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ОТ РЕДАКТОРА 
 
Настоящий номер журнала будет, несомненно, интересен для читателя.  
Мы продолжаем публиковать материалы законченных диссертационных 

работ, выполненных в лаборатории. Это — докторская Л.Ю. Гривцовой, а также 
кандидатская Ф.А. Шамилова.  

Серьезным прорывом в понимании особенностей мобилизации и транс-
плантации субпопуляций стволовых гемопоэтических клеток в онкологии 
явилась работа Л.Ю. Гривцовой, некоторые важные разделы которой опуб-
ликованы в журнале.  

Традиционным направлением работы лаборатории является исследование 
интратуморальных лимфоцитов, ряд субпопуляций которых имеют важное 
влияние в прогнозе рака молочной железы. Впервые установленные в док-
торской диссертации Е.А. Артамоновой в 2003 г. (опубликованы на русском 
и английском языках в «Иммунологии гемопоэза/Haematopoiesis Immunology» 
1), эти положения в дальнейшем получили серьезное развитие. В настоящее 
время они общепризнаны и рассматривались на ASCO (США) в мае 2014 г. 
(заседание по раннему раку молочной железы) и специальной сессии ESMO в 
сентябре 2014 г. Приятно осознавать приоритет российских ученых в столь 
престижных направлениях научных исследований. Стремление повлиять на 
субпопуляционный состав интратуморальных лимфоцитов (усилить инфиль-
трацию CD8 лимфоцитами) с помощью полиоксидония привело к неожи-
данным результатам – высокой частоте иммуно-опосредованного патоморфо-
за вплоть до полной регрессии опухоли (Ф.А. Шамилов). 

Стремительный прогресс наблюдается в области иммунодиагностики ге-
мобластозов. Создание 8-цветных панелей моноклональных антител явилось 
результатом 6-летней работы консорциума ЕвроФлоу. Эта концепция нашла 
широкое применение в странах Европы, а в России пока еще не получила 
распространения. С опытом зарубежных стран участников конференции 
ознакомит Дезире Маер (Германия). В журнале на конкретных примерах, 
охватывающих почти весь спектр онкогематологической патологии, рас-
смотрены 8-цветные панели Еврофлоу. Их применение, несомненно, повысит 
точность диагностики, а, следовательно, и результативность лечения лейко-
зов и лимфом в нашей стране.  

На одноименной конференции в Рыбинске собираются ведущие эксперты 
в области проточной цитометрии из Москвы, Санкт-Петербурга, Екатерин-
бурга, Ижевска, Иркутска и ряда других городов России с тем, чтобы крити-
чески рассмотреть и рекомендовать к использованию панели Еврофлоу. 

Клетки врожденного иммунитета, присутствующие в костном мозге, их 
противоопухолевый потенциал давно привлекают внимание ученых онкоцен-
тра. Основополагающие работы Г.И. Дейчман, клинические протоколы по 
применению аллогенного костного мозга при остеогенной саркоме 
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(Н.Н. Трапезников), и, наконец, работа Т.В. Горбуновой, проведенная с це-
лью оценки роли костного мозга при саркомах у детей, дают новые ориенти-
ры к движению. Установленная роль особой субпопуляции TCR-
лимфоцитов костного мозга ставит перед клиницистами со всей определен-
ностью вопрос о  необходимость создания протокола по предотвращению 
легочных метастазов ряда сарком на основе стимуляции популяции TCR-
клеток. Эти проблемы детально освещены в статье и докладе профессора 
Jean-Francois Rossi (Франция). Возможности использования аллогенного 
костного мозга представит зав. отделением трансплантации РОНЦ 
К.Н. Мелкова. Статья И.С. Долгополова и соавт. демонстрирует возможности 
иммунотерапии в детской онкологии. 

И, наконец, традиционный раздел конференции  поражение костного 
мозга при раке. Новые данные за истекший год получены при диссеминиро-
ванном раке желудка, при раке предстательной железы и ряде других локали-
заций, что будет отражено в материалах конференции и журнале. 

Хочется особенно поблагодарить английского редактора журнала профес-
сора G. Janossy, который активно участвует и в работе журнала, и в конфе-
ренции. Его присутствие на конференции в Рыбинске, советы по правильной 
организации и планированию повестки дня являются для нас бесценными. 

Так что читателя ждет интересный журнал, а участников конференции — 
интересные доклады и дискуссии. 

 
 
 
 
Главный редактор журнала 
заслуженный деятель науки России 
профессор, д.м.н.           Н.Н. Тупицын 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1. Artamonova  E.V. The role of tumor cell immunophenotyping in the diagnosis 
and prognosis of breast cancer / Haematopoiesis Immunology. — 2009. —
V. 6., № 1. — P. 8–51. 
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 
 
АГ  — антиген 
аллоТГК  — аллотрансплантация 

гематопоэтических клеток 
Ауто-, алло-ТКМ  — аутологичная или 

аллогенная трансплантация клеток 
костного мозга или 
мобилизованных стволовых клеток 
периферической крови 

БРВ  — безрецидивная выживаемость 
БСВ  — бессобытийная выживаемость 
БК МПН  — бластные кризы 

миелопролиферативных 
новообразований  

ДОК-КМ  — диссеминированная 
опухоль клеток в костном мозге  

ИГ  — иммуноглобулин 
ИФА  — иммуноферментный анализ 
ИФТ  — иммунофенотипирование 
ЛАФ  — лейкоз-ассоциированные 

фенотипы 
ЛДГ  — лактатдегидрогеназа 
ЛПЗ  — лимфопролиферативные 

заболевания 
ЛСК  — лейкозные стволовые клетки 
МДС  — миелодиспластические 

синдромы 
МК  — моноклональный компонент 
МКА(Т)  — моноклональные антитела 
ММ  — множественная миелома 
МНК  — мононуклеарные клетки 
МОБ  — минимальная остаточная 

болезнь 
МПО  — миелопероксидаза  
МПЦ  — мультипараметрическая 

проточная цитометрия 
МРБ  — минимальная резидуальная 

болезнь 

НХЛ  — неходжкинская лимфома 
НЭ  — -нафтил-ацетат-эстеразы 

эфир 
ОМЛ  — острый миелолейкоз 
ПЦ  — проточная цитометрия  
РА  — рефрактерная анемия  
РБ  — резидуальная болезнь 
РМЖ  — рак молочный железы 
РЛ  — разнице логарифмов   
СКПК  — стволовые клетки 

периферической крови 
кПЦР  — количественная 

полимеразная цепная реакция 
КМ  — костный мозг 
РИФ  — реакция 

иммунофлуоресценции 
ОЛЛ  — острый лимфобластный 

лейкоз 
ПГЭ  — профиль генной экспрессии  
ПК  — плазматические клетки 
ПМЭ  — полиморфные элементы  
ПР  — полная ремиссия 
ПЦ  — проточная цитометрия 
ПЦР  — полимеразная цепная реакция 
СОЭ  — скорость оседания 

эритроцитов 
СРБ  — С-реактивный белок 
ТПЛ  — тумор-пенетрирующие 

лимфоциты 
ФТС  — фетальная телячья сыворотка 
β-ХЛЛ  — В-клеточный хронический 

лимфолейкоз 
ХММЛ  — хронический 

миеломоноцитарный лейкоз 
ЦТЛ   — цитотоксические  

Т-лимфоциты  
ЧР  — частичная ремиссия 
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ABBREVIATIONS 
 
Ag  — antigen 

AML  — acute myeloid leukemia  

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 

BM  — bone marrow  

CD  — claster of differentiation 

CR  — complete remission  

CRP  — C-reactive protein 

CML  — chronic myeloid leukemia  

DTC  — disseminated tumor cells  

EIA  — enzyme immunoassay 

ESR  — erythrocyte sedimentation rate 

ESFT  — Ewing’s sarcoma family  
of tumors 

FC  — flow cytometry 

FISH  — fluorescent hybridization  
in situ  

GEP  — gene expression profiling  

HMW-MAA  — high molecular weight 
—melanoma-associated antigen  

IG  — immunoglobulin 

IFR  — immunofluorescence reaction 

IPT  — immunophenotyping 

ITC  — isolated tumor cells  

LAPs  — leukemia-associated phenotype 

LDH  — lactate dehydrogenase 

LPD  — lymphoproliferative disease 

LSC  — leukemic stem cells 

MDS  — myelodysplastic syndrome 

MC  — monoclonal component 

Mab  — monoclonal antibodies 

MFC  — multiparameter flow cytometry 

MHC  — major histocompatibility 
complex 

MNC  — mononuclear cells 

MPN  — myeloproliferatin 

MRD  — minimal residual disease 

NK-cells  — natural killer cells 

NHL  — non-Hodgkin’s lymphoma 

QPCR  — quantitative polymerase chain 
reaction 

RFS  — relapse-free survival  

PNAS  — Proceedings of National 
Academy of Sciences of the USA 

RD  — residual disease 

PBS  — phosphate buffered saline 

PC  — plasma cells 

PCR  — polymerase chain reaction 

VCAM-1  — vascular cell adhesion 
molecule  

CRR-Complete response rate; 
ORR  Objective response rate. 
FLIPI  Follicular Lymphoma  
International Prognostic Index.  
Interm.  Intermediar 

Nbr  (number), C1D1  (cycle 1 Day 1). 
Treg  regulatory T-lym-phocytes. 
NK  (Natural Killer) lymphocytes. 

LDH  lactate dehydrogenase; 
FLIPI  Follicular Lymphoma  
International Prognostic Index. 

dendritic cells (DC) from monocytes 
(MO) 

CTL  Cytotoxic T-lymphocytes; 
Ag  Antigen. 

fluorodeoxyglucose-positron emission 
tomography scanning (FDG pet-scan 
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Summary 
 
Cancer cell growth is due to immune surveillance failure. One major tool for 

treating cancer is now represented by immune therapy, and immune therapy is be-
coming more and more efficient, due to a better knowledge of basic immunology. 
Immune effector cells, cytokines, chemokines and mediators of immune messages, 
were discovered : from inflammation to infection and cancer cell killing processes. 
Decor is made, for obtaining new efficient tools and understanding the best strate-
gies for immune therapy. Monoclonal antibodies represented one of the most im-
portant clinical success story, particularly in B-cell lymphoproliferative disorders 
with rituximab directed against CD20, and more recently by reducing immune 
checkpoints within the tumor microenvironment, including anti-programmed death 
(PD)1, anti-cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 (CTLA-4), anti-
PDLigand (L)-1 or 2, or anti-V-domain Immunoglobulin-containing suppressor of 
T-cells activation (VISTA) that limit immune suppression. The aim is to control, 
meaning to eliminate the cancer cells, a situation that is measured by improving the 
response duration with no or low toxicity, resulting in prolongation of the overall 
survival, an effect that is supported by enhancing the number and the functions of 
the immune effector cells including mainly Natural Killer (NK), NKT and cytotox-
ic T-cells, and to lower the functions of the immune suppressive cells. In this re-
view, we propose to discuss the role of the different immune effector cells, in order 
to improve their clinical benefit. 

 
Introduction 
 
In the early 20th century, Paul Ehrlich developed the concept that the immune 

system could protect the host from cancer 1. From 1940 to early 1960, Burnet 
and others established the concept of « self » and « nonself » in immunology and 
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he refined the idea into immune surveillance of cancer 24. In addition, german 
physicians in the 19th century observed dramatic regressions of cancer in occa-
sional patients developing streptococcal infections. These case reports led to a sys-
tematic exploration of fever and infections as an immune therapy proposed by Wil-
liam Coley 5. Immune therapy was born. The extraordinary development of the 
immunological research leads clinicians to directly use efficient immune cell-drugs 
that have been activated ex vivo, and tools that reinforce their activity or inhibit 
specific immune checkpoints. In the early eighties, clinicians used cytokines impli-
cated in expansion of autologous immune cells, particularly T-lymphocytes 6;7. 
It was the time of interleukin (IL) 2 and interferons (IFN) 8. Autologous Lym-
phocyte-Activated Killer cells (LAK) from peripheral blood (PB) lymphocytes 
were used, ex vivo expanded, and then re-infused 9. Adoptive cell transfer thera-
py was born, particularly with Steve Rosenberg, at the US National Cancer Insti-
tute in Bethesda, Maryland. The tissue surrounding cancer cells is likely to contain 
immune cells with anti-cancer activity. This conducts doctors to take a sample of 
the tissue and select T-Infiltrating-Lymphocytes (TIL), that have been primed to 
attack cancer cells. TIL were considered as antigen-specific T-lymphocytes, and 
were cultured and expanded in the lab before their re-infusion 911. However, 
different immunosuppressive mechanisms result in limitation of clinical activity. 
Different additional treatments were used to deplete endogenous immune cells and 
allow the infused T-cells to specifically control the tumor, in order to improve effi-
cacy and prolong the effect. Specific effect against cancer was produced because of 
the specific recognition of tumor antigens that trigger specific T-lymphocytes. 
Vaccination has been developed by amplifying tumor-antigen presentation by anti-
gen presenting cells (APC) and efficacy of specific cytotoxic T-lymphocytes 
(CTL) 12. Recent advances were performed by genetically modifying T-
lymphocytes that enhance their efficacy through T-Cell Recptor (T-CR) or tumor 
cell linkage by using chimaeric antigen receptor (CAR) 13. Beyond specific 
CTL, other cells may directly or indirectly participate to kill cancer cells, including 
T lymphocytes that use TCR and additional activating receptors to respond to 
stress-induced ligands and infection, NK cells, NKT cells, neutrophils, macrophag-
es or mast cells. In this review, by considering the mechanisms of immune surveil-
lance failure in cancers, we discuss the different tools to clinically improve the 
anti-cancer efficacy through the immune effector cells. 

 
Immune surveillance failure in cancer 
Immunosurveillance for cancer is a sort of « quality control » mechanism that 

refers to the capacity of the immune system to sense cellular dysregulation and 
respond by activating a stress response to restore homeostasis. This hypothesis was 
first formulated by Ehrlich in 1909 and grew over the twentieth century with the 
expansion of knowledge about the immune system, including tumor-associated  
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antigen (TAA) recognition and when pathological consequences of its failure was re-
vealed, as summarized in Table. In a recent review Corthay proposed that evidence for 
the role of the immune system in cancer protection is based on different observations: 1/ 
the increased risk of cancer observed in patients with primary immunodeficiency, immu-
nodepression following transplantation, or Human-Immunodeficiency Virus (HIV-1) 
infection, 2/ the immune cell infiltrate found in human primer tumors representing an 
independent prognostic factor for survival, 3/ the presence of mutations in protein-coding 
genes that are specifically recognized by the adaptative immune system, or to evade im-
mune destruction, 4/ the elimination of stressed or pre-malignant cells by lymphocytes 
bearing NKG2D receptor and finally, 5/ the promising strategy for immune therapy by 
blocking the immune checkpoint molecules CTLA-4, PD-1, or PD-L1 or 2 [1416]. 

 
T a b l e   

Mechanisms of immune surveillance failure in cancer patients 

Cancer 
cell 

abnormalities 

Tumor-Associated Antigen expression 
 Low or lack expression of antigens at the cancer cell 

surface (epigenetic control, proteasome abnormalities or 
mutations, metabolic changes) 

 Abnormal HLA I complex expression (mutation, or ab-
normal antigen presentation process) 
Cytokine production 

 TGF beta 
 TH2 response 

Immunoproteasome abnormalities 
Negative Immune checkpoint regulators 
Mutations in proteins controling adatative immune system 

Impaired 
immune cells 

Impaired efficacy ratio by quantity reduction by: 
 chemotherapy 
 associated diseases,  

Impaired efficacy ratio by increased immune suppression due to: 
 Tregs 
 Impaired NK licencing 
 Macrophages, mast cells 
 Neutrophils (IL17-producing T) 

Epigenetic control of immune response 
Polymorphisms 

Host 
conditions 

Auto-immune associated diseases  
(Gougerot-Sjogren syndrome,…) 
Infection-associated process (EBV, CMV, others) 
Inflammation process (IL6,…) 
Genetic and epigenetic conditions  
Immune senescence
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In addition, immune system is depressed in quality and quantity by standard cy-
totoxic drugs. Immune evasion is a complex phenomenon that is supported by 
changes in cancer cells and their micro-environment that favor the lack of cancer 
cell recognition by the immune infiltrating cells. This includes several mecha-
nisms, such as altered expression and presentation of TAA or secretion of different 
molecules that promote a regulatory/inhibitory milieu of APC and CTL. So, the 
presence of T regulatory cells (Treg) within the tumor, the decreease of HLA-I 
complex at the cell surface of cancer cells, or the secretion of different cytokines 
that modify cell activity are correlated with bad prognosis or metastasis [1722]. 
These changes are driven by several factors, including altered epigenetic marks in 
tumor cells that control gene expression and epigenomic patterns may represent 
new biomarkers for both cancer progression or control. [23]. There are several 
drugs that modify epigenetic control, including hypomethylating agents or histone 
deacetylase inhibitors. They have been principally used in pre-leukemic diseases, 
but they are now also developed as immune response modifyers in cancers, par-
ticularly for antigen processing and presentation [2325]. 

The number of effector cells is crucial for controling or eradicating cancer cells. 
In vitro, ten CTL are needed to kill one cancer cell, but only one NK cell is neces-
sary to kill ten cancer cells. In addition, the accessibility of the immune effector 
cells to the cancer cells and their micro-environment is one additional major pa-
rameter for efficacy. 

 
Using T-cells for immunotherapy 
T-cells represent a minor subset (10%) of PB lymphocytes (PBL), with a 

dominant V9V2 T cell receptor cell subpopulation that recognizes the endoge-
nous pool of isopentenyl pyrophosphate (IPP). T-cells are implicated in anti-viral 
and anti-tumor response, and also in modulating immune response 26. In a recent 
clinical trial with in vivo stimulation of T-cells for antitumor therapy, it has been 
observed an unexpected expansion of NK cells 27. So, T-lymphocytes com-
municate with all the other immune cell types, including the  T-lymphocytes 
that regulate IL-17 T-cells, B-lymphocytes for the Immunoglobulin (Ig) produc-
tion, NK cell amplification and activation, monocyte/macrophages and dendritic 
cells (DC), granulocyte and mesenchymal/stromal cells 28. Like NK lympho-
cytes, T-lymphocytes respond to stimulation by stress- and/or infection-induced 
ligands, such as the MHC class-I-related molecules MHC class I polypeptide-relate 
sequence (MIC)A/B and ULBP family. Usually, these ligands are weakly or not 
expressed, and they are up-regulated in the presence of stress or infection and then 
activate T-cells by binding to the activating NKG2D receptor expressed on these 
cells or by direct recognition 29. In addition, T-lymphocytes also expressed 
pattern recognition receptors (PPR), such as Toll-like receptors (TLR) that modu-
late their activation.  
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V9V2 T-lymphocytes exert their activity through a TCR-independent recog-
nition of non-peptidic phosphorylated antigens, called phosphoantigens produced 
by many bacteria or derived from the mevalonate isoprenoid pathway 30. These 
 T-cells have the capacity to display cytotoxic activity against infected or trans-
formed cells and to produce pro-inflammatory cytokines, including TNF-, IL-17 
or -IFN, thus promoting a TH1 response, paticularly after phosphoantigen activa-
tion 31. Similarly to NK cels,  T cells also express CD16 (FCRIII) receptor, 
particularly upregulated after phosphoantigen recognition, leading to ADCC 32. 
In addition to phosphoantigens, several other molecules may activate T-
lymphocytes, including bromohydrin pyrophosphate (BrHPP), 4-hydroxy-3-
methyl-but-2-enyl pyrophosphate (HMBPP), mono-ethyl pyrophos-phate, addi-
tional ligands such as nitrogen containing biphosphonates (NBP), alkylamines, 
molecules that are secreted by commensal bacteria or molecules that are present in 
plant products such as tea, wine, apples and mushrooms 33. The mechanism of 
activation has been recently more documented by identifying a membrane-
associated molecules expressed on target cells, such as B7-related butyrophilin 
(BTN) molecules CD277/BTN3A 34. The influx of TIL to the tumor site is asso-
ciated with the potential of an anti-cancer response. The tumor cells and their mi-
cro-environment participate largely to this infiltrate by secreting chemokines. In-
terestingly, V1 and V92 T-lymphocytes display distinct chemokine receptors, 
respectively CCR5 and, CCR5 and CXCR3 35. In addition, V92 T-
lymphocytes express other receptors, such as NK receptor P1A, platelet endothelial 
cell-adhesion molecules (PECAM), LFA-1, L-selectin and CD44v6 34; 36. The 
accumulation of mevalonate metabolites in certain cancer cells activates V92 T-
lymphocytes, a situation that is not observed in normal cells. In addition, mevalo-
nate pathway modulation by different drugs including statins or biphosphonates 
may modulate immune response. 

