений созрева-
ния и дифференцировки 

Цитопения 
Дифференцировка МДС  
от цитопений неклонального 
происхождения 

Однолинейная или 
мультилинейная  
дисплазия 

Выявление морфологических 
особенностей МДС как кло-
нального заболевания 

Многоцветная 
проточная 
цитометрия 

 
Диагностика МДС базируется, прежде всего, на лабораторных данных, 

которые включают: 
 полный клинический анализ крови; 
 цитологическое и гистологическое исследования костного мозга; 
 цитогенетический анализ периферической крови или костного мозга 

для выявления хромосомных изменений.  
В обязательный перечень диагностических мероприятий входят: 
 морфологическое исследование аспирата костного мозга и гистологи-

ческое исследование трепанобиоптата; 
 цитогенетический анализ для подтверждения присутствия патологи-

ческого клона. 
Тем не менее, учитывая, что большая часть больных МДС являются людьми 

старшей возрастной группы, получение костного мозга может быть затруднено. 
Поэтому оценка клеточного состава периферической крови с применением про-
точной цитометрии становится востребована именно в последние годы, с появ-
лением направленной терапии МДС. Литературный поиск информации в систе-
ме PubMed по ключевым словам «Flow cytometry» и «myelodysplastic syndrome» 
на 1 июня 2011 года дает всего 50 ссылок, а к середине весны 2012 – 55 (поиск по 
сочетанию «Flow cytometry» дает более 120 000 ссылок).  
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К положительным сторонам проточной цитометрии для диагностики 

МДС следует отнести: 
1. точное количественное определение миелобластов по их антигенному 

профилю; 
2. выявление патологических миелобластов даже в тех случаях, когда 

количество бластов менее 5%; 
3. выявление иммунофенотипических признаков дисплазии созреваю-

щих миелоидных предшественников и моноцитов; 
4. количественная или балльная оценка патологических характеристик 

для прогноза в клинических исследованиях (Valent P, et al. Leuk Res 
2007;31:727–36). 

Иммунофенотипический профиль клеток миелоидного ряда во многом 
определяется линейным происхожением, уровнем созревания и дифференци-
ровки (рис. 1). 
 

 
  

Рис. 1. Экспрессия различных миелоантигенов при созревании нейтрофилов. 
Цитируется по Leukemia Research 32 (2008) 5-17 с изменениями. 
 

Миелодиспластический синдром (МДС) – это группа заболеваний костно-
го мозга, носящих клональный характер и возникающих в результате мута-
ции стволовой клетки крови. Процесс дифференцировки потомков такой 
трансформированнй стволовой клетки носит неэффективный характер, т.е. 
приводит к дисплазии и нарушению созревания клеток (табл. 3). 
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Таблиц а  3  
Фенотипические 

нарушения 
Проявления Данные цитометрии 

Дисплазия 

Изменение экспрессии 
антигена на созревающих 
или зрелых клетках по 
сравнению с нормальным 
или регенерирующим 
костным мозгом 

1. Снижение уровня бокового 
светорассеяния 
2. Измененная плотность экс-
прессии CD10, CD13, CD16, 
CD33, CD45 и CD6 

Нарушения 
созревания 

1. Аберрантная экспрес-
сия зрелых антигенов на 
миелобластах или на 
незрелых клетках  
других типов  
2. Сохранение экспрес-
сии ранних антигенов на 
зрелых клетках.  
3. Может быть перекрест-
ная экспресси антигенов 

1. Неодновременное появле-
ние CD11b и CD16 
2. (i) Сохранение экспрессии 
CD34 и HLADR на промие-
лоцитах и более зрелых гра-
нулоцитах и (ii) гомогенная 
экспрессия CD33, CD38 и 
CD117 
3. Аберрантная гомогенная 
экспрессия CD14 и CD56 

 
Диагностические критерии МДС по данным проточной цитометрии с од-

ной стороны многочисленны, а с другой стороны – неопределенны (табл. 4). 
Известно, что при большинстве онкогематологических заболеваний бла-