The anti-tumor effect of T-lymphocytes have been demonstrated in several 
cancers, particularly for lymphoid malignancies. Two strategies for amplifying the 
effect of T-lymphocytes in cancer immunotherapy have been applied, including 
adoptive cell transfer after in vitro expansion and in vivo therapeutic activation of 
T-lymphocytes by phosphoantigens or aminobiphosphonates with low dose IL2. 
Nowadays, thirteen clinical studies involving patients with metastatic cancer have 
been selected for a recent meta-analysis 37. Patients with solid cancers mostly 
have been treated with adoptive cell therapy and patients with hematological ma-
lignancies preferentially received drug expanding T-lymphocytes. The majority 
of the patients received chemotherapy or IL2 prior to in vivo drug-expansion thera-
py. Additional variables were also observed in adoptive therapy, concerning the 
cell source, the type of expansion and the type of clinical trial, i.e., Phase I or I/II 
with different cell doses. In solid tumors, by comparing to the efficacy with stand-
ard therapy, a clinical benefit was observed in patients with advanced disease in 
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both renal cell carcinoma and prostatic cancer 38. In hematological malignancies, 
large inter-individual variations in expansion capacity has been observed among 
the different patients having Multiple Myeloma (MM), Non-Hodgkin Lymphoma 
(NHL) and Chronic Lymphocytic Leukemia (CLL). It has been suggested different 
explanations, including the number of Treg, the ability of T-lymphocytes to re-
spond to phosphoantigens, the role of TGF-, known to decrease NKG2D expres-
sion on lymphocytes 38, and also the role of expanded regulatory T-
lymphocytes 39. One of the first clinical studies in hematological malignancies 
was published by Wilhelm M et al., who observed good tolerance and high re-
sponse rate, by using pamidronate and low-dose of IL2 40. Our group demon-
strated that it was possible to obtain and to amplify ex vivo T-lymphocytes, by 
using biphosphonates and IL2, and we demonstrated that these cells were able to 
kill in vitro human myeloma cell lines and fresh cells from patients having MM 
41. In addition, we conducted a multicenter Phase II clinical study including for-
ty-five patients having relapsed or refractory/relapsed FL (42 and personal data). 
Patients received combined therapy that associates bromohydrin pyrophosphate 
(BrHPP, named IPH1101, from Innate Pharma Inc. Marseille, France), at 
750mg/m2, 3 times every 3 weeks, low dose IL2 (8MIU, daily for 5 days, every 3 
weeks) and rituximab (375mg/m2, 4 times weekly). Clinical characteristics of the 
patients were standard, with a median age of 59 (3974), 47% having a low FLIPI 
index (47%), 27% poor or high FLIPI index, and the median time since last therapy 
was 19.1 months. The majority of the patients tested for FcRRIIIa polymorphism 
were F/F cariers. At a biological level, a majority of the patients exhibited a selec-
tive amplification of targeted CD16 T-lymphocytes, with a certain heterogenei-
ty, but peaking after the first cycle of therapy (figure 1). No amplification of the 
Treg were observed, with a tendency to a slight increase after the third cycle of the 
treatment. Objective response rate (ORR) was around 50% (local investigator: 
52.6%, and independent medical review: 47.4%) with 26.3% of complete response 
rate (CRR) (figure 2).  

As observed with rituximab alone, time to the best response was sometimes de-
layed, till 12 months after the end of therapy (figure 3). The highest ORR and CRR 
were observed in patients with low FLIPI index (respectively 57.1% and 33.3%). 
Tolerance was excellent, with a majority of grades 1 and 2 adverse events, in the 
majority of cases due to IL2 therapy associated.  

No biological activity was correlated with the clinical efficacy, including the 
maximal fold-increase in T-lymphocytes, the pre-therapeutic number of T-
lymphocytes, the activation marker of those targeted cells, the Treg, the profile or 
the quantity of circulating cytokines, except the maximal concentration of rituxi-
mab at Day 86 as previously reported 43. In addition, synergism of T-
lymphocytes and rituximab was also observed with other new generation of anti-
CD20 monoclonal antibodies (mAb) 44.  
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Fig. 1. Pharmacodynamics of immune cells for Follicular Lymphoma patients in-
cluded in a clinical Phase II study with in vivo amplification of  T-lymphocytes. 
Patients were treated with bromohydrin pyrophosphate (BrHPP or IPH1101, from 
Innate Pharma Inc. Marseille, France), at 750 mg/m2, 3 times every 3 weeks, low 
dose IL-2 (8MIU, daily for 5 days, every 3 weeks) and rituximab (375 mg/m2, 4 
times weekly).  
 

 
 
 
Fig. 2. Response rate by FLIPI index and representation of quantitative efficacy in 
a clinical Phase II study with in vivo amplification of  T-lymphocytes. 
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Fig. 3. Delayed complete response observed in a patient included in a clinical 
Phase II study with in vivo amplification of  T-lymphocytes. 
 
 
 

 
 
 
Fig. 4. Ex vivo maturation and différentiation of DC from MO.  
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Rituximab administered alone was given a lower CRR and shorter duration 
of response than that observed with combined immune therapy, particularly 
when associated with T-lymphocytes amplification for patients with ad-
vanced disease 45. 

T-lymphocytes represent essential cells to control and eliminate and tumor 
cells. In addition to their plasticity, they are able to cooperate with other immune 
cells, particularly NK cells and DC, having common systems of response such as 
TLR, NKG2D, CD16, and other receptors. At a clinical level, this means that, be-
yond the association with mAb, it may interesting to combine other targeted mole-
cules such as TLR agonists, or to imagine culture system for mixing these effector 
cells 29; 38; 4547. 

 
Using NK lymphocytes for immune therapy 
NK lymphocytes was first identified in 1975 as unique lymphocyte subset, 

morphologically and functionally disctinct from both T and B lymphocytes. Un-
derstanding their biology and functions takes a long period of time. NK lympho-
cytes are defined as CD3 CD56 lymphocytes, with different circulating subsets, 
particularly, including CD56bright and CD56dim cell subpopulations. Approximately 
90% of circulating and spleen NK cells belong to the CD56dim CD16 subset and it 
dispalys cytotoxic functions upon interacting with target cells 48. On the contra-
ry, lymph nodes and tonsils predominantly contain CD56bright CD16 subset that 
produced cytokines such as  IFN in response to IL12, IL15 and IL18 stimuli 48. 
NK lymphocytes kill rapidly target cells independently to prior immunization or 
MHC restriction, rending these cells attractive for immune therapy. This activation 
process is regulated by a balanced mechanism between inhibitory and activating 
signals from different receptors, including NK cytotoxicity receptors (NCRs), C-
type lectin receptors (NKG2A/B, NKG2C, NKG2D, NKG2F) and killer Ig-like 
receptors (KIR) 48. Complexity was due to the fact that both inhibitory and acti-
vating molecules may belong to the same family. In fact, these sets of activating 
and stochastically expressed inhibitory receptors (IR) control different steps in cy-
totoxic lymphocyte-mediated killing of target cells, including the linkage of NK 
lymphocytes to the target cells, polarization of lytic granules towards target cells, 
and degranulation 49; 50. There is a certain hierarchy to deliver the messages to 
NK cells, including the prior engagement of NK cells with MHC class I molecules 
by IR, a situation calibrated by the number of IR engaged and the strength of MHC 
binding, then leading to greater responsiveness to subsequent activation stimuli 
through a process called NK cell licencing 5152. Despite the fact that NK cells 
functions as innate immune cells, accumulating evidence demonstrated that these 
cells are educated and selected during the development and expanded during cer-
tain stress situation and could generate long-lived memory cells 53. 

As, NK cells play an essential role in the defense against infections and cancer, 
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therapeutic strategies with specific immune modulators, ex vivo amplification of 
autologous NK cells or injection of allogenic amplified and activated NK cells 
have been developed. The first clinical trials were based on amplifying autologous 
NK cells by using in vivo cytokines, such as IL2, IL12, IL15, IL18, IL21 and type I 
IFN 54; 55. By using such stimulations, cells became LAK or Cytokine-activated 
Killer cells (CIK) if IFN is added to the culture conditions 24h before stimulation 
by anti-CD3 plus IL2 56; 57. So, CIK exhibit more than 70-fold increase of cyto-
toxic activity when compared to conventional LAK 57; 58. The number of cyto-
toxic cells needed for lysing tumor cells is 2  1011 LAK and only 0.5 to 5  1010 
for CIK 57. CIK is a mixture of T-cells, NKT cells and NK cells, all expressing 
also CD16, CD45RA, CR7, CD27, CD28 and different other markers. 

For obtaining a majority of NK cells, elimination of T-cells is needed. As allo-
genic T-cell administration is associated with graft-versus host disease (GVHD), 
maximal of T-cell contamination allowed to limit this complication, is lower than 
1  103/kg 59; 60. The aim of the early studies was to amplify and activate anti-
tumor activity from autologous NK cells. In oder to limit expansion of Treg ob-
served in LAK, adoptive transfer of ex vivo amplified pure NK cells was necessary. 
Alternative therapeutic approach was used in Acute Myeloid Leukemia (AML) and 
MM, by using anti-KIR mAb that block NK cells that expressed inhibitory recep-
tors specific for MHC-I 61. KIR-mismatch was first analyzed in patients having 
allogenic transplantation, demonstrating a better survival with less infections, less 
GVHD and less relapse in patients having such mismatch independently to other 
factors 62; 63.  

Allogenic NK cells with KIR mismatch demonstrate better anti-tumor activity 
particularly in patients with AML 60; 64. Tolerance was excellent if T and B-cell 
contamination was limited. Clinical efficacy was observed in differerent hemato-
logical malignancies and solid tumors 54. 

NK cell lines have been developed in order to simplify the process. Among the 
established malignant NK cell lines, NKG2 received FDA approval after demon-
strating potential benefit for its anti-tumor effect and its safety. As a consequence, 
NKG2 cell line served as a platform for studying NK cell-based tumor immuno-
therapy 54. 

Questions concern the origin of NK cells used as cell-drugs, from PB or umbil-
ical cord blood (UCB), the mode of amplification and activation, the accessibility 
to the tumor site and the number of cells needed for tumor cell killing, all of these 
parameters representing the biological efficacy of the therapeutic strategy. Recent-
ly, it has been shown that NK cells from UCB contain diffrerent subpopulations 
including progenitor cells that could be stimulated and amplified for clinical trials 
65; 66. KIR-ligand mismatch is largely dictated by the ligands of the four KIR, 
KIR2DL1, KIR2DL2/3, KIR3DL1, and KIR3DL2 67.  
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NK adoptive infusion has been made in patients with AML, NHL, or solid 

tumors such as breast, ovarian, lung or colon cancers 68. Several ongoing pro-
grams are now developed worldwide.  

 
Selection of NK could be made by using clinical-grade selecting systems such 

as purification columns. Amplification is generally obtained by different cytokines 
including IL2 and/or IL15, IL18 and IFN. Activation of NK cells could be obtained 
by different ways, particularly using K562 cell line, or EBV lymphoblastoid cell 
cell lines 69; 70 and personal data. 

 
Using direct or indirect activation of cytotoxic t-cells for immune therapy 
Tumor-specific CD8 CTL are generated by repetitive stimulation of PB mon-

onuclear cells (PBMC) with TAA expressing APC such as DC and some cytokines 
including IL2, IL7, IL12, IL15 and IL21 71. TAA have been identified and some 
of them have been used in vaccination programs 72. DC are a highly heterogene-
ous population of cells with a remarkable plasticity but common morphological 
features. Several mechanisms, including cytokines allowed monocytes to mature 
into DC, a process associated with the antigen presentation and different molecules 
that are central for cell communication, particularly with T-cells 73. Autologous 
mature DC pulsed with TAA or cell lystates have been obtained ex vivo. Briefly, 
PBMC were obtained by apheresis and then cultured, first in the presence of GM-
CSF and IL4 or IL13 for 5 to 7 days, followed by a second step of culture combin-
ing proteins or tumor cell lysates, RNA, apoptotic cells or TAA, and the addition 
of TNF-, CD40L or agonist anti-CD40 mAb plus Poly-IC for 2 additional days of 
culture, as shown on figure 4 74. 

Activation of DC increases their cell-surface expression of MHC class I and II, 
CD63, CD80, CD86, CCR7, decreases CD14 molecules, in association with the 
secretion of a myriad of cytokines and chemokines, including IFN, TNF-, IL1, 
IL4, IL6, IL10, IL12, and IL23, that can guide immune response. Alternative 
method was used in the Sipuleucel-T process, an FDA approved cell-drug based 
therapy vaccine, by incubating autologous PBMC with a prostatic acid phosphatase 
GM-CSF fusion protein that drives the maturation of monocytes to DC. This thera-
peutic approach was associated with 4.1 month improvement in median survival 
for patients having a castrate resistant prostate cancer as compared to control arm 
in a randomized trial 75. Extensive studies were made in FL by Levy R et al., 
starting with idiotype vaccination, in association with immune adjuvants as Key-
hole Limpet Hemocyanin (KLH) and GM-CSF, or with DC pulsed with idiotype 
76; 77. Several phase III studies were conducted, including with rituximab, 
demonstrating a prolonged control of the minimal residual disease 78. We used 
DC-based therapy pulsed with tumor cell lysates in a phase II study for patients 
having FL in relapse. Eleven patients were treated, with 2 CR before vaccination 
and 2 CR after vaccination program (figure 5). In addition, we observed that early 
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18Ffluorodeoxyglucose-positron emission tomography (15 days following vac-
cination) could be used as an indicator for immune response 79. After more than 
30 years of clinical trials with DC, as mediators for vaccination therapy in cancer, 
clinical responses have been disappointing, with an ORR around 15% 80. Be-
yond the limited clinical efficacy, the major inconvenience for DC-based therapy is 
represented by the fact that this therapy is a personalized medicine with difficulties 
for industrialization. So, in vivo DC activation or amplification of their activity 
represents a new interesting approach and may combine the benefits of a physio-
logical environment. This includes the use of immune adjuvants that improve the 
Ag delivery as mineral salts, emulsions and liposomes, or immunostimulants such 
as TLR-ligands (particularly TLR7/8 agonists such as the imidazoquinoline family, 
81), cytokines, saponins, bacterial exotoxins, and the use of exosomes 8286. 
In addition, the injection site remains a matter of debate, but targeting the skin with 
ex vivo-loaded DCs or using in vivo DC-based strategies has improved immune 
responses 84. The efficiency of DC migration to the lymph nodes has been stud-
ied and is linked to the maturation status and the CCR7 expression of the DC 87. 

A new therapeutic is born with all these molecules that modify the host micro-
environment. Lymphodepletion represents the first therapy that was used in this 
context. Such an induction of lymphodepletion was achieved by the use of total 
body irradiation (TBI), non myeloablative chemotherapy as conditioning regimen 
for allogenic transplantation, or in another context, low dose of chemotherapy such 
as cyclophosphamide, 5-fluorouracil, fludarabine, gemcitabie, bortezomib, soraf-
enib and sunitinib. Recently, idelalisib, an inhibitor of phosphoinositide 3 kinase  
(PI3K has been mentioned also to deplete Treg 88. This has an advantage to 
favor depletion of Treg and myeloid-derived suppresor cells (MDSC). Tumor-
associated myeloid cell subpopulations include MDSC at different stages of differ-
entiation, such as neutrophils, immature DC, macrophages and mast cells, all of 
these cells producing mediators that may limit the immune control 89. Other 
therapeutic strategies have been developed, including molecules that targets Treg, 
such as anti-CD25 molecules, anti-Foxp3 or anti-CTLA4, inhibitors of STAT3 that 
regulates the expression of TGF- and IL10 cytokines or inhibitors of indoleamine 
2,3-dioxygenase (IDO) 71; 90. Similarly to DC generation, the use of specific 
CTL is a personalized therapy that presents major inconveniences and needs to 
improve the cancer cell targeting. For that reason, many groups are currently inves-
tigating the therapeutic efficacy of genetically modified T-lymphocytes from PB, 
against cancer cells. The aim of such procedures was to improve recognition and/or 
avidity for tumor antigens. Two types of modifications were developed, i.e., Chi-
meric-Antigen Receptor T-cells (CAR-T) and TcR-engineered T cells.  
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Fig. 5. Hypersensitivity response with cell lysate plus dendritic cells with histolog-
ical data and [18F] FDG pet-scan for monitoring the immune response. 
 
 

 
 
Fig. 6. Windows of opportunity in immune therapy for cancers. 
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CAR-T were developed to target antigens expressed on the cell surface of the 
cancer cells independently on HLA processing and presentation 91. In addition, 
this strategy also bypasses all the obstacles to T-cell responses, particularly in the 
context of a failure of immune surveillance.  

CAR-T cells function by creating a genetic construct encoding the antigen-
binding region of a mAb and intracellular components of the TCR that activates 
the signal upon binding to target cell surface antigens.  

First generation consists of antigen-binding domains of the heavy and light 
chains of antibodies that are fused to the CD3- intracellular signaling domain. 
Second generation adds an intrasignaling domain of a co-stimulatory molecule, and 
third generation combines multiple signaling domains of CD3- and co-stimulatory 
molecules to enhance the avidity of T-cells for antigens 92. Interestingly, CAR-T 
strategy has been associated with preliminary clinical success in hematological 
malignancies including AML by targeting CD123, the IL3-R chain 93, CLL and 
pre-B acute lymphoblastic leukemia with CD19 94; 95. One of the patient treated 
relapsed early with downregulation of the CD19 expression on tumor cells. This 
observation leads scientists to elaborate multiple tumor antigen constructs in order 
to limit the emergence of relapse with antigen-negative variants 92. In solid tu-
mors, CAR-T cell therapy is just beginning, with initially the use of CAR-T in-
duced with co-stimulatory molecules, combining CD28 and 4-1BB molecules, to 
target ERBB2 in a patient with colon cancer. Unfortunately, the patient died, with 
multi-organ failure due to a major cytokine release syndrome 96, a dramatic 
event that could be prevented by the use of transduced signal for inducing T-cell 
apoptosis, such as caspase-9. In addition, CAR-T may be suppressed by the accu-
mulation of immunosuppressive cells accumulated in the tumor micro-
environment, needing combined approaches. 

TcR engineering is based on the ability to genetically modify PB lymphocytes 
to express TcR with specificity against a choosen antigen, that allows these chi-
meric TcR-T cells to target tumor cells in a context of MHC class I-restricted anti-
gen peptide presentation. This methodology was first used with MART-1 antigen 
in the context of melanoma, but exhibiting a lower response rate (13%) than that 
observed with TIL (5172%) 92. Several pharmaceutical companies have invest-
ed in CAR-T strategies, particularly active in CD19 positive hematological malig-
nancies 9. 

Similarly, CAR-NK cells have been developed in pre-clinical and early clinical 
studies, with redirected human NK cells and NK-92 cell line, against CD19, CD20, 
CD38, CD138, CD244, HER2, GD2, EPCAM, CS1, LMAN1 9799. 

 
Using other immune effector cells and multi-approach therapy 
Immune therapy is now entering new era associated with significant clinical ef-

ficacy, but it necessitates a multi-approach strategy.  
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This includes the use of alternative immune effector cells, to trigger cells that 
may influence other effector cells or the use of additional molecules that amplify 
their efficacy or lower immunosuppressive cells. 

NKT cells are a subpopulation of lymphocytes with phenotypic properties of 
both T and NK cells and supply different functions that render these cells attractive 
for immune therapy. Among these NKT, one subset of cells, refered to invariant 
NKT (iNKT) are activated by glycolipid antigens presented by CD1d, a molecule 
present at the cell surface. In addition, these cells are active effector cells with kill-
ing activity and secrete cytokines, such as Th1-, Th2- and Th17-type responses, 
particularly the -chain cytokine or CD132 (i.e., IL2, IL4, IL7, IL9, IL15 and IL21-
R). Several drugs have been generated for triggering these cells through CD1d 
molecules, including -galactosylceramides synthetic analogs 100; 101. 

Immune system posseses a certain redundancy and major interactions. The ad-
dition of large amounts of effector cells may greatly interact with other members of 
this complex sytem. The aim of such combined strategies is to amplify specific 
recognition, to reinforce the killing activity or to lower immune suppressive effect. 
TAA or MHC class I expression at the cell surface of cancer cells could be rein-
forced by epigenetic modulation or by interfering on metabolism pathways 23; 
102. Cancer recognition by immune cells are potentially reinforced by genetic 
modification on cell-drug, such as CAR-T or CAR-NK. Amplification of the im-
mune activity is mediated by cooperation between immune cells. So, subsets of 
CD56brightCD16dim/ NK cells present in lymph nodes possess a helper role in the 
production of IFN that may improve the effect of other cells. Cell crosstalk is es-
sential for immune therapy 103. By combining mAb and certain cytokines that 
activate DC, one could suspect an in vivo vacination process, as suggested by the 
delayed response observed in some clinical trials. As an example, we observed a 
progressive reduction of tumor mass during one year in a patient who received the 
association of GM-CSF and rituximab despite the fact this patient had a previous 
short duration of response after administering rituximab alone 104, personal data. 
This observation suggests that rituximab possibly enhances apoptosis of tumor 
cells and GM-CSF participates to in vivo generation of mature DC that may pro-
long the immune control of the disease. 

Immune response could be enhanced by blocking immune checkpoints such as 
CTLA-4, PD-1 molecules and its ligands PD-L1 or PD-L2, T-cell Ig and mucin domain 
containing protein 3 (Tim-3), lymphocyte activation gene-3 (LAG-3) and recently V-
domain Ig-containing suppressor of T-cell activation (VISTA) or carcinoembryonic 
antigen-related cell adhesion molecule-6 in melanoma or MM 12; 105; 106. Expres-
sion of these markers by TIL, and particularly Treg, results in low responsiveness of the 
immune control of cancer cells. These molecules are very attractive as targets for revers-
ing immune tolerance, particularly in cancer therapy. The anti-CTLA-4 mAb ipili-
mumab (Bristol-Myers Squibb) received FDA approval in March 2011 for the treatment 
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of metastatic melanoma 107 and further development are ongoing in both solid tumors 
and hematological malignancies 108; 109 with different molecules (MDX-1106 and 
CT-011 or pidilizumab as anti-PD-1; MDX-1105 as anti-PD-L1, and other molecules 
directed against Tim-3, LAG-3 and VISTA). 

 We are now entering a new era for immunotherapy, not only for cancer but al-
so for dysimmune diseases (figure 6).  

Two many drugs, two many tools, two many therapeutic strategies need to go 
back to the fundamentals of the immune system. What are the immune effctor 
cells? How to improve their function with less or low toxicity? What are the acces-
sibility of the targets and what is the optimal bio-clinical ratio of efficacy? Now, 
new thinking is necessary. 
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ИММУНОДИАГНОСТИКА ОПУХОЛЕЙ КРОВИ  
НА ОСНОВАНИИ МНОГОЦВЕТНЫХ (8 ЦВЕТОВ ПАНЕЛЕЙ)  
ЕВРОПЕЙСКОГО КОНСОРЦИУМА  
ПО ПРОТОЧНОЙ ЦИТОМЕТРИИ (EURO-FLOW) 
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Резюме 
 
В 2012 г. в журнале "Leukemia" были опубликованы протоколы консор-

циума Euro-Flow по 8 цветной проточно-цитометрической диагностике гемо-
бластозов. В статье на конкретных примерах анализируется возможность 
использования концепции Euro-Flow при острых лимфобластных лейкозах 
(В- и Т-линейных), острых миелоидных лейкозах, периферических В-
клеточных лимфомах, NK-клеточных лимфопролиферативных заболеваниях, 
плазмоклеточных опухолях. Предложенные панели моноклональных антител 
и флуорохромов информативны как для первичной диагностики, так и для 
мониторинга остаточной болезни в процессе терапии. Кроме того, диагно-
стикумы Euro-Flow включают маркеры, ассоциированные с повторяющимися 
хромосомными аберрациями при лейкозах и лимфомах, что также важно для 
первичной диагностики и оценки остаточной болезни. Сделано заключение о 
высокой информативности концепции Euro-Flow, необходимости более ши-
рокого внедрения соответствующих панелей в рутинную практику иммуно-
цитофлуориметрической диагностики гемобластозов с целью дальнейшей 
стандартизации иммунофенотипирования в онкогематологии. 

 
Ключевые слова: консорциум Euro-Flow, 8-цветные панели монокло-

нальных антител, онкогематология. 
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HAEMATOPOIETIC MALIGNANCIES  
IMMUNE DIAGNOSTICS BASED  
ON EUROFLOW CONSORTIUM PROPOSALS:  
8-COLOR FLOW CYTOMETRY 
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Summary 
 
EuroFlow protocols on 8-color flow cytometry immune diagnostics of acute 

leukemia and malignant lymphoma were published. We present the analysis of 
Euroflow diagnostic concept in acute lymphoblastic leukemias (T-, B-lineage), 
acute myeloid leukemias, peripheral B-cell lymphomas, NK-cell lymphoproly 
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pherative disorders, and plasma cell tumors based on diagnostic samples from cor-
responding patients. The EuroFlow panels of monoclonal antibodies and fluoro-
chromes are informative both for primary diagnostics and for monitoring of residu-
al disease during treatment. As well EuroFlow diagnosticums include markers as-
sociated with repetitive chromosomal abberrations in leukemias and lymphomas, 
which are important for primary diagnosis and estimation of residual disease. It is 
concluded that EuroFlow concept is highly informative, the corresponding anti-
body panels should be wider introduced in routine practice of immune Flow cy-
tometry diagnostics of haematopoietic malignancies aimed at further standardiza-
tion of immunophenotyping in oncohaematology. 

 
Key words: EuroFlow Consortium, 8-color monoclonal antibody panels, onco-

haematology. 
 
Введение 
 
В ходе многолетней работы Европейского консорциума по проточной ци-

тометрии (Euro-Flow) предложен новый стандарт иммунологической диагно-
стики любых опухолей крови в соответствии с вариантами ВОЗ. Основой 
стратегии является высокотехнологичный подход – 8–цветная проточная ци-
тометрия с использованием наиболее информативных комбинаций монокло-
нальных антител и флуорохромных коньюгатов. 

В лаборатории иммунологии гемопоэза в течении года проходили внедре-
ние и апробация новых стратегических подходов. В данной статье приво-
дитcя поэтапный разбор особенностей диагностики опухолей крови в соот-
ветствии с концепцией Euro-Flow. 

 
Идентификация острых лейкозов 
Первый этап диагностики – постановка и идентификация новых проб – 

проба ALOT(acute leukemia orientation tube) или идентификация острых лейко-
зов (СОЛ; рис. 1). Это всего лишь одна проба с 8 антителами различной специ-
фичности. Их сочетание и/или взаимоисключение позволяет в более чем 98% 
случаев диагностировать и дифференцировать линейно острый лейкоз. Уже на 
данном этапе возможно определиться с типом бластных клеток – лимфоидные 
Т- или В-, либо миелоидные. Для идентификации бластной популяции стан-
дартно на всех этапах диагностики, включая идентификация, используется CD45 
антиген. В пробе оценивают 3 цитоплазматических маркера линейной принад-
лежности – CD3 (T-клетки), МРО (миелоидная линия). В качестве наиболее спе-
цифичного цитоплазматического маркера В-клеток принят CD79a, а не традици-
онный CD22 – ввиду того, что цитоплазматическая экспрессия CD22 не является 
специфичной для В-клеток, экспрессию его демонстрируют также и нормальные 
базофилы, тучные и плазмоцитоидные дендритные клетки.  
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В качестве маркера клеток-предшественников справедливо выбран CD34, 
а не TdT, именно CD34 антиген экспрессирован на предшественниках всех 
линий без исключения. 

Точно выверенная комбинация антигенов с успехом себя оправдала. На 
рис. 2 приведен пример идентификацияа. Бластная популяция четко выявля-
лась по экспрессии CD45 антигена (рис. 2А). Бластные клеткии мономорфно 
экспрессировали в цитоплазме CD79 и CD19 на мембране (рис. 2Б), но были 
отрицательны в отношении маркера клеток-предшественников, антигена 
CD34 (рис. 2Г). Экспрессия маркеров Т-клеток как цитоплазматических, так 
и мембранных, выявлялась только на остаточных лимфоцитах (обозначены 
синим цветом, рис. 2В). Необходимо отметить наличие фоновой реакции ци-
топлазматических CD3 на клетках гранулоцитарного ряда (обозначены фио-
летовым рис. 2В). Также среди лимфоцитов выявлялись В-клетки. Миелопе-
роксидаза расценена как отрицательная в сопоставлении с остаточными 
клетками гранулоцитарного ростка (рис. 2Г). Таким образом, уже на этапе 
первичного идентификацияа становится понятно, что в данном случае это 
острый лимфобластный лейкоз В-клеточной природы. 

В следующем случае на этапе идентификацияа выявлен острый лим-
фобластный лейкоз из Т-линейных предшественников. Бластные клетки до-
статочно отчетливо выявлялись по CD45 (рис. 3А). Экспрессия CD19 и 
CD79 на бластах отсутствовала, выявлялась лишь небольшая пропорция 
CD19CD79 В-клеток, не относящихся к опухоли (рис. 3Б), Данная попу-
ляция может служить в этом случае внутренним позитивным контролем в 
отношении экспрессии CD79a. В тоже время, бластные клетки демонстриро-
вали яркую экспрессию CD3 в цитоплазме и отсутствие данного антигена на 
мембране (рис. 3B бластные клетки обозначены красным цветом), при нали-
чии внутреннего позитивного контроля по лимфоцитам (обозначены на ри-
сунке синим). Незначительная часть бластов была слабо-позитивна в отно-
шении CD34. Экспрессия миелопероксидазы была сомнительной, однако 
слабее чем на остаточных гранулоцитах, поэтому признана отрицательной 
(рис. 3Г, гранулоциты обозначены фиолетовым цветом). 

Последний пример идентификацияа острого лейкоза – острый лейкоз ми-
елоидной природы. В данном случае бластная популяция была достаточно 
выраженной и сложностей с разделением бластов от других клеток грануло-
цитарного ростка не возникло (рис. 4А, бластные клетки обозначены крас-
ным), также, что достаточно важно и полезно, присутствовала и отчетливая 
популяция лимфоцитов (выделено синим).  

В-клеточная (рис. 4Б) и Т-клеточная природа бластных клеток отвергнуты 
(рис. 4B). Яркая экспрессия миелопероксидазы, сопоставимая с экспрессией 
маркера на гранулоцитах, подтвердила миелоидную природу бластных кле-
ток (рис. 4Г), интересно отметить в данном случае гетерогенную экспрессию 
CD34. 
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Рис. 1. ALOT (СОЛ). Скрининг острых лейкозов. 

 Рис. 2. ALOT: BCP-ALL CD34–. 
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Рис. 3. ALOT: T-ALL.   Рис. 4. ALOPT: AML 

 

 

Рис. 5. BCP-ALL (В-ОЛЛ). В-линейные острые лимфобластные  лейкозы. 
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Острые лейкозы из в-линейных предшественников 
За этапом идентификацияа следует этап уточняющей диагностики имму-

ноподварианта острого лейкоза, выявление возможных нетипичных профи-
лей экспрессии антигенов, то есть лейкоз-ассоциированных иммунофеноти-
пов (ЛАИ), связанных с аномалиями кариотипа. Выявление ЛАИ важно в 
отношении прогноза, и абсолютно необходимо для дальнейшего мониторин-
га МРБ. С этой целью при острых лимфобластных лейкозах из В-линейных 
предшественников (В-ОЛЛ) предложена панель из 4 проб, включающих 810 
антигенов, каждая (рис. 5). Каркасными в данном случае кроме CD45 явля-
ются также пан-В клеточный антиген CD19 и антиген клеток-
предшественников CD34. Причем CD34 отражает внутриклональную гетеро-
генность злокачественных В-линейных предшественников и используется 
скорее в качестве антигена прогноза, а также для подтверждения опухолевой 
природы анализируемых клеток в случае асинхронной экспрессии, например 
антигена CD20. Другое подтверждение опухолевой природы В-клеток – 
нарушение нормальной кинетики иммунофенотпического созревания В-
линейных предшественников может быть оценено по совокупности экспрес-
сии CD10 и антигенов, ассоциированных с В-клеткой – CD20, CD24, CD22, 
Cy IgM, smIgM. Кроме того, может присутствовать аберрантная или эктопи-
ческая экспрессия антигенов других линий – CD33, CD13 – что также под-
тверждает опухолевую природу бластов. 

Миелодные антигены CD13, CD33, CD117, (CD15+CD65) включены в па-
нель диагностики В-ОЛЛ с целью выявления CD19 ОМЛ, которые могли 
быть пропущены на этапе идентификации. Использование данной диагности-
ческой панели в полной мере позволяет разграничивать нормальные незре-
лые костномозговые В-линейные предшественники и злокачественные В-
лимфобласты, выявить большинство изученных на настоящий момент ЛАИ. 

Приводим пример уточняющей диагностики варианта острого лим-
фобластного лейкоза, идентификация которого приведен на рис. 2. 

Проба 1 (рис. 6) сразу может дать представление об уровне злокачествен-
ной трансформации В-лимфобластов (про-В, пре-пре-В варианты) на основа-
нии сочетания экспрессии CD34, CD10, CD20, а также позволяет выявить 
аберрантность бластов в отношении экспрессии антигенов CD38 и CD58. 
Кроме того, можно предположить наличие гена BCR-ABL в случае гиперэкс-
прессии CD34, слабой экспрессии CD38 и наличию экспрессии KOR-Sa 
Sa3544 (CD66c). Бластные клетки демонстрируемого случая являлись 
CD10CD34 (рис. 6А, Б), поэтому однозначно дифференцировать менее зре-
лый и более зрелые В-линейный лейкоз на этапе первой пробы затруднитель-
но. В отношении ЛАИ. Бластные клетки не экспрессировали CD34 (рис 6А), 
CD66c (рис. 6Б) и CD38 (рис. 6В), в то время как экспрессия CD58 была вы-
раженной (рис. 6В).  
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Рис. 6. BCP-ALL CD34-neg 
 
Таким образом, в данном случае сочетание CD58/CD38/ может быть 

использовано для мониторинга МОБ в процессе терапии. 
Проба 2 подтверждает наиболее ранний пре-пре-В иммуноподвариант 

острого лейкоза – отсутствие экспрессии легких цепей Ig (рис. 7А), отсут-
ствие мембранной экспрессии µ-цепей иммуноглобулинов (рис. 7Б), в то 
время как цитоплазматическая их экспрессия выявлялась лишь в единичных 
клетках (рис. 7В). В данной пробе использован интересный прием взаимоис-
ключения – объединены антиген CD117 и мембранная µ-цепь иммуноглобу-
линов. С-kit рецептор CD117 практически никогда не обнаруживается при В-
ОЛЛ, а µ-цепь не экспрессируется в отсутствии цитоплазматических IgM. В 
нашем примере экспрессия CD117 на бластах отсутствовала, также как и экс-
прессия CD33, мембранные IgM выявлялись только на лимфоцитах (рис. 7Б, 
лимфоциты обозначены синим цветом). 

Проба 3 подтверждает наиболее ранний этап дифференцировки злокаче-
ственных В-лимфобластов по экспрессии ядерной TdT (рис. 8Б) и позволяет 
предположить наличие реаранжировки E-2A-PBX1 на основании выражен-
ной экспрессией CD9 на части бластов (рис. 8В) 
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Рис. 7. BCP-ALL CD34-neg  Рис. 8. BCP-ALL CD34-neg 
 

Наконец, проба 4 (рис. 9), важная не столько с целью диагностики, сколько 
в отношении выявления ЛАИ и прогноза. Здесь использован взаимодополня-
ющий принцип – одновременная оценка CD15 и CD65, важных с целью ис-
ключения экспрессии данных антигенов, являющихся прогностическими при 
ОЛЛ. В нашем случае экспрессия CD15/CD65 была слабой (в сравнении с гра-
нулоцитами отрицательной), а частая, но неспецифичная для В-лимфобластов 
экспрессия NG2 антигена, ассоциированного с реаранжировкой МLL, отсут-
ствовала (рис. 9А).  

Лейкоз-ассоциированный иммунофенотип характеризует CD123, однако 
экспрессия данного антигена не является стабильной. Отличить опухоль и ре-
генерирующие лимфобласты может слабая в случае опухоли экспрессия моле-
кулы тетраспанина CD81. В демонстрируемом варианте острого лейкоза отчет-
ливой экспрессии CD123 на бластах не выявлено (рис. 9Б), тогда как экспрес-
сия CD81 была, напротив, достаточной четкой. 

Таким образом, установленный на этапе идентификацияа острый лейкоз 
из В-лимфобластов определен иммунофенотипически как CD34– пре-пре-В 
иммуноподвариант ОЛ с аберрантной экспрессией CD58 и CD38, с экспрес-
сией CD9, CD81. 
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Рис. 7. BCP-ALL CD34-neg.  Рис. 8. BCP-ALL CD34-neg. 

 
Острые лейкозы из т-линейных предшественников 
Уточняющая иммунофенотипическая панель Т-ОЛЛ также включает 4 про-

бы (рис. 10), главная задача которых – выявление незрелых Т-клеток в костном 
мозге или периферической крови. Присутствие последних в данных органах 
аномально, поскольку Т-клеточное развитие происходит, главным образом, в 
тимусе. Исключение – опухоли средостения, при которых необходимо разли-
чать нормальные тимоциты и злокачественные. Иммунофенотипические про-
фили, ассоциированные с повторяющимися аномалиями при Т-ОЛЛ, немного-
численны. Существуют аномалии иммунофенотипа, ассоциированные с ти-
пичным блоком созревания Т-клеток и профилями генной экспрессии. Пример: 
TLX-1 – кортикальные тимоциты. Несмотря на фенотипическое сходство нор-
мального тимического созревания и опухолевых Т-клеток, многопараметровое 
иммунофенотипирование позволяет идентифицировать экспрессию белков, 
отличающих Т-ОЛЛ от нормальных тимических аналогов. Приводим разбор 
уточняющей диагностики Т-ОЛЛ, идентификация которого представлен на 
рис. 3. В данном случае сyCD3sCD3 бластные клетки слабо экспрессировали 
CD5 (рис. 11А), бластные клетки обозначены зеленым, а лимфоциты – синим 
цветом), были разнородны в отношении CD10 и CD1a – часть бластов характе-
ризовала слабая экспрессия CD10, часть бластов были CD1a+ (рис. 11Б).  
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Рис. 9. BCP-ALL CD34-neg. 
 

 
 
Рис. 10. T-ALL (Т-ОЛЛ).
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Рис. 11. T-ALL.   Рис. 12. T-ALL. 
 
Экспрессия nuTdT отсутствовала, как и гиперэкспрессия CD99 (рис. 11В). 