сты обладают сниженным по сравнению с лимфоцитами уровнем экспрессии 
панлейкоцитарного маркера CD45. Тем не менее, оценка только таких клеток 
(CD45dim) не позволяет получать достоверную информацию по иммунофе-
нотипу миелоидных предшественников. Аналогичным уровнем экспрессии 
CD45 обладают также:  
 базофилы (CD13+, CD33+, CD11b+, CD10-, CD117- и HLADR-); 
 часть натуральных киллеров и Т-киллеров (CD2+, CD7+ и CD56+); 
 предшественники В-клеток – гематогоны (CD19+, CD10+ и субпопу-

ляция CD34+); 
 часть незрелых моноцитов и плазматических клеток. 
Основные иммунофенотипические характеристики миелоидных клеток сум-

мированы в табл. 5. Таким образом, перед лабораторной диагностикой стоит 
серьезная задача поиска возможности проведения скрининга для выявления па-
циентов с высоким риском МДС. Предпочтительным биологическим материа-
лом для скрининга, естественно, является периферическая кровь, а не костный 
мозг, так как ее получение гораздо менее травматично для пациента. Другим 
требованием скриннговых программ является применение простой воспроизво-
димой технологии, доступной в большинстве лечебно-профилактических учреж-
дений, помогающих больным онкогематологического профиля.  
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В естественной истории опухоли доминирует предклиническая фаза. Дли-

тельность естественной истории опухоли определяется скоростью ее роста 
(рис. 2) (Wells DA et all. Blood 2003;102:394-403; Béne MC, Clinical and Ap-
plied Immunology Reviews 5 (2005) 133-148). 
 

Таблиц а  4  
Диагностические критерии МДС по данным проточной цитометрии 

Результат Бласты Миеломоноцитарные клетки 

Отрицательный Нет патологии 
0-2 отклонения экспрессии зрелых 
миеломоноцитарных антигенов 

CD117, CD45 патоло-
гический уровень или 
четкая популяция 

0-2 отклонения экспрессии зрелых 
миеломоноцитарных антигенов 

Нет патологии 
Гипогранулярность и 0-2 
отклонения экспрессии зрелых 
миеломоноцитарных антигенов 

Промежуточный 

Нет патологии 
3-4 отклонения экспрессии зрелых 
миеломоноцитарных антигенов 

≥ 3% миелобластов 
или любая аберрант-
ная экспрессия лим-
фоидных антигенов 

Нет необходимости оценивать 

CD117, CD45 патоло-
гический уровень или 
четкая популяция 

> 3 отклонений экспрессии зрелых 
миеломоноцитарных антигенов или 
гипогранулярность с (или без) па-
тологии других миеломоноцитар-
ных антигенов 

Нет патологии 
> 5 отклонений экспрессии зрелых 
миеломоноцитарных антигенов 

Положительный 

Нет патологии 
Гипрогранулярность и >3 отклоне-
ний экспрессии зрелых миеломоно-
цитарных антигенов 

 

Таблиц а  5  
Основные иммунофенотипические характеристики миелоидных клеток 

Миелоидные клетки 
Незрелые Зрелые 

промиелоциты, миелоциты  
и ранние метамиелоциты 

от поздних метамиелоцитов  
до сегментированных нейтрофилов 

CD10-, CD64+, CD33bright+, 
CD15low+, heterogenous CD13+, 
CD16+, CD11b 

CD10+, CD64-, CD33dim+, CD15bright+, 
CD13bright+, CD16bright+, CD11b 
bright 
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Рис. 2. Сопоставление классификационной схемы миелопролиферативных 
заболеваний (WHO, 2008) и статистической модели Шварца соотношения 
числа делений трансформированной клетки, объема опухоли и ее массы. 