Пробы 2 и 3 подтверждают, что часть бластных клеток соответствовали по им-
мунофенотипу кортикальным тимоцитам CD4CD8 (рис. 12Б), были отрица-
тельны в отношении CD117 и позитивны в отношении CD2 (рис. 12В). Экс-
прессия цепей TCR и антигена CD56 отсутствовала (рис. 12Г). На основании 
пробы 4 установлено, что большинство бластных клеток не экспрессируют 
CD123 (рис. 13А), на бластах не выявлено экспрессии миелоидного антигена 
CD13 и молекулы HLA-DR (рис. 13Б), а также молекул CD44, CD45RA (рис. 
13В). Таким образом, совокупность данных может быть расценена как незре-
лый вариант Т-ОЛЛ. 

 
Острые миелоидные лейкозы 
Наиболее широкой среди уточняющих диагностических панелей Euro-

Flow является панель ОМЛ, включающая 7 проб. И это закономерно, так как 
в опухолевый процесс при ОМЛ может вовлекаться несколько клеточных 
линий и различных стадий созревания (рис. 14). Поэтому необходимо изуче-
ние и основных миелоидных линий – нейтрофильной моноцитарной, эритро-
идной, а так же плазмоцитоидных дендритных клеток, базофилов, тучных 
клеток и мегакариоцитов.  
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Рис. 13. T-ALL. 
 

 
 
Рис. 14. AML/MDS -миелодисплазии. 
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В панель включены 4 каркасных маркера (HLA-DR, CD45, CD34,CD117), 
несущие на себе несколько функций и в первую очередь позволяющие с вы-
сокой чувствительностью (более 88 % случаев) выявлять гетерогенную попу-
ляцию бластов миелоидной природы). 

Проба 1 характеризует нейтрофильное созревание (рис. 15). В данном случае 
представлена подробная характеристика бластов при ОМЛ. Идентификация разо-
брана ранее и приведена на рис. 4. Большинство бластных клеток были CD13, на 
части выявлена экспрессия CD34 и CD117. Сочетание CD34/CD11b выявило 2 попу-
ляции бластных клеток – ранние CD34CD11b и более зрелые CD34CD11b. Одна-
ко экспрессия CD10 и CD16b, свойственная зрелым гранулоцитам, отсутствовала. 

Проба 2 (рис. 16) характеризует моноцитарную линию дифференцировки, 
в данном случае – маркеры поздних стадий созревания моноцитов CD14, 
IREM-2 отсутствовали, так же не выявлено CD64 клеток, однако на части 
установлена слабая экспрессия CD35, что может трактоваться двояко. 

Проба 3 (рис. 17) характеризует эритроидный росток, начиная с самых 
ранних этапов дифференцировки, характеризуемых экспрессией CD117, 
CD34, HLA-DR, CD71 и постепенно нарастающей CD105, до поздних, имму-
нофенотип которых – CD34CD117 миелоидные  CD71CD105low\CD36 

У этого больного выявлена незначительная пропорция клеток с экспрес-
сией трансферинового рецептора и эндогликана при отсутствии на данных 
клетках CD34. 

Следующая проба, дифференцирующая линейную принадлежность бла-
стов – проба 6 (рис. 18). Она характеризует мегакариоциты, базофилы и туч-
ные клетки, плазмоцитоидные дендритные клетки. В данном случае тучных 
клеток не выявлено, а МКЦ были единичными. 

Проба 7 (рис. 19) дополняет и уточняет пробу 6, и у данного больного 
ранние предшественники МКЦ представлены единичными клетками. 

Как и в случае ОЛЛ кроме диагностики линейной специфичности и ста-
дийной принадлежности выявляется ЛАИ. Данный аспект характеризуют 
пробы 4 и 5. Проба 4 (рис. 20) – выявление возможной коэкспрессии лимфо-
идных антигенов, ассоциированных с молекулярно-генетическими аномали-
ями как, например, в случае CD19 (наиболее типично для М2–варианта ОМЛ 
с t (8;22), или являющихся дополнительным признаком дисплазии, как в слу-
чае с CD7 и CD56. 

Проба 5 (рис. 21) разработана для углубленной характеристики стволовых 
клеток и включает маркеры аберрантности. Так, NG2 не свойственен гемопо-
этическим клеткам, но выявляется в 10% случаев при ОМЛ с реаранжиров-
кой MLL. В рассматриваемом случае маркер отсутствовал. При этом бласт-
ные клетки экспрессировали CD15. Прогностически важным при ОМЛ явля-
ется выявление среди бластов пропорции стволовых лейкозных клеток 
CD34CD38. Количество их у данного больного было выраженным. 
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Рис. 15. AML/MDS -миелодисплазии. 
 
 

 
 
 
Рис. 16. AML/MDS -миелодисплазии. 
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Рис. 17. AML/MDS -миелодисплазии. 
 
 

 
 

 
Рис. 18. AML/MDS -миелодисплазии. 
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Рис. 19. AML/MDS -миелодисплазии. 
 
 

 
 
 
Рис. 20. AML/MDS -миелодисплазии. 
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Рис. 21. AML/MDS -миелодисплазии. 

 
Плазмоклеточные опухоли 
Иммунофенотипирование в настоящее время является стандартом диагно-

стики и важным фактором прогноза при плазмоклеточных опухолях. На ос-
новании данных иммунофенотипирования проводится контроль эффективно-
сти терапии – оценка МОБ. Наиболее частыми среди плазмоклеточных 
неоплазий являются ММ и МГНЗ, реже встречаются экстрамедуллярные 
плазмоклеточные опухоли. Важность клинической информации многопара-
метрового иммунофенотипирования заключается в возможности идентифи-
кации и количественной оценки аберрантных плазматических клеток костно-
го мозга в сравнении с нормальными.  

Чем выше это соотношение, тем более высок риск злокачественного про-
цесса (например, ММ). Сходным образом, присутствие  5% нормальных 
плазматических клеток в общей популяции плазматических клеток костного 
мозга, также ассоциировано с худшим исходом симптоматической ММ и бо-
лее высоким риском прогрессирования как при МГНЗ, так и при тлеющей 
ММ. Ряд маркеров и иммунофенотипических профилей (например, экспрес-
сия CD28 и CD117) имеет ассоциацию со специфическими генетическими 
изменениями и исходом болезни. 

Предложено большое число маркеров плазматических клеток. Консенсус-
ные рекомендации включают CD38, CD138 и CD45 наряду с характеристика-
ми светорассеяния в качестве каркасных маркеров для идентификации и ко-
личественной оценки плазматических клеток. 



ИММУНОЛОГИЯ ГЕМОПОЭЗА                  

 

48 
 

Консорциум Euro-Flow разработал панель из 12 моноклональных антител 
в 8-цветной проточной цитометрии, 2 пробы (рис. 22). Отобрано 4 каркасных 
маркера (CD38, CD138, CD45, CD19). Наиболее эффективно выявление плаз-
матических клеток по сочетанию CD38 и CD138 (рис. 23) Антигены CD19 и 
CD45 предназначены для разграничения нормальных/реактивных плазмати-
ческих клеток от клональных. Остальные 8 маркеров использованы для де-
тальной характеристики плазматических клеток. 

В целом пробы 1 достаточно для выявления, количественной оценки патоло-
гического клона и выявления аберрантной экспрессии антигенов с целью даль-
нейшего мониторинга МОБ. Так, например, у больного с ММ, первая проба ко-
торого продемонстрирована на рис. 24, отчетливо выявляется популяция плазма-
тических клеток с отсутствием CD19 и экспрессией на мембране клеток 
2микроглобулина (рис. 24Б). Кроме того, плазматические клетки демонстриро-
вали очень слабую экспрессию CD45, в то время как экспрессия важного для 
диагностики антигена CD56, характеризующего аберрантный фенотип плазмо-
цитов, была выраженной (рис. 24В). Проба 2 помимо упомянутых каркасных 
антигенов содержит маркеры CD81, CD117, CD28, CD27 и может быть исполь-
зована по показаниям для более подробной характеристики плазматических кле-
ток. В описываемом случае дополнительно выявлено отсутствие экспрессии 
CD81, что является аберрантным признаком и, возможно, может рассматривать-
ся как неблагоприятный фактор прогноза (рис. 25Б). Кроме этого, опухолевые 
клетки были CD27CD28 (рис. 25В) и не экспрессировали CD117 (рис. 25Г). 

Во втором демонстрационном случае ММ большинство клеток костного 
мозга были представлены плазматическими клетками (рис. 26А), которые, 
как и у первого больного, были CD19CD56CD45low (рис. 26Б–В). Отличием 
их от предыдущего варианта было отсутствие мембранной экспрессии 
2микроглобулина (рис. 26Б). При дальнейшей детализации выявлен ряд до-
полнительных иммунофенотипических отличий.  

На части опухолевых плазмоцитов выявлена экспрессия тетраспанина 
CD81 (рис. 27Б), отсутствие экспрессии CD28 (рис. 27В) и выраженная экс-
прессия CD117 (рис. 27Г), что, как уже упомянуто, ассоциировано с генети-
ческими аномалиями и находит отражение в течение и исходе болезни. 

 
Зрелоклеточные лимфопролиферативные заболевания 
Диагностика зрелоклеточных ЛПЗ основана на иммунологической вери-

фикации субстрата опухолевых клеток.  
Метод проточной цитофлуориметрии позволяет определить принадлеж-

ность опухолевых клеток к линии В- клеточных, Т-клеточных или NK-
клеточных ЛПЗ, стадию дифференцировки, выявить коэкспрессию антиге-
нов, характерных для данной опухоли, которая может быть использована для 
мониторирования остаточного опухолевого клона. 
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Рис. 22. Плазмоклеточные опухоли. 
 
 
 

 
 
 
Рис. 23. Плазмоклеточные опухоли. 
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Рис. 24. Плазмоклеточные опухоли. 
 

 
 

Рис. 25. Плазмоклеточные опухоли. 
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Рис. 26. Плазмоклеточные опухоли. 
 

 
 

Рис. 27. Плазмоклеточные опухоли. 
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Также как и в протоколе, предусмотренном для диагностики острых лей-
козов, на первом диагностическом этапе предложена идентификационная 
панель моноклональных антител, позволяющая определиться с направленно-
стью дифференцировки клона лимфоцитов (рис. 28). 

В этой пробирке подобраны 12 антител, с помощью которых в абсолют-
ном большинстве случаев удается установить принадлежность опухолевых 
клеток к Т- или В-клеточным лимфомам, NK-клеточным, а также опухолям 
из плазматических клеток. В качестве стандартного для идентификации лим-
фоидной популяции используется общелейкоцитарный антиген CD45 (рис. 
29А, рис. 30А). CD45 позволяет провести отличие от негемопоэтических кле-
ток, эритроидных предшественников, выявить доминирующую популяцию 
среди лейкоцитов. Благодаря использованию двух комбинаций взаимоис-
ключающих маркеров в одном красителе, появилась возможность оценки не 
8, а 12 антигенов. В пробе оценивают Т-клеточные антигены CD3, CD5, CD4, 
CD8 и TCR. Для определения В-клеточной дифференцировки – антигены 
CD19 и CD20 – что в сочетании с яркой экспрессией CD45 бывает достаточно 
для суждения о В-клеточной клональности. Так, у больного, идентификация 
лимфоцитарных популяций которого приведен на рис. 29, выявлено суще-
ственное преобладание В-клеток (рис. 29Б) с коэкспрессией CD5 (рис. 29В) 
при отсутствии/слабой экспрессией легких цепей иммуноглобулинов на мем-
бране (рис. 29Г).  

Таким образом, на этапе идентификации у больного выявлен CD5 В-
клеточный процесс. Выявление выраженной пропорции CD56+ лимфоцитов 
может свидетельствовать об NK-клеточной природе опухоли, как это демон-
стрирует идентификационная проба, приведенная на рис. 30. В данном слу-
чае количество Т-лимфоцитов (CD3) было достаточно выраженным, а число 
В-лимфоцитов не превышало средние нормальные показатели (рис. 30 Б). 
Вместе с тем, среди лимфоидной популяции выявлены CD56 CD3CD5 
клетки (рис. 30Д, Е), количество которых было существенным.  

Подобная ситуация требует дальнейшей диагностики и динамического 
наблюдения с целью уточнения природы NK-клеточного лимфоцитоза. 

Наличие маркера CD38 на CD45 слабопозитивных или отрицательных 
клетках в сочетании с типичными характеристиками светорассеяния, при 
условии отсутствия экспрессии других антигенов, на этапе постановки пробы 
идентификация лимфопролифераций требует углубленной диагностики в 
отношении плазмоклеточного варианта процесса. Выбор большего числа ан-
тигенов, относящихся к Т-линии, не случаен. Т-клеточные лимфопролифера-
тивные заболевания трудны для диагностики. Т-лимфоциты в норме преоб-
ладают среди остальных популяций клеток. Наличие аберрантности и/или 
коэкспрессии или нарушение соотношения CD4/CD8 могут указать на необ-
ходимость подтверждения или исключения диагноза Т-клеточной лимфомы. 
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Рис. 28. LST. 
 

 
 

Рис. 29. LST: B-CPLD. 
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Рис. 30. LST: NK-CLPD. 
 
 

 
 
Рис. 31. B-CLPD. 
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После того, как определена линия дифференцировки лимфоцитов (Т-, В- 
или NK-), следует этап дифференциальной диагностики внутри каждого из 
вариантов лимфомы. Для этих целей диагностическая панель для В-
клеточных лимфом состоит из 4 пробирок (по 8 маркеров в каждой); для Т-
клеточных – из 6, для NK-клеточных – из 3. 

 
Периферические в-клеточные лимфомы 
Зрелые (периферические) В-клеточные опухоли. Диагностика этих вари-

антов лимфом осуществляется в соответствии с классификацией ВОЗ 2008 
года и строится на поиске нормального аналога злокачественных В-клеток, 
соответствующего тому или иному этапу активации и созревания В-
лимфоцитов (рис. 31). Для более точной характеристики патологического 
клона лимфоцитов в каждую из 4 пробирок вносят так называемые каркасные 
маркеры, на основании которых и производится гейтирование. Выбор таких 
каркасных антигенов при зрелых В-клеточных ЛПЗ представляет значитель-
ные трудности, обусловленные неоднородностью экспрессии ряда антигенов 
при различных нозологических формах. Так, например, при В-ХЛЛ отмеча-
ется слабая экспрессия CD20; известны случаи фолликулярной и диффузной 
В-крупноклеточных лимфом с аберрантно низкой экспрессией CD19. Таким 
образом, в качестве каркасных для В-клеточных опухолей были выбраны 
CD19 и CD20 (наряду с CD45), обеспечивающие в 8998 % случаев точное 
обнаружение В-клеток. Добавление антигена CD22 к каркасным позволяло во 
всех случаях идентифицировать В-клетки. 

Маркеры дифференциальной диагностики В-клеточных лимфом включа-
ют в себя уже хорошо известные и ставшие неотъемлемой частью диагности-
ческих панелей антигены, такие как CD10, CD5, CD23, CD38, CD79b; для 
ВКЛ – CD103 и CD11c (обращает на себя внимание отсутствие в панели 
CD25). В-клеточные лимфомы представляют собой гетерогенную группу за-
болеваний, обнаружение атипичного иммунофенотипа даже внутри одной 
нозологической единицы не является редкостью.  

 
В качестве примера можно привести случаи В-ХЛЛ с отсутствием/слабой 

экспрессией CD5 или CD23; мантийноклеточной лимфомы – напротив, с 
наличием CD23. Это привело к поиску новых информативных клеточных 
маркеров, которые, наряду с традиционными, позволят проводить точную 
дифференциальную диагностику вариантов В-клеточных опухолей и выяв-
лять редкие варианты аберрантного иммунофенотипа. Так в панели Euro-
Flow нашли свое место новые антигены – CD200, CD305 (LAIR-1), CD185 
(CXCR5) и ряд других.  

CD200 принадлежит к суперсемейству иммуноглобулинов. В норме гете-
рогенную экспрессию этой молекулы обнаруживают на разных (тимоциты, 
покоящиеся и активированные Т- и В-лимфоциты и др.) клетках. Опухолевые  
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клетки В-ХЛЛ отличаются сверхэкспрессией этого антигена на своей по-
верхности, слабая или негативная реакция с CD200 отличает лимфому из 
клеток маргинальной зоны (ЛКМЗ) и используется как дифференциально-
диагностический признак. Также высокие показатели экспрессии CD200 по-
казаны на клетках ВКЛ.  

По рекомендации Euro-Flow для диагностики ВКЛ в панель включен еще 
один маркер – CD305 (LAIR-1). Трудности обычно возникают при диффе-
ренциальной диагностике ВКЛ и ЛКМЗ, так как иммунофенотип может ха-
рактеризоваться отсутствием/наличием одного из диагностических маркеров 
(CD11c, CD103 или CD25). С целью уточняющей диагностики этих заболева-
ний и внесен это маркер. Наиболее яркая экспрессия наблюдалась при ВКЛ 
(80100% позитивных В-клеток), в то время как при ЛКМЗ экспрессия 
CD305 практически отсутствует. При В-ХЛЛ экспрессия этого антигена ши-
роко варьирует и не является постоянной. Предложенный алгоритм позволя-
ет установить типичные иммунофенотипические образцы для большинства 
случаев восьми главных нозологий периферических В-клеточных лимфом – 
хронического лимфолейкоза, мантийноклеточной лимфомы, фолликулярной 
лимфомы, лимфомы из клеток маргинальной зоны, лимфомы Беркитта, диф-
фузной В-крупноклеточной лимфомы, волосатоклеточного лейкоза/лимфомы 
(ВКЛ) и лимфоплазмоцитарной лимфомы. 

На рис. 32 приведен пример дальнейшего иммунофенотипирования CD5 
В-клеточного лимфоцитоза, идентификация которого представлен ранее (рис. 
29). Так, проба 1 диагностической панели дает нам практически полное пред-
ставление о дифференциальном диагнозе CD5 В-клеточных лимфом. В 
представленном случае В-клетки не экспрессировали CD10, но были моно-
морфно позитивны в отношении CD23 (рис. 32В). Кроме того, В-клетки де-
монстрировали экспрессию CD43, являющегося суррогатным маркером CD5, 
тогда как экспрессия CD79b, типичная для периферических В-клеточных 
лимфом, а также для нормальных периферических В-лимфоцитов, отсутство-
вала (рис. 32Г, в пробе выявляется незначительное количество нормальных 
В-клеток, являющихся в данном случае позитивным контролем). 

Проба 2 (рис. 33) позволяет исключить волосатоклеточный лейкоз на ос-
новании отсутствия CD11c и CD305, однако, экспрессия LAIR при В-ХЛЛ 
является вариабельной и в данном случае может быть расценена как слабопо-
зитивная (рис. 33В). В данную пробу включен антиген CD81 (в приводимом 
примере В-клетки CD81-негативны, рис. 33Б), являющийся важным марке-
ром аберрантности клеток при В-ХЛЛ для дальнейшей оценки эффекта тера-
пии и мониторинга остаточных опухолевых клеток в процессе лечения. 

Пробы 3 и 4 дают дополнительную очень подробную информацию о марке-
рах аберрантности и прогноза (рис 34), и в представленном случае В-клетки ХЛЛ 
имели фенотип CD103/CD49d/CD95/CD22low/CD62Llow/HLA-DR+/CD27low. 
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Рис. 32. CD5+B-CLPD: B-CLL.                     Рис. 33. CD5+B-CLPD: B-CLL. 

 
Периферические т-клеточные лимфомы 
Зрелые (периферические) Т-клеточные опухоли. Эта группа лимфом со-

ставляет  10% от всех периферических лимфом. Они возникают из пост-
тимических зрелых Т-лимфоцитов и представляют собой весьма гетерогенную 
группу заболеваний. Зачастую их относят к наиболее агрессивным лимфомам. 
Исключение составляют грибовидный микоз, первичная анапластическая лим-
фома кожи и лимфома/лейкоз из больших гранулярных лимфоцитов (Т-БГЛ). К 
настоящему времени накопленных знаний недостаточно для определения нор-
мального клеточного эквивалента для каждой из Т-клеточных лимфом. Тем не 
менее, для некоторых видов Т-клеточных лимфом он установлен. Например, 
ангиоиммунобластная Т-клеточная лимфома является отчетливым субтипом Т-
клеточных лимфом и происходит из Т-хелперных клеток фолликулярных цен-
тров, а CD4CD25cyFOXP3 регуляторные Т-клетки – наиболее близкий нор-
мальный аналог Т-клеточного лейкоза/лимфомы взрослых.  
Анапластическая крупноклеточная лимфома в зависимости от экспрессии гена 
ALK может быть представлена двумя подтипами с различным прогнозом. 
Клетки Т-пролимфоцитарного лейкоза в значительной части случаев гиперэкс 
прессируют киназный коактиватор Tc11 вследствие хромосомной пересторойки 
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гена TCL1. Однако наиболее частой в классификации ВОЗ 2008 г. остается пе-
риферическая Т-клеточная лимфома неспецифицированная (около 30% всех 
Т-клеточных лимфом), что свидетельствует об отсутствии достаточных зна-
ний для определения нормального клеточного эквивалента для Т-клеточных 
лимфом. 

Как уже было сказано выше, иммунодиагностика Т-клеточных лимфом 
направлена на обнаружение Т-клеток с признаками аберрантности (рис. 35). В 
качестве каркасных были использованы 4 антигена CD45, smCD3, CD4 и CD8. 
Для дополнительной характеристики Т-клеток из широкой панели монокло-
нальных антител были отобраны те, которые наиболее часто могут быть абер-
рантно экспрессированы при Т-клеточных лимфопролиферативных заболева-
ниях.  

Таким образом, в панель вошли пан–Т–клеточные антигены CD2, CD5 и 
CD7; антигены к маркерам Т-клеточной дифференцировки CD27, CD197 
(CCR7), CD45RA, CD45RO; ко-стимуляторным молекулам – CD26 и CD28; 
маркерам активации – CD25, CD38, CD69, HLA-DR; рецептору интерлейкина 
ИЛ-2 – CD122; молекулам, связанным с цитотоксичностью эффекторных Т-
больших гранулярных лимфоцитов – CD11c, CD16, CD56, CD57; Ig-
подобным рецепторам киллерных клеток – CD158, NKB1; рецепторам лекти-
нового типа – CD94, CD161; а также цитоплазматическим белкам перфорину, 
гранзимам, TIA-1. В иммунодиагностику включены также молекулы, связан-
ные со специфическими подтипами Т-клеточных лимфом, такие как CD30, 
cyTc11 и, с маркерами фолликулярных CD4 Т-клеток – CD10, CD279. 

Предложенный подход позволил четко отличить патологические клетки 
периферических Т-клеточных лимфом (синдрома Сезари, Т-
пролимфоцитарного лейкоза, Т-клеточного лейкоза/лимфомы взрослых, 
CD4 Т-БГЛ, ангиоиммунобластной Т-клеточной лимфомы) от нормальных 
CD4 Т-лимфоцитов. Маркерами дифференциальной диагностики синдрома 
Сезари явились CD2, CD26, CD7; при Т-пролимфоцитарном лейкозе наблю-
дается экспрессия CyTc11. Т-клеточный лейкоз/лимфома взрослых характе-
ризуется как позитивная по HLA-DR и CD25; CD4 Т-БГЛ имеет маркеры 
CD28, Cy-Гранзим В, CD7. Для ангиоиммунобластной Т-клеточной лимфомы 
характерен иммунофенотип CD279, HLA-DR, smCD3. 

Лимфопролиферативные процессы из Т-клеток с яркой экспрессией CD8 
(CD8hi) в большинстве случаев возможно отличить по иммунофенотипу от нор-
мальных Т-лимфоцитов (CD8hi), причем наиболее информативны маркеры 
CD45RO, CD27, Сy-Гранзим В, CD28, CD57, CD45RA. При разграничении пато-
логических CD4/CD8/lo Т-клеток от нормальных аналогов к числу наиболее важ-
ных маркеров относятся CD28, Cy-Гранзим В, CD45RA, CD16, CD11c и CD27. 

Иммунофенотипических различий между CD8hi TCR Т-БГЛ и CD8hi не-
специфицированной Т-клеточной лимфомой не установлено.  
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Рис. 34. CD5+B-CLPD: B-CLL. 
 

 
 
Рис. 35. T-CLPD. 
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Рис. 36. NK-CLPD. 

  
 
Рис. 37. NK-CLPD.       Рис. 38. NK-CLPD. 
 

Также не выявлено различий в фенотипе между CD4/CD8/lo TCR Т-
БГЛ и CD4/CD8/lo гепатоспленической Т-клеточной лимфомой. 

 
NK-клеточные лимфопролиферативные заболевания 
NK-клеточные лимфопролиферативные заболевания относятся к числу 

редких (менее 1% от всех лимфом).  
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В соответствии с классификацией ВОЗ 2008 г. выделяют 3 нозологии: агрес-
сивный NK-клеточный лейкоз, экстранодальная (назальный тип) NK/T-клеточная 
лимфома и хроническое лимфопролиферативное заболевание из NK-клеток. Запо-
дозрить NK-клеточную пролиферации можно уже на этапе идентификацияа по 
абсолютному или относительному увеличению числа CD56 или CD56/lo/CD45hi 
клеток при отсутствии экспрессии smCD3, CD4, TCR и CD19 (продемонстриро-
вано на рис. 30). В этих случаях следует проводить углубленную иммунодиагно-
стику NK-клеточных опухолей по панели Euro-Flow (рис. 36). 

В качестве каркасных при диагностике NK-клеточных лимфом использо-
ваны 4 маркера: CD45, smCD3, CD56 и CD19. Набор добавочных маркеров 
достаточно широк. К ним относятся классические антигены, ассоциирован-
ные с NK-клетками – CD2, CD5, CD7, CD8; низкоаффинный рецептор 
FcRIII-рецептор CD16; маркеры активации – CD26, CD38, CD45RO, CD69, 
HLA-DR), рецепторы ИЛ-2 – CD25, CD122; цитотоксические молекулы – 
CD11c и CD57; цитоплазматические энзимы – перфорин, гранзимы и TIA-1. 
Критериями необходимости использования антител явилась их способность 
дифференцировать нормальные/реактивные NK-клетки от иммунофенотипи-
чески аберрантных, оценка цитотоксического эффекторного фенотипа и ста-
дии созревания количественно увеличенных NK-клеток. 

Аберрантные или клональные NK-клетки имеют уникально измененные 
типы экспрессии CD2, CD7, HLA-DR, CD94 в сравнении с нормальными и ре-
активными NK-клетками, хотя и существует некоторый перекрест. Для под-
тверждения природы CD56lo NK-клеток полезен антиген CD16. Вышеперечис-
ленные антигены относятся к маркерам первой линии. Для оценки цитотокси-
ческого эффекторного фенотипа и стадии созревания анализируемых NK-
клеток используются маркеры, экспрессированные на терминально дифферен-
цированных цитотоксических клетках – CD11c, CD57, перфорин, гранзим В. 
Они являются маркерами второго уровня, так как не позволяют отличить нор-
мальные NK-клетки от аберрантных.  

Рис. 37 демонстрирует детальное иммунофенотипирование CD56–
лимфоцитоза, рассмотренного выше (рис. 30). Так, пробы 1 и 2 сочетают в себе 
маркеры и первой (CD7, рис. 37Б), и второй линий (CD57, рис.37Г). В приво-
димом примере NK-клетки были CD7CD57. Проба 3 подробно характеризует 
цитотоксический фенотип и включает маркер первой линии CD94 (рис. 38Б), 
ярко экспрессируемый в данном случае и цитоплазматические маркеры позд-
них стадий дифференцировки NK-клеток – перфорин и гранзим Б, которые 
также были выраженными (рис. 38В). 

Таким образом, предложен комплексный подход к иммунофенотипированию 
опухолей кроветворной системы, позволяющий многосторонне изучать не толь-
ко бластную популяцию, но и остаточные лимфоциты и гранулоциты с точки 
зрения их иммунофенотипических особенностей при различных опухолях крови. 
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Резюме 
 
Иммунотерапия рака – быстроразвивающаяся и перспективная область 

медицины, прошедшая за последнее десятилетие путь от лабораторий до 
клинических исследований. Благодаря активной работе по изучению меха-
низмов взаимодействия иммунной системы с клетками опухоли и ее микро-
окружения, разработаны теоретические основы этого направления в лечении 
рака. В статье представлены клинические случаи эффективного применения 
различных моделей иммунотерапии у педиатрических пациентов с метаста-
зами сóлидных опухолей в легкие.  

Анализ полученных результатов позволяет предположить, что иммуноте-
рапия рака должна рассматриваться, как одно из перспективных направлений 
в онкологии. Воздействие на различные звенья иммунитета с одной стороны 
позволяет получить клинический эффект в случаях, когда «стандартные» ме-
тоды исчерпаны, а с другой стороны – приблизиться к пониманию механиз-
мов осуществления иммунологического надзора в целом. 

 
Ключевые слова: иммунотерапия, детская онкология, дендритные вак-

цины. 
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DOES IMMUNOTHERAPY PLAY ROLE  
IN THE TREATMENT OF PEDIATRIC CANCER:  
SOME CLINICAL OBSERVATIONS  
FSBSI “N.N. Blokhin Cancer Research Center”, Moscow 

 
Abstract 
 
Immunotherapy of cancer is entering into a new phase of active investigation 

both at the pre-clinical and clinical level. This is due to the exciting developments 
in basic immunology and tumor biology that have allowed a tremendous increase 
in our understanding of mechanisms of interactions between the immune system 
and tumor cells. Clinical approaches are diverse but can now be based on strong 
scientific rationales. This article presents some clinical observations which reveal 
effects of immunotherapy in potentially incurable pediatric patients with lung solid  
tumor metastases. The analysis of the available clinical results suggests that, de-
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spite some disappointments, there is room for optimism that both active immuno-
therapy (vaccination) and adoptive immunotherapy may soon become part of the 
therapeutic arsenal to combat cancer in a more efficient way. 

 
Key words: immunotherapy, children tumors, dendritic vaccines. 
 
Рак – одна из наиболее серьезных проблем современного мира, оказыва-

ющая влияние не только на судьбы отдельных людей, но и на глобальные 
показатели здоровья населения и экономику стран. Современная терапия он-
кологических заболеваний опирается на хирургию, лучевую и химиотера-
пию, возможности которых достигли своего предела к началу XXI века. 
Иммунотерапия рака – одно из направлений науки, способное склонить 
замершую чашу весов в пользу человека. Прошло уже более 100 лет с тех 
пор, как П. Эрлих предложил концепцию противоопухолевого иммунитета, 
и более 50 лет с тех пор, как М. Бюрне и Д. Томас заложили основы со-
временной иммунотерапии 13. С тех пор многие элементы этой голово-
ломки встали на свои места. Появилось понимание роли микроокружения в 
процессах, происходящих в опухолях 4. Приоткрылись механизмы функ-
ционирования дендритных клеток, воспалительных цитокинов, NK-клеток и 
различных популяций Т-лимфоцитов 57. В рамках экспериментальных 
протоколов получены клинические результаты у пациентов с лейкозами, 
лимфомами, сóлидными опухолями, опухолями ЦНС при использовании 
дендритных вакцин 8, моноклональных антител 9, опухоль-
инфильтрирующих Т-лимфоцитов 10, NK-клеток 11. Активно ведутся 
работы по внедрению в практику Т-лимфоцитов с химерными (CAR T-
лимфоциты) рецепторами 1214. 

По мере накопления клинического опыта все острее встает вопрос: а су-
ществует ли противоопухолевый иммунитет как отдельное звено? Или необ-
ходимо влиять на все звенья иммунитета, а вернее – не влиять, а задавать им 
желаемый вектор действия? Недаром единственная сертифицированная 
дендритная вакцина против рака простаты не базируется на селективных 
биоинженерных технологиях, а модулирует ответ иммунной системы челове-
ка на относительно неспецифическую простатическую щелочную фосфатазу 
15. 

Работа по изучению возможностей иммунотерапии рака, осуществляемая нами 
в рамках экспериментальных клинических протоколов в течение последних 15 лет, 
включала в себя как проведение полноценных гаплоидентичных трансплантаций у 
пациентов с лейкозами (n  56) и сóлидными (опухоли семейства саркомы Юинга 
n  7, нейробластома, n  8) опухолями, так и использование различного рода ци-
тотоксических лимфоцитов и дендритных вакцин (нейробластома, n  25; опухоли 
печени, n  7; остеосаркома, n  6; опухоли ЦНС, n  30).  
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В качестве противоопухолевых вакцин использовали аутологичные дендрит-
ные клетки (ДК), нагруженные опухолевыми антигенами (лизатом опухоли).  

Аутологичные цитотоксические Т-лимфоциты (аутоЦТЛ) получали за счёт 
стимуляции лимфоцитов пациента аутологичными или аллогенными ДК, 
нагруженными опухолевыми антигенами. Для генерации аллогенных цитоток-
сических Т-лимфоцитов (аллоЦТЛ) использовали донорские лимфоциты, ко-
торые культивировали in vitro совместно с ДК пациента, также нагруженными 
опухолевыми антигенами. Способы получения описаны ранее 16.Данная 
публикация посвящена некоторым результатам, полученным у больных с 
метастазами сóлидных опухолей в легкие. Обобщить результаты (ввиду уни-
кальности каждого больного и течения его патологического процесса) не 
представляется возможным. Но даже в виде отдельных наблюдений послед-
ние представляют интерес, позволяют сделать некоторые заключения и ука-
зывают направление дальнейшего развития метода иммунотерапии. 

Наблюдение 1 (2003 год). Пациентка 16 лет, страдала ОССЮ правой плече-
вой кости; первично получила 10 курсов конвенциональной ПХТ, ЛТ и была 
радикально прооперирована с установкой эндопротеза локтевого сустава. Через 
6 мес после окончания терапии на КТ органов грудной клетки отмечено появле-
ние множественных метастазов в легких. В качестве второй линии терапии был 
проведен курс ICE и произведена одномоментная резекция из обоих легких вы-
явленных метастазов. Гистологически признаков лечебного патоморфоза не вы-
явлено. В раннем послеоперационном периоде отмечено появление 2 новых опу-
холевых очагов в правом легком. В рамках программы терапии резистентных 
опухолей пациентке проведена гаплоидентичная аллогенная трансплантация 
ГСК. Режим сниженной интенсивности включал в себя флюдарабин, бусульфан, 
АТГ и тотальное облучение легких в дозе 10,8 Гр. Трансплантировано 2,2  106 
CД34/кг (6,7  108CД3/кг) от совместимой по 4/6 HLA антигенам, без предвари-
тельных in vitro манипуляций. Профилактика острой РТПХ включала в себя цик-
лоспорин и метотрексат на д 1; 3 и 7. Восстановление лейкоцитов 
 1,0  109/л отмечено на д 12. Полный донорский лейкоцитарный химеризм 
установился на д  90. Следует отметить необычно ранее начало (уже к концу 2 
месяца после трансплантации) распространенной хронической РТПХ с пораже-
нием кожи, глаз, периартикулярных тканей, пищеварительного тракта и легких. 
В посттрансплантационном периоде по данным КТ легких отмечено уменьшение 
размеров метастазов на д 30 и их полное исчезновение к д 90 (рис. 1). Полная 
ремиссия сохранялась в течение всего периода наблюдения (17 мес.) на фоне 
распространенной хронической РТПХ, которая и стала причиной гибели паци-
ентки от явлений дыхательной недостаточности и фиброзирующего бронхоаль-
веолита. Данное наблюдение продемонстрировало наличие эффекта «трансплан-
тат-против-опухоли» у пациента после гаплоидентичной (т.е. частично-
совместимой) родственной трансплантации.  
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Рис. 1. Динамика метастазов в легкие ОССЮ после гаплоидентичной 
трансплантации 

a) до трансплантации 
b) День 30 после трансплантации. Сокращение метастазов. 
c) День 90 после трансплантации. Метастазы не определяются, 

ремиссия в течение 17 мес. наблюдения. 
 

Т.к. предположение о том, что цитостатический эффект флюдарабина, бу-
сульфана в дозе 8 мг/кг и лучевой терапии в дозе 10,8 Гр могли вызвать дли-
тельную ремиссию у интенсивно предлеченного пациента с ранним быстро 
прогрессирующим метастатическим рецидивом ОССЮ, не может рассматри-
ваться всерьез. Скорее сочетание бусульфана и лучевой терапии внесли свой 
негативный вклад в развитие фатального легочного процесса на фоне хрони-
ческой РТПХ. С другой стороны, в мировой литературе показана четкая вза-
имосвязь противоопухолевого эффекта аллогенной трансплантации и РТПХ. 
В наших исследованиях, при проведении гаплоидентичных трансплантаций 
пациентам с прогрессирующей или рецидивной диссеминированной нейро-
бластомой, эта связь так же четко прослеживалась. У пациентов с рецидивом 
нейробластомы по костному мозгу в посттрансплантационном периоде отме-
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на иммуносупрессии и связанная с этим активация РТПХ, позволяли полу-
чить повторную ремиссию. Причем добиться ремиссии по костному мозгу 
удавалось неоднократно. К сожалению, нарастание РТПХ приводило к разви-
тию угрожающих жизни патологических синдромов и состояний, а начало ее 
активного лечения сводило на нет все противоопухолевые феномены, и спо-
собствовало прогрессированию нейробластомы. Несколько лет работы в этом 
направлении позволили сделать следующие выводы и предположения.  

Во-первых, иммунотерапия является перспективным направлением тера-
пии опухолей, достойным дальнейшего изучения.  

Во-вторых, иммунологические феномены, развивающиеся после гаплои-
дентичной трансплантации, способны оказывать влияние на солидные опу-
холи, резистентные к химиолучевой терапии, однако мы неспособны управ-
лять ими.  

В-третьих, обязательная иммуносупрессия в посттранплантационном пе-
риоде негативно влияет на становление противоопухолевого иммунитета.  

Различного рода манипуляции с трансплантатом (клеточная деплеция и 
селекция) не решают проблемы, т.к. либо приводят к глубокому и длитель-
ному иммунодефициту при проведении глубокой деплеции, либо все равно 
требуют иммуносупрессии, пусть и в меньших объемах. 

Вопреки ожиданиям, попытки подливать после трансплантации донор-
ские NK-клетки и т.п. не оказались панацей. Вероятно, причина здесь кроется 
в нашем непонимании, на данном этапе, механизмов иммунитета противо-
опухолевого, да и иммунитета в целом. 

В настоящее время мы ведем программу терапии резистентных, инкура-
бельных сóлидных опухолей, в рамках которой делаем попытку подобрать 
ключи к решению проблемы контроля злокачественных клеток на фоне им-
муносупрессии, неизбежной после гаплоидентичной трансплантации.  

1. Начинаем с выбора потенциального донора среди совершеннолетних 
членов семьи пациента.  

2. Готовим индивидуальные противоопухолевые дендритные вакцины на 
базе дендритных клеток донора и опухолевого материала реципиента.  

3. Потенциальный донор вакцинируется этой вакциной с целью форми-
рования у него противоопухолевого клона лимфоцитов, а также – 
лимфоцитов памяти.  

4. После появления реакции гиперчувствительности замедленного типа 
в местах инъекций вакцины (что является, в нашем понимании, сиг-
налом: цель достигнута), у донора собирают периферические ГСК для 
трансплантации пациенту.  

5. Трансплантат переливаем без предварительных манипуляций.  
6. В посттрансплантационном периоде проводим стандартную иммуно-

супрессию.  
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7. Параллельно в лаборатории происходит наращивание цитотоксиче-
ских лимфоцитов превакцинированного донора на дендритных клет-
ках, нагруженных лизатом опухоли реципиента. Эти лимфоциты ре-
гулярно трансфузируем пациенту после трансплантации в периоде 
аплазии кроветворения и глубочайшей иммунодепрессией с целью 
контроля роста резидуальных злокачественных клеток. Сразу после 
восстановления кроветворения и установления донорского химеризма 
у реципиента начинаем цикл вакцинаций больного противоопухоле-
выми дендритными вакцинами на основе дендритных клеток донора.  