 

Патологические характеристики миелоидных клеток при МДС, выявляе-
мые при проточной цитометрии, неразрывно связаны именно с дисплазией и 
нарушением созревания: 

1. Гипогранулярность клеток миелоидного ряда приводит к тому, что 
нижняя граница бокового светорассеяния (SSC) популяции созре-
вающих миелоидных клеток снижается, по крайней мере, до уровня 
100, либо средний канал флуоресценции всей популяции снижается 
более, чем до 150 (часто принимает грушевидную форму); 

2. Увеличение или уменьшение интенсивности экспрессии миелоидных 
антигенов (CD33, CD13, CD11b, CD16, CD15, CD64, CD10, CD14 и 
HLADR), по меньшей мере, на треть декады по логарифмической 
шкале по сравнению с нормальным контролем, т.е. нейтрофилами 
здорового взрослого человека; 

3. Отсутствие признаков созревания или асинхронная экспрессия двух мие-
лодных антигенов могут быть выявлены при оценке рисунка созревания на 
гистограммах CD64/CD10, CD33/CD15 и CD11b/CD16/CD13); 
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4. Аберрантная экспрессия немиелоидных или незрелых миелоидных 

антигенов (в частности, CD34 и CD117). 
Скрининговое выявление признаков дисплазии и нарушения созревания 

миелоидных клеток при исследовании клеток периферической крови основано 
на идентификации измененных нейтрофилов и оценке их уровня гранулярно-
сти на гистограмме CD45/SS (рис. 3; см. вклейку). Нами проведено исследова-
ние периферической крови больных с верифицированным диагнозом МДС (n = 
35, медиана возраста 68 лет, соотношение М:Ж 12:23) и пациентов с доказан-
ным отсутствием гематологических заболеваний (n = 30, медиана возраста 46 
лет, соотношение М:Ж  9:21) в рамках теста одной пробирки. Проведена оцен-
ка основных популяций периферической крови на гематологическом анализа-
торе, микроскопия мазков и окрашивание клеток моноклональными антитела-
ми (BC) СD14-FITC, CD16-PE, CD33-PC5, CD45-PC7 для исследования много-
цветной проточной цитометрией. Цель использованной стратегии гейтирова-
ния состояла в четком определении популяции нейтрофилов и исключении из 
анализа других лейкоцитов (рис. 4). Уровень гранулярности нейтрофилов у 
больных МДС и здоровых отличается (p  0,0002). Тем не менее, для практиче-
ского внедрения методики и создания определенной независимости от типа 
используемого оборудования, может быть рекомендовано использование ин-
декса гранулярности нейтрофилов, расчетной величины, получаемой как соот-
ношение гранулярности нейтрофилов и лимфоцитов (рис. 5).  
 

Lymph SS

Neu SS
ИГН ; 2,9

4,59

545

Lymph SS

Neu SS
  

  
ИГН выявляет различия здоровых и больных МДС: индекс гранулярности 

значительно ниже у больных МДС (p < 0,0001). При разделении групп по сut-
off ИГН 7,1 чувствительность теста составляет 71,4%, специфичность 
93,3%. При построении ROC-кривой, показывающей зависимость количества 
верно классифицированных положительных примеров от количества неверно 
классифицированных отрицательных примеров (Rusanova E.B., Simon R.S., 
Zueva E.E. Haematologica 2009; 94(s2)) получено подтверждение возможности 
использования ИГН в качестве скрининга при подозрении на МДС (AUC = 
0,841). Форма представления результата – числовая, количественная, объек-
тивная (рис. 6). 

Таким образом, на сегодняшний день существует возможность объектив-
ного скрининга МДС при использовании в качестве биологического материа-
ла периферической крови, в качестве метода исследования – многоцветной 
проточной цитометрии. Затраты лаборатории при таком подходе минималь-
ны и составляют тест одной пробирки с использованием четырех диагности-
ческих антител.  
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Рис. 6. Примеры представления результатов определения индекса грануляр-
ности нейтрофилов. 
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Рис. 1. Метод обогащения ЦОК/ДОК и процедура анализа EPISPOT (приво-
дится по Alix-Panabieres C. Minimal Residual Disease and Circulating Tumor 
Cells in Breast Cancer, 2012).  

a. Опухолевые клетки EpCAM/ обогащены путем истощения CD45 гематопо-
этических клеток.  

b. Обогащенные ЦОК/ДОК культивируются in vitro в течение короткого времени в 
соответствующей обогащенной культуральной среде. И наконец, под микроско-
пом подсчитываются белковые «отпечатки пальцев» ЦОК/ДОК: полученное 
число соответствует числу жизнеспособных секретирующих клеток. 