8. Мы предполагаем, что наличие у реципиента лимфоцитов памяти, 
сформировавшихся в процессе вакцинации донора, позволит пациен-
ту ответить на специфическую антигенную стимуляцию, несмотря на 
проводимую иммуносупрессию. При этом учитывая целенаправлен-
ный характер иммунного ответа, не будет появления или обострения 
РТПХ. 

Пример 2. Больной 9 лет. 2 рецидив диссеминированной ОССЮ в 2013. 
Первично – ОССЮ таза, в связи с чем он получил 10 курсов ХТ и операцию, 
после чего находился в ремиссии в течение 13 месяцев от окончания терапии. 
В связи с первым комбинированным рецидивом (таз, легкие) в сентябре 2013 
г. пациент получил ХТ 2 линии; ЛТ 10,8 Гр на легкие; ВХТ с трансплантаци-
ей аутологичных КПГ и лучевую терапию на первичную опухоль в дозе 52 
Гр с полным эффектом. При контрольном обследовании через 11 мес. от ВХТ 
выявлены очаги в обоих легких. Рецидив был доказан гистологически после 
торакоскопической операции. В сентябре 2014 г. пациент взят на экспери-
ментальную программу лечения. Мать, выбранная в качестве донора, полу-
чила 3 вакцинации, на фоне которых развилась выраженная реакция ГЗТ в 
местах введения вакцины с транзиторной реакцией региональных лимфати-
ческих узлов. В октябре 2014 г. после проведения кондиционирования, вклю-
чающего флюдарабин, треосульфан, мелфалан и АТГ, были трансплантиро-
ваны неманипулированные периферические стволовые клетки в дозе 6,6  106 
СД34/кг и 2,2  108 СД3/кг. Профилактика РТПХ включала такролимус и 
метотрексат. Донорские цитотоксические лимфоциты в дозе 3,4  108 СД3/кг, 
перелиты в дни 4; 7 и 11. Восстановление лейкоцитов  1,0  109/л зафик-
сировано на д 15. Через 24 часа после 3 трансфузии донорских цитотоксиче-
ских лимфоцитов (д 12) отмечено появление зудящей сыпи, что расценено, 
как острая РТПХ  степени. После короткого курса стероидов все проявления 
к д 23 купированы. На д 20 зафиксирован полный донорский химеризм. С 
д 28 начато введение пациенту донорских дендритных клеток, нагруженных 
опухолевым лизатом с интервалом 1 раз в 3 недели. После первой вакцина-
ции отмечено появление реакции ГЗТ в месте введения вакцины в виде папу-
лы 11,5 см. (рис. 2).  



ИММУНОЛОГИЯ ГЕМОПОЭЗА                 

 

70 

 
 

Рис. 2. Реакция ГЗТ на фоне вакцинации дендритной противоопухолевой 
вакциной у пациента после гаплоидентичной трансплантации гемопоэтичес-
ких стволовых клеток. 
 

Всего проведено 3 вакцинации, сопровождающихся нарастанием реакции 
ГЗТ. Признаков острой РТПХ нет. Наблюдается формирование локализован-
ной формы хронической кожной РТПХ. После 2 месяцев полной ремиссии, в 
январе 2015 на КТ грудной клетки отмечено появление легочных метастазов 
в зонах прежней локализации.  

Других локализаций рецидива и новых очагов в легких не выявлено. В 
феврале 2015 г удалены видимые метастазы из левого легкого. Планируется 
продолжение иммунотерапии и удаление одиночного метастаза из правого 
легкого, при условии отсутствия новых опухолевых очагов. 

Таким образом, проведение предложенной нами схемы иммунотерапии не 
вызвало активации острой РТПХ или формирование непреодолимой токсич-
ности в посттрансплантационном периоде, и не сказалось негативно на вос-
становлении кроветворения и иммунитета после гаплоидентичной транс-
плантации.  

Также за этот период не отмечено изменения в показателях здоровья до-
нора, получившего вакцинации противоопухолевыми дендритными вакцина-
ми. Продолжение иммунотерапии с одновременным удалением видимых 
опухолевых очагов продиктовано постулатом, что, по всей видимости, коли-
чество опухолевых клеток в очаге имеет значение для результатов терапии.  
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Иммунная система, если и способна контролировать опухоль, то лишь 
субклинические очаги, сформированные относительно небольшим количе-
ством опухолевых клеток. Также возможно, что количество вводимых донор-
ских ЦТЛ и  формирующихся в организме пациента на фоне иммуносупрес-
сии, недостаточно для контроля крупных очагов.  

Соответственно, кажется логичным удалять видимые метастазы, суще-
ствовавшие до начала лечения очаги, если они появляются – в надежде на то, 
что клетки иммунной системы будут успешно бороться с более мелкими оча-
гами болезни, обеспечивая ремиссию.  

 
Показательно в этом смысле следующее наблюдение.  
Пример 3. Девочка 5 лет, диагноз: гепатобластома V стадии с метастаза-

ми в легких; получила 4 курса химиотерапии по месту жительства. Уровень 
АФП снизился на фоне терапии с 608 (перед первым курсом ХТ) до 388 
МЕ/мл (после 4 курса ХТ). По данным КТ легких отмечен полный регресс 
метастазов. Пациентка госпитализирована в НИИ ДОиГ для оперативного 
вмешательства в объеме левосторонней гемигепатэктомии перед которым 
отмечен рост АФП до 2737 МЕ/мл; последний нормализовался в послеопера-
ционном периоде на фоне 2 курсов конвенциональной ХТ. Через 4 мес. от 
окончания терапии отмечен рост уровня АФП до 88 МЕ/мл, появление мета-
стазов в обоих легких. В процессе проведения 4 курсов ХТ второй линии с 
марта по июль 2011 г отмечается нормализация АФП и регресс легочных 
метастазов. Через 3 мес. (сентябрь 2011 г) отмечено нарастание АФП, уро-
вень которого достиг к декабрю 2011 г. 294 МЕ/мл. Тогда же диагностирова-
ны 2 метастаза в легких до 0,7 см в диаметре каждый. Пациентка была вклю-
чена в программу иммунотерапии. В течение первых 3 мес. получила 4 вве-
дения дендритной вакцины (24106 клеток) и 5 введений аутоЦТЛ 
(3,57  108 клеток). Реакция ГЗТ отмечена после первого введения дендрит-
ной вакцины. Реакции на введение аутоЦТЛ не было. Наблюдался рост АФП 
до 438 МЕ/мл и увеличение размеров легочных метастазов до 1,2 см в диа-
метре. Новых очагов в легком не было. В марте 2012 г было решено ввести 
аллоЦТЛ (6,5108 клеток) против аутологичных ДК пациента, нагруженных 
АФП (6,5  108 клеток). Интересно: если первое введение сопровождалось 
выраженной общевоспалительной реакцией с ознобом и лихорадкой  39 0C , 
то второе, с интервалом в 48 ч, вызвало лишь незначительное повышение 
температуры тела до 37,7 C. В июле 2012 г. при контрольном обследовании 
уровень АФП 2282 МЕ/мл. На КТ грудной клетки и брюшной полости опре-
деляются 2 ранее выявленных метастаза в легких размером 1,51,51,6 см, 
других проявлений болезни нет. Произведена атипичная резекция 2 сегмен-
тов легкого в пределах здоровых тканей. При гистологическом исследовании: 
к идентификации пригодно 100% злокачественных клеток, признаков лечеб-
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ного патоморфоза нет. В послеоперационном периоде проведено по одному 
введению аутоЦТЛ (7,65108) и аллоЦТЛ (2,5108). В обоих случаях ЦТЛ 
было получены против дендритных клеток пациента, нагруженных опухоле-
вым лизатом. Через 3 мес. от операции (октябрь 2012 г) констатирована пол-
ная ремиссия (АФП 5 МЕ/мл). В этот период больная однократно вакцини-
рована аутологичной ДВ. От дальнейшей терапии родители отказались. В 
настоящее время у пациентки в течение 28 мес. от окончания иммунотерапии 
сохраняются клинико-лабораторная и рентгенологическая ремиссия. 

Не менее интересные результаты получены при последовательном приме-
нении цитотоксических лимфоцитов и химиотерапии.  

Пациент 11 лет, с гепатокарциномой T3N0M0, поступил в РОНЦ в мае 
2010 г. Получил 10 курсов конвенциональной ХТ первой линии, включаю-
щей доксорубицин, карбоплатин и цисплатин. После первых 6 курсов полу-
чен по данным КТ частичный эффект. Отмечалось снижение уровня АФП с 
1525 максимально до 10,4 МЕ/мл. Химиотерапия проведена в рамках подго-
товки к проведению трансплантации печени. К сожалению, в трансплантации 
от трупного донора было отказано; ни один из 3 потенциальных родственных 
доноров не подошел по техническим и медицинским причинам. В связи с 
тем, что опухоль перестала отвечать на проводимую ХТ, начался рост АФП. 
Решено в июне 2011 провести расширенную гемигепатэктомию. Операция 
имела целью максимальную циторедукцию и получить материал для даль-
нейшей иммунотерапии. В послеоперационном периоде пациент получал в 
течение 6 мес. ДКВ. После 3 вакцинации отмечено формирование ГЗТ и ре-
гулярное появление общевоспалительных реакций в первые 72 часа после 
вакцинации. После формирования ГЗТ переведен на в/в введения аутологич-
ных и аллогенных ЦТЛ. Введения ЦТЛ, полученных против клеток гепато-
карциномы пациента в дозе 3,64  108 сопровождались подъемом темпера-
туры до 39,5, ознобом, болями в области печени. При УЗИ отмечалось по-
вышение эхогенности опухолевых узлов в печени с формированием вокруг 
них воспалительного вала. Интенсивность воспалительной реакции падала с 
каждым последующим введением (интервал 710 дней). За 8 мес. иммуноте-
рапии (07.2011–03.2012 г) – медленный рост уровня АФП максимально до 
106 МЕ/мл. В апреле-мае 2012 г отмечен резкий рост АФП до 460 МЕ/мл и 
появление новых очагов в печени. В плане подготовки пациента к трансплан-
тации печени в мае и в июле 2012 г. проведено 2 курса химиотерапии ифос-
фамид-цисплатин. Наблюдалась стабилизация процесса со снижением АФП 
до 21 МЕ/мл. В сентябре – резкий рост АФП до 200 МЕ/мл и появление мета-
стазов в обоих легких. Перед следующим аналогичным курсом ХТ пациент 
получил 2 введения аутоЦТЛ (по 3,6108 на каждое введение). Третий курс 
ХТ проведен 28–29 сентября 2012 г.. При контрольной КТ в день +5 отмече-
но значительное уменьшение метастазов в легких.  
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Учитывая положительный эффект от комбинированного применения им-
муно- и химиотерапии, за 48 часов до начала следующего курса ХТ (1920 
октября 2012 г) введены аллогенные ЦТЛ (6108 клеток), а через 96 ч после 
введения химиопрепаратов – аутологичные ЦТЛ (1,2108 клеток). На КТ от 
27 октября 2012 г отмечается исчезновение всех видимых метастазов в лег-
ких (рис. 3). При этом отмечено медленное увеличение массы опухоли в пе-
чени. В крови – стабилизация уровня АФП. На этом фоне неожиданным ока-
зался существенный рост эпителиального маркера СА-125 с 9 (перед ХТ) до 
19,7 Е/мл. Спустя 3 недели пациенту была сделана трансплантация печени от 
трупного донора. При гистологическом анализе выявлены опухоли 2 типов: 
первая – гепатокарцинома с индексом пролиферации 30%, вторая – протоко-
вая холангиокарцинома с индексом пролиферации 0,1%. Через 4 месяца раз-
вился рецидив по брюшине, продолжена иммунотерапия в различных комби-
нациях. Пациент прожил 25 месяцев после трансплантации и погиб от про-
грессирования заболевания в брюшной полости. Признаков рецидива опухо-
ли в легких не было выявлено при самом тщательном наблюдении. 
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Рис. 3. Динамика метастазов в легких у пациента с гепатокарциномой на 
фоне комбинированного применения иммуно- и химиотерапии. 

a) метастазы в правом легком. Появление и рост на фоне 2х курсов 
химиотерапии ифосфамид-цисплатин. 

b) положительная динамика после 3-го курса химиотерапии, 
включающего ифосфамид-цисплатин. За 10 дней до начала ХТ 
произведено 2 введения аутоЦТЛ (по 3,6  108 на каждое 
введение) с интервалом в 2 дня. 

c) Исчезновение метастазов после 4-го курса химиотерапии. За 48 
часов до начала курса ХТ (1920 октября 2012 г) были введены 
аллоЦТЛ (6  108 клеток), а через 96 часов после введения хи-

миопрепаратов - аутолЦТЛ (1,2  108 клеток). 
 
В настоящее время в НИИ ДОиГ у детей старше 2 лет принят протокол 

лечения метастатической нейробластомы с поражением костей, включающий 
в себя на заключительном этапе комбинацию ВХТ и иммунотерапии. За 48 
часов до ВХТ пациент получает аллогенные цитототоксические лимфоциты, 
затем, в раннем посттрансплантационном периоде, на фоне аплазии вводят 
аутологичные цитотоксические лимфоциты 2 раза в неделю до восстановле-
ния кроветворения. С дня 30 пациенты получают аутологичную дендритную 
вакцину с интервалом 1 раз в месяц в течение 12 мес. 

Анализируя опыт применения аллогенных цитотоксических лимфоцитов, 
мы предположили, что их действие направлено не столько на сами клетки 
опухоли, сколько на клетки микроокружения, состоящего их нормальных 
лимфоцитов, макрофагов и т.п. пациента. При нарушении взаимодействий в 
системе опухоль-микроокружение чувствительность к химиотерапии меняет-
ся и те комбинации препаратов, которые казались уже неэффективными, 
начинают вновь оказывают выраженный цитостатическое действие.  
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Возможно, механизм резистентности злокачественных клеток обусловлен 
не только процессами и реакциями, происходящими внутри них, но и, прежде 
всего, микроокружением из абсолютно нормальных клеток? 

То, что иммунотерапия может быть эффективна в случаях, когда исчерпа-
ны все считающиеся традиционными и общепринятыми средства терапии 
злокачественных опухолей, уже не подлежит сомнению. У пациентов дости-
гается не просто стабилизация процесса, а даже полная и длительная ремис-
сия. К сожалению, в большинстве случаев рано или поздно опухоль рециди-
вирует. Действие иммунотерапии значительно более направленное, точечное, 
чем, к примеру, химиотерапии, которая «бьет по площадям. 

В этом ее плюсы. Но в этом же и минусы. Создавая цитотоксические 
лимфоциты, мы задаем им определенный вектор дифференцировки и специа-
лизации in vitro. В процессе культивирования противоопухолевой дендрит-
ной вакцины мы не можем контролировать, какие из множества антигенов, 
содержащихся в лизате (а это еще к тому же и не чистая культура клеток), 
выберет дендритная клетка для презентации на своих рецепторах. Клиниче-
ский эффект на начальных этапах иммунотерапии свидетельствует: в ряде 
случаев происходит попадание в мишени, но носит оно неуправляемый ха-
рактер. Нерешенным остается вопрос, чтó делать с пациентами, ответившими 
на иммунотерапию, особенно, как ни парадоксально, с теми из них, у кого 
получена полная клиническая, лабораторная и рентгенологическая ремиссия. 
Добились ли мы эрадикации всех злокачественных клеток или только обес-
печиваем контроль болезни на субклиническом уровне? Как долго продол-
жать иммунотерапию? Опыт нашей работы с глиомами ЦНС демонстрирует: 
больные, достигшие ремиссии по данным МРТ и ПЭТ и сохраняющие ее на 
протяжении 23 лет, могут рецидивировать. Правда, в этом случае наблюда-
ется, пусть незначительное, но изменение в гистологической картине реци-
дивной опухоли. Например, с глиобластомы диагноз меняется на глиосарко-
му, формально, на данном этапе знаний, входящую в группу глиальных опу-
холей, но, несомненно, отличающейся от каждой из них не только на уровне 
световой микроскопии, но и по антигенному составу. Точно так же, в опи-
санном выше случае, у пациента с гепатокарциномой на фоне эффективного 
сочетанного применения иммунотерапии и химиотерапии, на фоне снижения 
уровня АФП наблюдался рост СА125, а исследование фрагмента удаленной 
печени выявил наличие не одной, а двух опухолей. Это указывает на тот 
факт, что в процессе длительной и эффективной иммунотерапии происходит 
селекция опухолевых клонов и/или микроокружения в опухоли. Таким обра-
зом, периодическая смена вариантов и схем иммунотерапии, периодическое 
подключение химиотерапии и других методов лечения выглядят логичными 
и оправданными. 

Данная публикация преследует целью представление клинических дан-
ных, полученных на протяжении последних 15 лет в процессе применения 
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различных видов иммунотерапии у потенциально инкурабельных пациентов 
с метастазами в легкие. Несмотря на то, что в этих результатах научная со-
ставляющая в принятом в настоящее время среди исследователей понятии 
минимальна, результаты для пациентов не отличаются от таковых, получен-
ных при проведении самых дорогостоящих, наукоемких и высокотехнологи-
ческих программ лечения. С одной стороны, в условиях дефицита квалифи-
цированных лабораторных работников, отсутствия финансирования научных 
программ со стороны государства, призрачной возможности получения пол-
ноценных грантов, а, главное, возможности самому ученому распоряжаться 
этими средствами в процессе работы, невозможно серьезно, на современном 
уровне изучать механизмы воздействия иммунитета на опухоль и организм в 
целом. Но, с другой стороны, учитывая относительную простоту применяе-
мых методик иммунотерапии, мы имеем возможность быстро внедрять их в 
практику, получать результаты и модифицировать наши программы, исполь-
зуя единственный достоверный критерий познания истины – практику. 

Вопреки расхожему мнению, за последние годы наука в медицине все 
дальше уходит от клиники, и уже явно вышла за пределы понимания практиче-
ских врачей, которые используют достижения генетики, химии, физики, опти-
ки и т.п. Современный ученый годами овладевает несколькими четко опреде-
ленными факторами и их взаимодействиями, достигая совершенства в своей 
специализации. Современный клиницист в своем вечном стремлении помочь 
больному, спасти его жизнь и здоровье, ежедневно встречаясь с десятками 
синдромами и нозологиями, физически не имеет возможности получить углуб-
ленные знания во всех областях науки и ориентируется на результаты лабора-
торных экспериментов, подкрепленных авторитетом ученых. В результате 
данные, полученные in vitro, в условиях лабораторий, часто идеализируются и 
возводятся в абсолют, становятся основанием для внедрения в клинику. Но 
вряд ли можно себе представить, что попытка изменения в одном из десятков, 
если не сотен звеньев, может оказать направленное, желаемое, влияние на всю 
систему. Попытки рассматривать иммунитет, сложнейший механизм, резуль-
тат миллионов лет эволюции как набор отдельных деталей, и попытки менять 
эти детали поодиночке на другие по форме и размеру, неизбежно заводят в 
тупик. В данном случае, разумнее не выдумывать новые, а использовать уже 
существующие механизмы, даже, если мы их до конца не понимаем. 
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Мы попросили Георгия Чкадуа ответить на ряд вопросов, касающихся 
механизма действия аллогенных Т-лимфоцитов и дендритных вакцин. 

 
Вопрос. Как получают аллогенные цитотоксические Т-лимфоциты? 
 
Ответ. Лимфоциты донора культивируют совместно с дендритными 

клетками пациента, нагруженными опухолевым лизатом. После активации 
лимфоцитов и начала их пролиферации (через 57 суток) клетки переносят в 
новую культуральную посуду большего размера и проводят рестимуляцию 
дендритными клетками пациента. Далее через каждые 23 суток активно 
делящиеся лимфоциты разрежают, рестимулируют дендритными клетками и 
добавляют интерлейкин-2. 

 
Вопрос. Каким иммунофенотипом обладают аллогенные цитотоксические 

Т-лимфоциты? 
 
Ответ. Все лимфоциты несут на своей поверхности CD3 антиген; 4070% 

– CD4Granzyme B; 3060% – CD8 CD314Perforine Granzyme B, 
 
Вопрос. Что является мишенью для аллогенных цитотоксических Т-лим-

фоцитов? 
 
Ответ. Мишенью являются антиген-презентирующие клетки, которые 

захватили и переработали белки, образующиеся при некрозе клеток. В 
нормальных условиях некроз практически отсутствует, а в случае 
онкологического заболевания некроз всегда имеет место быть в опухоли. 
Таким образом, основным местом приложения аллогенных цитотоксических 
Т-лимфоцитов будут антиген-презентирующие клетки (дендритные клетки, 
макрофаги), присутствующие в опухоли. 

 
Вопрос. Данное взаимодействие эффекторных клеток с мишенями можно 

интерпретировать как реакцию "трансплантат–против хозяина", но разве 
аллогенные цитотоксические Т-лимфоциты не будут взаимодействовать со 
всеми клетками пациента, несущими чужеродные комплексы 
гистосовместимости? 

 
Ответ. Алло-рестриктированные Т-лимфоциты распознают главный 

комплекс гистосовместимости вместе с пептидным фрагментом антигена, 
соответственно, взаимодействие будет происходить только с определёнными 
комплексами, а не со всеми подряд. 

 



HÆMATOPOÏESIS IMMUNOLOGY                                                                       
 

 

79

Л.Ю. Гривцова, Н.Н. Тупицын 
СУБПОПУЛЯЦИИ СТВОЛОВЫХ КРОВЕТВОРНЫХ КЛЕТОК:  
ЭФФЕКТИВНОСТЬ МОБИЛИЗАЦИИ  
И ВОССТАНОВЛЕНИЕ КРОВЕТВОРЕНИЯ  
ПОСЛЕ ВЫСОКОДОЗНОЙ ХИМИОТЕРАПИИ  
И ТРАНСПЛАНТАЦИИ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК  
У ОНКОЛОГИЧЕСКИХ БОЛЬНЫХ 
ФГБУ «РОНЦ имени Н.Н. Блохина», Москва 

 
Резюме 
 
Субпопуляции мобилизованных стволовых гемопоэтических клеток были 

изучены в 1187 образцах (продукт лейкафереза, периферическая кровь) у 430 
онкологических больных (167 взрослых, 263 ребенка) и 50 доноров 
кроветворной ткани. Изучены следующие субпопуляции: CD45, CD38HLA-
DR, CD90, CD117, CD13, CD33, CD71, CD61, CD19, CD7, CD56. 
Эффективность мобилизации субпопуляций стволовых клеток была 
взаимосвязана с нозологической формой заболевания. Интересным фактом, 
установленным в работе, явилось то, быстрые сроки восстановления гемопоэза, 
как правило, наблюдались при наличии в трансплантате выраженного 
количества незрелых субпопуляций стволовых клеток (CD45–, CD90), причем 
нарастании пропорции линейно коммитированных клеток (CD117, CD13, 
CD33) не вело к ускорению восстановления гемопоэза. 

 
Ключевые слова: стволовые гемопоэтические клетки, субпопуляции, 

трансплантация, CD45–, CD90, CD117, CD13, CD33, CD71, CD61, CD19, CD7. 
 
L.Yu .Grivtsova, N.N. Tupitsyn 
HAEMATOPOIETIC STEM CELL SUBPOPULATIONS:  
MOBILIZATION EFFICACY  
AND HEMATOPOIESIS RESTORATION  
AFTER HIGH DOSE CHEMOTHERAPY  
AND STEM CELL TRANSPLANTATION  
IN CANCER PATIENTS 
FSBSI “N.N. Blokhin Russian oncology center”, Moscow 

 
Summary 
 
Mobilized haematopoietic stem cell subpopulatins were studied in 1187 samples 

(leukapheresis product, peripheral blood) in 430 oncology patients (167 adults, 263 children) 
and in 50 donors. The following subpopulations were studied: CD45, CD38HLA-DR, 
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CD90, CD117, CD13, CD33, CD71, CD61, CD19, CD7, CD56. Efficacy of stem cell 
subpopulation mobilization were related to nosology of disease. The shorter periods of 
haematopoiesis recovery were noted in cases with higher content of immature stem cell 
subpopulations in transplantation material (CD45–, CD90), elevation of lineage committed 
subpopulations (CD117, CD13, CD33) did not accelerate haematopoiesis recovery. 

 
Key words: haematopoietic stem cells, subpopulations, transplantation, CD45–, 

CD90, CD117, CD13, CD33, CD71, CD61, CD19, CD7. 
 
Введение 
 
Аутологичная и аллогенная трансплантации стволовых кроветворных клеток 

(СКК) в настоящее время широко используются в онкологии [1; 2]. В большинстве 
случаев это трансплантации периферических стволовых кроветворных клеток, 
мобилизованных воздействием ростовых факторов. Как правило, целью 
трансплантации является восстановление всех кроветворных ростков после 
высокодозной химиотерапии. 

Главным ориентиром эффективности трансплантации является количество 
CD34 клеток, стандартная доза которых, необходимая для полноценного 
восстановления кроветворения, составляет не менее 2 миллионов на кг массы тела 
реципиента [3; 4]. Однако пул стволовых кроветворных клеток чрезвычайно 
гетерогенен и представлен ранними, плюрипотентными и полипотентными 
предшественниками, способными восстанавливать все ростки кроветворения; 
бипотентными и унипотентными предшественниками, ответственными за 
созревание отдельных кроветворных линий (рис. 1). Каждый компартмент пула 
стволовых кроветворных клеток, наряду с общими их свойствами 
(самоподдержание и дифференцировка), имеет и уникальные особенности, 
находящие отражение в репертуаре белков, экспрессируемых на мембране клетки. 
Данное уникальное сочетание мембранных антигенов определяет каждую из 
субпопуляций стволовых кроветворных клеток [5; 6] 

На основании иммунофенотипа субпопуляции ранних, плюрипотентных и 
полипотентных клеток, а также линейно-коммитированные предшественники 
могут быть идентифицированы в общем пуле стволовых клеток, с 
использованием методов проточной цитометрии [7; 8]. Исследование вклада 
каждой из этих субпопуляций в общий мобилизующийся пул и влияние их на 
полноту и скорость восстановления кроветворения окончательно не 
определены и представляют значительный научный и практический интерес. 

 
Материалы и методы 
 
Исследовано 1187 образцов мононуклеарной фракции крови 

(лейкаферезные продукты) и стимулированной периферической крови.  
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Образцы мобилизованных СКК получены у 430 онкологических больных 
(167 взрослых и 263 ребенка) в ходе подготовки к высокодозной 
консолидации ремиссии и у 50 здоровых лиц (61 образец СКК), полученных с 
целью аллогенной трансплантации в детской онкологии). Средний возраст 
детей составил 7 лет, средний возраст взрослых больных и доноров 
аллогенных СКК – 32 и 34 года. Нозологически среди взрослых 
онкологических больных 95 % составили пациенты с онкогематологической 
патологией (НХЛ – 57, ЛХ – 58, ММ – 40, ОМЛ – 3 чел). Группа детей была 
более гетерогенной, преобладали больные с сóлидными опухолями высокого 
риска и плохого прогноза – ОССЮ, СМТ и медуллобластома; больные с 
онкогематологической патологией составили 21% (рис. 2.). 

Изучение субпопуляционного состава мобилизованных стволовых кроветворных 
клеток онкологических больных и доноров проведено на основании экспрессии 
маркера стволовых клеток – антигена CD34, а также маркеров, отражающих степень 
зрелости стволовых клеток и их линейную коммитированность. С учетом 
субпопуляционного состава мобилизованных стволовых клеток крови дана 
сравнительная характеристика стволовых клеток крови онкологических больных и 
здоровых лиц и проведено сравнение их гемопоэтического потенциала у 
онкологических больных в зависимости от возраста (взрослые, дети). В качестве 
мобилизующего агента в основном использован Г-КСФ (в большинстве случаев – в 
сочетании с химотерапией). Предлеченность перед сборами СКК существенно 
варьировала и составила в среднем 3 курса у детей и 5 курсов у взрослых пациентов, 
включая мобилизационный. Исключение составили доноры и дети, больные 
медуллобластомой, у которых стимуляция проведена без предварительной 
химиотерапии. 

Субпопуляции стволовых клеток определяли иммунологически на 
основании реакции 3–цветной иммунофлуоресценции с детекцией результатов 
методом проточной цитометрии. Оценивали от 4 до 10 тройных комбинаций 
МКА. Изучена мембранная экспрессия антигенов, ассоциированных со 
стволовой кроветворной клеткой различного уровня дифференцировки. 
Наиболее ранний компартмент СКК охарактеризован на основании отсутствия 
на CD34–клетках антигенов CD38 и HLA-DR, а также при выявлении среди 
CD34 клеток Thy-1 (CD90) субпопуляций. Популяции плюрипотентных 
клеток идентифицированы и охарактеризованы на основании сочетания 
экспрессии на CD34 клетках антигенов CD45, CD38, HLA-DR, CD117, CD90 и 
CD71. Изучены поли- и бипотентные СКК на основании экспрессии CD117, 
CD71, GlуA, CD13, CD33, CD61 (СКК уровня КОЕ-ГЕММ, Бое-ЭМЕг и КОЕ-
ГМ), а также лимфоидно- коммитированные клетки-предшественники, 
выявляемые по экспрессии антигенов CD10, CD19 (В-линейная рестрикция) и 
антигенов CD2, CD7, CD57 и CD56 (Т- и NK- клеточная рестрикция). 
Специфичность антигенов в отношении классов стволовых кроветворных 
клеток и изотипы МКА представлены в табл. и на рис. 3. 



ИММУНОЛОГИЯ ГЕМОПОЭЗА                  

 

82 

 
 

Рис. 1. Мобилизация СКК. 
 

 
 
Рис. 2. Больные и доноры. 
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Рис. 3. Антигены, ассоциированные с СКК. 
 

Результаты 
 
Необходимое для трансплантации (более 2 миллионов на кг веса 

реципиента) количество материала было набрано у взрослых больных за 23 
процедуры лейкафереза. У детей и у доноров необходимое минимальное 
количество аутологичных СКК (2 миллиона и более на кг массы тела 
реципиента) в большинстве случаев (более 58% у детей и 68% у доноров) 
набрано за одну процедуру лейкафереза. 

В среднем пропорция CD34 клеток в материале, полученном за один 
лейкаферез, у взрослых больных была более высокой и составила 
1,12  0,07%, медиана 0,59% (0,018,8%; n  390). У детей материал одного 
лейкафереза содержал в среднем 0,82  0,05%, (медиана 0,45%; разброс 
0,0110,0; n  446). У доноров пропорция CD34 клеток в материале одного 
лейкоконцентрата была самой невысокой и составила 0,360,03% при 
медиане 0,29% и разбросе от 0,02÷1,23 % (n  61). Вместе с тем, при оценке 
абсолютного количества CD34 СКК на кг массы тела реципиента, 
наибольшее количество отмечено в случае аллогенных СКК (донорские СКК 
– 4,820,67106/кг, медиана 3,6106/кг от 0,1 до 35,5106/кг; n  61). У 
взрослых онкологических больных абсолютное количество стволовых 
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клеток, набранное за один лейкаферез (3,110,38106/кг) также превысило 
3106, но медиана – только 1,5106 (0,02 до 28,7  106/кг, n285). 

Достоверно более выраженной была мобилизация суммарного пула стволовых 
кроветворных клеток (%% CD34 клеток) у детей с СЮ и нейробластомой (1,03% 
и 1,19% CD34–клеток соответственно, р  0,02), а худший эффект мобилизации 
демонстрировала группа детей больных гемобластозами. У взрослых лучшая 
мобилизация ожидаемо выявлена у больных множественной миеломой, а худший 
– у больных с лимфомой Ходжкина (среднем 0,31% CD34–клеток в 
трансплантируемой ткани, р  0,05; рис. 4). 

Суммарное количество стволовых клеток, набранных за все процедуры 
лейкаферезов, было наибольшим у взрослых больных и составило 
7,610,9106/кг, медиана 4,7 от 0,55 до 30,0106/кг; n  55. Для аутологичной 
трансплантации у детей было получено 4,970,32106/кг, медиана 3,78 
(0,0530,0106/кг; n  204), донорские стволовые клетки составили 
5,740,77106 CD34 клеток в пересчете на кг веса реципиента, (медиана 
3,68106/кг; от 0,1 до 35,5106/кг; n  51). 

Основное внимание в работе уделено субпопуляционному составу 
стволовых кроветворных клеток в трансплантируемой ткани. Оценен эффект 
мобилизации по следующим группам антигенов: пул ранних, 
плюриполипотентных; пул клеток гранулоцитарно-макрофагальной 
направленности дифференцировки; пул мегакариоцитарно-коммитированных 
СКК и эритроидных предшественников и, наконец, пул лимфоидных СКК. 

По мере дифференцировки стволовых клеток от плюрипотентных к 
линейно-коммитированным нарастает экспрессия CD45, тогда как экспрессия 
CD34 снижается. Антиген CD45 в клинических исследованиях по 
трансплантации кроветворной ткани не изучался. Это обусловлено тем, что 
существующие цитометрические протоколы предлагают гейтирование 
лейкоцитов на основании CD45, то есть в анализ включаются только CD45–
клетки, и в их пределах оценивается пропорция стволовых клеток [9]. 

Проведенное исследование показало, что в ряде случаев экспрессия CD45 
на мембране стволовых кроветворных клеток может быть очень слабой, 
вплоть до отрицательной. Пропорция клеток с крайне слабой или 
отрицательной экспрессией антигена, которая по данным литературы может 
представлять собой наиболее незрелую фракцию СКК [10], была изучена 
нами более детально. CD45 негативные стволовые кроветворные клетки 
составляли достаточно выраженное количество (более 20,0 %) от суммарного 
пула СКК во всех анализируемых группах и у большинства больных (более 
60% образцов во всех анализируемых группах) выявлялось более 10% (рис. 
5). Данные клетки были гетерогенны по размеру, среди аутологичных СКК 
детей выявлена достоверная обратная корреляция их количества с 
суммарным числом стволовых клеток в трансплантируемой ткани (р  0,045). 
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Рис. 4. Эффект мобилизации в зависимости от нозологии по проценту CD34+ 
клеток. 

 
Иммунофенотипически данная субпопуляция также являлась 

неоднородной, на популяции CD45neg СКК установлена тенденция более 
выраженной экспрессии антигенов, ассоциированных с полипотентным пулом 
(HLA-DR, CD38, CD117,CD71). Содержание CD45– популяций среди 
аутологичных СКК различалось в зависимости от нозологической формы 
заболевания (рис. 6). У детей достоверно более выраженным число клеток 
данной субпопуляции было в группе опухолей ЦНС и гемобластозов, а среди 
них у больных ЛХ – более 27% от суммарного пула СКК (р  0,04). 

Стволовые кроветворные клетки взрослых больных ЛХ так же, как и у 
детей, содержали более выраженную пропорцию CD45– стволовых клеток 
(более 30,0%), при этом наибольшая пропорция данных клеток наблюдалась 
в образцах лейкоконцентратов первого дня сбора. 

При анализе образцов, содержащих различное количество CD34 
лейкоцитов, установлено, что среди лейкоконцентратов с меньшим 
содержанием стволовых клеток пропорция CD45– стволовых клеток была 
достоверно более высокой у взрослых (исключение составила группа 
образцов с очень низким количеством CD34 клеток). У детей лейкаферезные 
продукты с низкой пропорцией CD34 лейкоцитов содержали более 
выраженное количество CD45– стволовых клеток.  
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Рис. 5. Субпопуляции СКК (CD45). 
 

 
 

Рис. 6. Субпопуляции СКК (CD45-). 
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Рис. 7. Субпопуляции СКК по возрастам (CD45-). 
 
Таким образом, в случае удовлетворительной мобилизации установлена 

обратная взаимосвязь между суммарным числом стволовых клеток и 
количеством CD45-негативных мобилизованных СКК (рис 7). 

Учитывая факт гетерогенности стволовых клеток в отношении CD45, 
предпринято два варианта выявления СКК – на основании CD50 и 
нуклеотропного красителя syto16 (рис. 8). CD34 клетки были более 
гомогенны в отношении экспрессии CD50 и всегда составляли более 98,0% 
среди мобилизованных СКК. Однако наиболее информативным является Syto 
16, позволяющий четко выявлять не только ядросодержащие, но и 
жизнеспособные клетки – вне зависимости от степени их дифференцировки.  

В ходе исследования показано, что все CD34 клетки являются 
syto16/. Таким образом, данный краситель наиболее пригоден для точной 
идентификации пропорции стволовых кроветворных клеток в 
трансплантируемой ткани. 

Пул наиболее ранних плюрипотентных СКК не экспрессирует антигены 
CD38 и HLA-DR [11]. Доля этих клеток в трансплантируемой ткани 
незначительна; наибольшее количество клеток данной субпопуляции 
выявлено у доноров. CD34HLA-DRCD38 клетки находятся в обратной 
корреляции с пулом миелоидно-коммитированных, но не с лимфоидно-
коммитированными предшественниками у детей и доноров (рис. 9). 
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Рис. 8. Субпопуляции СКК (пул CD34+ клеток). 
 

 
 
Рис. 9. Субпопуляции СКК (плюрипотентные).  
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Рис. 10. Субпопуляции СКК (плюрипотентные; продолжение). 
 

Также пул плюрипотентных стволовых клеток характеризует экспрессия 
Тhy-1 (CD90) антигена [12; 13], пропорция данных клеток была достоверно 
более выраженной среди донорских стволовых клеток. Тhy-1 клетки были 
представлены наиболее мелкими фракциями, и количество их было обратно 
пропорциональным числу HLA-DR и мегакариоцитарно-коммитированных 
(CD61) СКК у взрослых. У детей число CD34CD90 клеток было 
достоверно взаимосвязано с пулом миелоидно-коммитированных пред-
шественников (рис. 10). 

Наиболее эффективно Thy-1 субпопуляция мобилизуется у доноров и у 
детей с медуллобластомой и нейробластомой (р  0,04). Наименьшая 
пропорция таких клеток характеризует СКК группы гемобластозов и 
опухолей ЦНС (р  0,03). 

Главная цель трансплантации – восстановление основных кроветворных 
ростков для предотвращения инфекционных, гемморагических и иных 
осложнений связанных с цитопениями, вызванными ВХТ. Не случайно поэтому 
в числе мобилизующих агентов используют ГМ-КСФ, Г-КСФ. Подобные 
режимы обеспечивают мобилизацию стволовых клеток, обогащенных 
миелоидными предшественниками [14]. В числе маркеров стволовых 
кроветворных клеток миелоидного ряда изучены как ранние предшественники 
CD117, так и клетки, экспрессирующие пан-миелоидные антигены CD13, CD33. 
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C-kit рецептор CD117 обычно расценивают как доминанту миелоидно-
коммитированных предшественников ранних этапов дифференцировки [15; 16]. 

Мобилизованные СКК характеризовал широкий диапазон присутствия 
CD117 клеток, достоверно взаимосвязанных с суммарным пулом СКК у 
онкологических больных (р  0,03). Наименьшее среднее содержание с-kit–
рецептор+ СКК выявлено у детей группы ПНЭО и медуллобластомы, более 
эффективно (р  0,01) данная субпопуляция мобилизовалась у 
онкогематологических больных (рис. 11). Количество CD117 СКК не было 
достоверно взаимосвязано с другими субпопуляцияи, за исключением Thy-1 
СКК детей. 