 
Fig. 1. CTC/DTC Enrichment method and EPISPOT assay procedure (taken from Alix-
Panabières C. Minimal Residual Disease and Circulating Tumor Cells in Breast Cancer, 2012).  

a. EpCAM /  tumor cells are enriched via a depletion of the CD45 hematopoietic cells.  
b. Enriched CTC/DTC are then cultured in vitro during a short time in an appropriate en-

riched culture medium. Protein fingerprints of CTC/DTC are finally counted under a 
microscope and correspond to viable secreting CTC. 

 



 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
Рис. 2. Иммуноцитохимический анализ и EPISPOT. Размер иммуноферментных 
пятен и соответствующие опухолевые клетки с увеличением ×40 после иммуно-
цитохимического анализа (ICC) и EPISPOT. 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2. Immunocytochemistry and EPISPOT assay. Size of the immunospots and the 
corresponding tumor cells are observed at magnification ×40 after immunocytochemis-
try (ICC) and EPISPOT assay. 
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Рис. 3. EPISPOT и влияние факторов роста на поведение опухолевых клеток. В 
качестве контроля при анализе EPISPOT использовали культуральную среду, 
рекомендованную АТТС;  

a. Видны сотни иммуноферментных пятен. Анализ EPISPOT проводили с обога-
щенной культуральной средой, содержащей специфические факторы роста; 

b. Иммуноферментные пятна большего размера, что указывает на объединение 
клеток в кластеры или повышение секреции белка на уровне единичных клеток. 

 
 
Fig. 3. EPISPOT assay and growth factor impact on the behavior of tumor cells. As con-
trol, the EPISPOT assay was performed with the ATTC recommended culture medium;  

a. Hundreds of immunospots are observed. EPISPOT assays were performed with an en-
riched culture medium with specific growth factors  

b. Immunospots are bigger showing the association of tumor cells by clusters or an in-
crease of protein secretion at the single cell level. 



 
 

 
 
 
Рис. 4. HER2-EPISPOT. При разработке этого анализа в качестве контроля ис-
пользовали HER2 клетки рака молочной железы линии SKBR3. Активное выде-
ление внеклеточного домена HER2 обеспечивает образование HER2-специфи-
ческих иммуноферментных пятен. 
 
 
 
 
Fig. 4. HER2-EPISPOT assay. HER2+ SKBR3 breast cancer cell line was used as a 
control to develop this EPISPOT assay. The active shedding of the extracellular do-
main of HER2 allows the formation of HER2 specific immunospots. 
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Рис. 3. Сопоставление морфологии нейтрофилов и их уровня гранулярности 
в норме и при верифицированном МДС.  
 

 
Рис. 4. Стратегия гейтирования идентификации нейтрофилов и исключения дру-
гих клеток из анализа. Гистограмма FS/SS использована для предварительной 
оценки морфологических характеристик клеток по параметрам светорассеяния 
(гистограмма 1) 

1. Гистограмма CD45/SS использована для выявления лейкоцитов и 
исключения дебриса из анализа (гистограмма 2) 

2. Гистограмма CD33/CD14 использована для исключения моноцитов, 
т.е. двойных позитивных клеток (гистограмма  3) 

3. Гистограмма CD16/SS использована для исключения эозинофилов 
(гистограмма 4)  

4. Последовательное гейтирование позволяет четко идентифицировать 
популяцию нейтрофилов и опрелить ее уровень гранулярности.  



 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
Рис. 5. Пример расчета индекса гранулярности нейтрофилов. Уровень грану-
лярности нейтрофилов составляет 545 усл. ед, уровень гранулярности лим-
фоцитов составляет 59,4 усл. ед. ИГН составляет 9,2.  
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