Значительную пропорцию среди мобилизованных СКК составляли CD13 
и CD33 субпопуляции. Однако экспрессия CD13 была всегда более 
интенсивной в сравнении со вторым пан-миелоидным АГ CD33, экспрессия 
которого более типична для миело-моноцитарной линии дифференцировки. 
Количество CD33 СКК было наименьшим у взрослых онкологических 
больных и ассоциированно с суммарной дозой СКК (рис. 12). 

Количество CD33 СКК у детей оказалось пропорциональным доле Thy-1 
клеток. Установлена коэкспрессия данных антигенов на уровне одной 
стволовой клетки, что подтверждает гемопоэтическую природу Thy-1 СКК, 
поскольку экспрессия CD33 характерна только для кроветворных клеток. На 
стволовых кроветворных клетках миелоидной рестрикции установлена 
коэкспрессия лимфоидных антигенов, и подтверждена их гетерогенность в 
отношении рецептора трансферрина CD71 (рис. 13). Достоверно более 
эффективной была мобилизация миелоидных CD33 СКК у детей с ОМЛ 
(р  0,04). 

Одной из главных задач трансплантации кроветворной ткани, обогащенной 
стволовыми клетками, является восстановление тромбоцитарного звена 
гемопоэза. Поэтому логична оценка пропорции мегакариоцитарно-
коммитированных предшественников, которая оказалась наиболее выраженной 
среди донорских клеток (р  0,001). Наименьшее количество мегака-
риоцитарных предшественников характеризовало стволовые клетки, 
полученные у детей, страдающих нейробластомой (р  0,04), в сопоставлении с 
группой медуллобастомы и ПНЭО. 

Главным маркером дифференцированных клеток эритроидного ряда 
является гликофорин А (GlyА). Этот маркер появляется на более поздних 
этапах дифференцировки СКК в направлении эритроидного ростка, и самые 
ранние эритроидные предшественники не экспрессируют гликофорин А [17]. 
Пропорция GlyА клеток среди периферических мобилизованных СКК была 
очень низкой – менее 1,0% от суммарного пула. 

Другим маркером, ассоциированным с клетками эритроидного ростка, 
является трансферриновый рецептор [18.].  
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Рис. 11. Субпопуляции СКК (полипотентные). 
 

 
 
Рис. 12. Субпопуляции СКК (поли, би-потентные). 
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Показана высокая ассоциация между гликофорином А и CD71 клетками – 
все GlyА стволовые клетки экспрессировали CD71, вместе с тем выявлена 
популяция CD71 GlyА СКК. Это подтверждает существенную гетерогенность 
CD71 СКК в отношении линейной направленности и уровней 
дифференцировки, то есть, вероятность экспрессии трансферринового рецептора 
на более ранних этапах дифференцировки СКК и на других, нежели 
эритроидные предшественники, линиях. 

Лимфоидный росток был изучен на основании экспрессии маркера В-
клеток CD19, пан-Т-клеточного антигена CD7 и антигенов NK–клеток CD56, 
CD57. Наиболее активно данные субпопуляции мобилизовались у доноров 
(р  0,03). Среди онкологических больных достоверно лучше мобилизовались 
CD7 СКК у детей, больных нейробластомой, и саркомами мягких тканей и у 
взрослых при ЛХ (более 4,8 % от суммарного пула СКК, р  0,02). Более 
высокая эффективность мобилизации CD19CD34 клеток отмечена в группе 
детей, страдавших ПНЭО (р  0,03) и медуллобластомой (р  0,01), тогда как 
при ОМЛ CD19 клеток не выявлено. 

Факт присутствия CD19CD10 В-лимфоидного предшественника 
сомнений не вызывает [19] и подтвержден в работе. Вместе с тем установлен 
факт мобилизации CD19CD10 СКК. Эта субпопуляция по данным 
литературы соответствует наиболее раннему плюрипотентному общему 
лимфоидному предшественнику (ОЛП) [2022]. Факт присутствия среди 
мобилизованных периферических стволовых клеток популяции 
CD34CD10CD19 подтвержден нами и в случае отсутствии CD19–клеток в 
образцах и при одновременной оценке CD10 и CD2, также являющихся 
дискретными популяциями (рис 14). 

Представляет интерес, насколько вклад каждой из субпопуляций СКК 
определяет эффект процедуры трансплантации в целом, то есть сроки и 
полноту восстановления кроветворения у реципиентов. 

Относительно общего содержания CD34 клеток в литературе 
практически нет расхождений [13], и наши данные подтверждают факт, что 
трансплантация не менее 2106 CD34 клеток на кг массы реципиента, как 
правило, достаточна для восстановления кроветворения. 

При низкой дозе СКК больным трансплантировали костный мозг, что также 
позволяло получить удовлетворительные результаты. Однако панцитопении в этих 
случаях были более длительными. Интересным оказался тот факт, что в случае 
трансплантации более 5106 CD34 клеток на кг массы тела реципиента ускорения 
восстановления кроветворения клиницисты не наблюдали. У этих больных 
отмечены более длительные сроки восстановления нейтрофилов (р  0,001). По-
видимому, оптимальной является трансплантация 25 миллионов CD34 клеток на 
кг массы тела реципиента. 
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Рис. 13. Субпопуляции СКК (поли, би-потентные). 
 

 
 
Рис. 14. Субпопуляции СКК (би, -унипотентные). 
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Сопоставлен вклад различных трансплантируемых субпопуляций СКК в 
непосредственный эффект их трансплантации; оценены сроки 
восстановления гранулоцитарного и тромбоцитарного ростков в зависимости 
от пропорции ранних предшественников и линейно-коммитированных 
стволовых кроветворных клеток. 

Выраженная пропорция CD45– СКК ( 15,0%) ассоциировалась с более 
быстрыми сроками восстановления нейтрофилов и тромбоцитов в случае 
аутотрансплантации СКК у детей и у взрослых, а также с более быстрым 
восстановлением лейкоцитов у детей при трансплантации донорских аллоСК 
(рис 15). Как уже отмечено, низкая экспрессия CD45 характерна для менее 
зрелых субпопуляций СКК, пролиферативный потенциал которых убывает 
по мере их дифференцировки [10]. Возможно, именно этим определяются 
более короткие сроки и полнота восстановления гемопоэза (как нейтрофилы, 
так и тромбоциты) при аутологичной и аллогенной трансплантации 
кроветворной ткани. 

Субпопуляция наиболее ранних CD34CD38HLA-DR клеток оказалась 
информативной в случае аллотрансплантации СКК – прямая ассоциация со 
сроками восстановления лейкоцитов: чем больше было клеток данной 
субпопуляции в трансплантированной ткани, тем дольше были сроки 
восстановления лейкоцитов (рис.16). Обращает на себя внимание тот факт, 
что данная ассоциация выявлена только в отношении донорских СКК и не 
наблюдалась в случае трансплантации аутологичных СКК у онкологических 
больных. Наиболее очевидным объяснением данного феномена может 
являться предлеченность онкологических больных, влияющая на пропорцию 
пула незрелых СК, чувствительных к химиотерапии. 

В случае трансплантации аутологичных стволовых кроветворных клеток у 
детей информативной оказалась субпопуляция CD38– клеток, содержание 
которых менее 65% обуславливало сокращение критической лейкопении 
(рис. 16). Данная популяция также может представлять собой более ранние 
формы СКК [11]. Третья субпопуляция незрелых клеток – Thy-1 СКК, 
трансплантация большей дозы которых также характеризовала группу более 
быстрого восстановления тромбоцитов (рис. 16). 

Маркеры незрелых клеток CD45 и Thy-1, по-видимому, определяют 
ранние плюрипотентные СКК с большим потенциалом пролиферации, и 
число таких клеток при трансплантации взаимосвязано с более быстрым и 
полным восстановлением кроветворения. 

Популяция СКК отрицательная в отношении CD38 и HLA-DR – это еще 
более ранние, крайне малочисленные фракции, обогащенные в отношении 
клеток, инициирующих долгосрочные клеточные культуры. Для 
дифференцировки клеток субпопуляции CD34HLA-DRCD38 необходимо 
большее время. 
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Рис. 15. Трансплантация - субпопуляции СКК. 
 

 
 

Рис. 16. Трансплантация - субпопуляции СКК. 



ИММУНОЛОГИЯ ГЕМОПОЭЗА                  

 

96 

В отношении миелоидно-коммитированных субпопуляций, как уже сказано 
выше, оценено три антигена – пан-миелоидные – CD13, CD33 и CD117 – 
маркер миелоидных предшественников. Интересно отметить, что вклад этих 
популяций был противоположным вкладу незрелых гемопоэтических 
предшественников. Так, чем больше было количество CD117 СКК (рис. 17), 
тем более длительными были сроки восстановления нейтрофилов. То же самое 
мы наблюдали и в отношении пан-миелоидных антигенов, в особенности – 
CD13. Чем больше таких клеток в трансплантируемой ткани, тем длиннее 
период восстановления и нейтрофилов и тромбоцитов. Увеличение пропорции 
CD33 СКК до 70,0% и более отразилось на возрастании длительности 
критической лейкопении у взрослых больных. 

Эти данные в определенной степени подтверждаются и на 
мегакариоцитарном звене (хотя количество сопоставленных трансплантаций 
в данном случае невелико) – чем выше пропорция трансплантируемых СКК, 
тем длиннее период тромбоцитопении, однако данные требуют дальнейшего 
изучения. 

Исключением из общей тенденции является трансферриновый рецептор, 
CD71 – антиген с очень широким спектром клеточной экспрессии, и хотя он 
более специфичен для эритроидного ростка [17; 18], данный антиген ни в 
коей мере нельзя соотносить только с клетками эритроидного ряда. Поэтому 
в силу линейной разнородности клеток, экспрессирующих трансферриновый 
рецептор, результаты неоднозначны – обратная ассоциация со сроками 
восстановления тромбоцитов как в случае аутологичной, так и при 
аллогенной трансплантации и прямая, с длительностью лейкопении (рис. 18). 
Для того чтобы интерпретировать данные по CD71 необходимы 
дополнительные исследования этого важного маркера в контексте его 
линейной принадлежности на стволовых кроветворных клетках. 

Из числа лимфоидных антигенов, достоверные ассоциации, сходные с 
тенденцией в отношении количества ранних плюрипотентных СКК (CD45–, 
Thy-1 стволовые кроветворные клетки), получены в отношении CD19 СКК 
и CD56 СКК (рис. 19). Чем больше таких клеток, тем более быстро 
восстанавливалось нейтрофильное звено (CD19) и тромбоциты (CD56). 

Маркер CD7 считается Т-линейно-ассоциированным антигеном, вместе с тем 
хорошо известен факт, и он подтвердился в исследовании, что CD7 представлен 
на миелоидных предшественниках, причем на достаточно ранних этапах их 
дифференцировки [23]. Поэтому рассмотрение роли данного антигена возможно 
как в контексте маркера незрелых клеток, так и коммитированных СКК. При 
аллогеной трансплантации скорость восстановления лейкоцитов была обратно 
пропорциональной содержанию CD7 СКК. С другой стороны сроки 
восстановления тромбоцитарного звена при аутотрансплантации были 
пропорциональны количеству CD7 СКК (рис. 20). 
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Рис. 17. Трансплантация - субпопуляции СКК. 
 

 
 

Рис. 18. Трансплантация - субпопуляции СКК. 
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Рис. 19. Трансплантация - субпопуляции СКК. 
 

 
 

Рис. 19. Трансплантация - субпопуляции СКК. 



HÆMATOPOÏESIS IMMUNOLOGY                                                                       
 

 

99

Заключение 
 
Таким образом, пул мобилизованных СКК гетерогенен и представлен 

плюрипотентными предшественниками и коммитированными стволовыми 
кроветворными клетками, которые находятся в различных, достаточно 
сложных взаимоотношениях, пропорция их в трансплантированной ткани 
различна. Эффективность мобилизации отдельных субпопуляций стволовых 
клеток взаимосвязана с нозологической формой заболевания. 

Как в случае аутологичной, так и при аллогенной трансплантации 
стволовых кроветворных клеток следует учитывать не только суммарный пул 
CD34 СКК и пропорцию гранулоцитарных или других линейно-
коммитированных СКК, но и обращать внимание на пул незрелых клеток, 
характеризуемых как CD34CD45–Thy-1 клетки. 

Вопреки расхожему мнению о важности для быстрого восстановления 
гранулоцитарных линий коммитированных миелоидных СКК, оптимальный 
состав трансплантируемых СКК должен представлять определенный баланс 
между коммитированными стволовыми кроветворными клетками и их 
наиболее ранними субпопуляциями. Именно в этом случае удается добиться 
оптимальных сроков и полноты восстановления кроветворения, как при 
аутологичной, так и при аллогенной трансплантации кроветворной ткани. 
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Ф.А. Шамилов, Н.Н. Тупицын, И.К. Воротников, Я.А. Вишневская,  
Н.А. Козлов, В.Ю. Сельчук. 
ПОЛИОКСИДОНИЙ  
В ПРЕДОПЕРАЦИОННОМ ЛЕЧЕНИИ РАКА МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ.  
ПОЛНАЯ РЕГРЕССИЯ ОПУХОЛИ  
В ПРОЦЕССЕ НЕОАДЪЮВАНТНОЙ ИММУНОТЕРАПИИ.  
ФГБУ «РОНЦ имени Н.Н. Блохина», Москва 

 
Резюме 
 
У 20 больных раком молочной железы полиоксидоний применен в нео-

адъювантном режиме. Оценено влияние препарата на субпопуляции интра-
туморальных лимфоцитов. У 6 больных в материале хирургически удален-
ных опухолей отмечены явления иммуно-индуцированного патоморфоза; в 
одном имел место патоморфоз IV степени, т.е. полное исчезновение опухоли. 
Приводим описание данного наблюдения.  

В целом среднее количество большинства субпопуляций интратуморальных 
лимфоцитов не изменялось после иммунотерапии, достоверно снижались только 
NK-клетки (CD3CD56), однако их содержание было крайне низким: 1,680,3% и 
1,160,3% (р0,05). Содержание CD4 интратуморальных лимфоцитов 6 больных с 
патоморфозом опухолевой ткани после применения полиоксидония было достовер-
но более высоким, чем в случаях отсутствия патоморфоза: 50,92,0% и 42,12,0%, 
р  0,009. У больной с 4 степенью иммунного патоморфоза содержание CD4 интра-
туморальных лимфоцитов возросло с 46,6 до 55,4% в процессе иммунотерапии, что 
отразилось на снижении индекса CD8/CD4 c 0,9 до 0,6. Исследование механизмов 
противоопухолевого действия полиоксидония нуждается в дальнейшем изучении. 

 
Ключевые слова: рак молочной железы, неоадъювантная иммунотера-

пия, интратуморальные CD4 лимфоциты, полиоксидоний. 
 

F.A. Shamilov, N.N. Tupitsyn, I.K. Vorotnikov, Ya.A. Vyshnevskaya, V.Yu. Selchuk. 
IMMUNE MODULATOR POLYOXIDONIUM  
IN PREOPERATIVE TREATMENT OF BREAST CANCER.  
CASE REPORT OF COMPLETE TUMOR  
REGRESSION DURING NEO-ADJUVANT IMMUNOTHERAPY. 
FSBS “N.N .Blokhin Russian Cancer Research Center”, Moscow 

 
Summary 
 
Polyoxidonium was used in neo-adjuvant regimen in 20 breast cancer patients. 

Influence of this immunomodulator  on  intratumoral  lymphocyte  subpopulations  
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was studied. In 6 (30%) patients study of surgically removed tumor revealed im-
mune mediated pathomorphosis. In one case pathomorphosis of 4th degree (com-
plete resorbtion of tumor) took place. The case is described in this paper. In gen-
eral, mean numbers of lymphocytes of different subpopulations did not change 
after immunotherapy, except of NK cells (CD3CD56) which number diminished 
(1,68  0,3% and 1,16  0,3%, р  0,05). Percentage of CD4 intratumoral lym-
phocytes in 6 patients with pathomorphosis of tumor tissue after polyoxidonium 
treatment was significantly higher than in the cases without pathomorphosis: 
50,9  2,0% и 42,1  2,0%, р  0,009. In patient with 4th degree of pathomorphosis 
number of CD4 cells raised from 46,6 to 55,4% during immune therapy, so 
CD8/CD4 ratio declined from 0,9 to 0,6. Mechanisms of anti-tumor polyoxidoni-
um action needs further investigations. 

 
Key words: breast cancer, neo-adjuvant immune therapy, intratumoral CD4-

lymphocytes, polyoxidonium  
 
Введение 
 
Исследования последних лет показали, что рост большинства злокаче-

ственных опухолей сопровождается значительными нарушениями различных 
звеньев иммунного ответа организма. 

Снижение уровня Т-клеточной инфильтрации опухоли имеет определенную 
связь с регионарным метастазированием или наличием микрометастазов [1]. 
Размер опухоли не взаимосвязан с уровнями лимфоцитарной инфильтрации 
опухоли. Доказано, что увеличение количества интратуморальных Т-киллеров 
является фактором благоприятного прогноза у больных раком молочной желе-
зы, преимущественно без регионарного метастазирования [2]. 

Работами Университета Калифорнии (США) доказано, что инфильтрация 
опухолевой ткани рака молочной железы цитотоксическими лимфоцитами 
(CD8) является фактором благоприятного прогноза, а выраженная инфиль-
трация CD4 лимфоцитами и макрофагами, напротив, ухудшает прогноз 
[3;4]. 

Прогностическая роль субпопуляционного состава интратуморальных лим-
фоцитов при раке молочной железы также достаточно хорошо известна. При 
однофакторном анализе главенствующая прогностическая роль принадлежит 
CD8 лимфоцитам [5]. В отсутствие выраженной инфильтрации рака молочной 
железы CD8 клетками CD4 лимфоциты способствуют опухолевой инвазии и 
развитию отдаленных метастазов рака молочной железы путем влияния на про-
туморальную активность опухолеассоциированных макрофагов [6]. 

Три клеточных типа–CD4 и CD8 лимфоциты, а также CD68 макрофа-
ги играют главную роль в прогнозе рака молочной железы.  
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На основании этих данных предложена трехмаркерная иммунная сигнатура 
для более точной оценки прогноза у больных раком молочной железы [7]. Им-
мунный профиль CD68LowCD4LowCD8High характерен для первичного рака молоч-
ной железы, который даже в случаях только хирургического лечения, характери-
зуется высокими показателями общей и безрецидивной выживаемости. Напро-
тив, иммунные ответы CD68HighCD4HighCD8Low соответствуют группе больных с 
риском развития отдаленных метастазов и сниженной выживаемостью. 

Таким образом, на сегодняшний день понятны прогностически благопри-
ятные иммунологические параметры состава интратуморальных лимфоцитов 
при раке молочной железы. 

В нашей работе предпринята попытка повлиять на субпопуляции интра-
туморальных лимфоцитов с помощью иммуномодулятора полиоксидония. 

 
Материалы и методы 
 
Клиническая характеристика больных 
20 больным в возрасте от 32 до 78 лет ( медиана–53,5) проводилась кор-

биопсия опухоли, последующее лечение полиоксидонием, радикальная опе-
рация. Полиоксидоний применялся внутримышечно в дозе 12 мг в 1-й, 2-й, 3-
й, 5-й, 7-й дни (1-й день–день кор-биопсии). Операция осуществлялась на 
следующий день после последнего введения полиоксидония. 

Инфильтративный протоковый рак установлен у 14 пациенток (70,0%), 
инфильтративный дольковый–4 (20%), тубулярный–1 (5%), медуллярный–1 
(5%). Рецепторы эстрогенов были положительны в 16 случаях из 20 (80%), 
рецепторы прогестерона–в 14 из 20 (70%). Статус по Her2/neu: 0–9 (45%), 1+–
7 (35,0%), 2+–3 (15,0%), 3+–1 (5,0%). В одном из 3 случаев, расцененных как 
2+, экспрессия рецептора расценена как положительная на основании резуль-
татов FISH-реакции. Таким образом, положительный статус по Her2/neu имел 
место у 2 больных (20%). Пролиферативный индекс (Ki-67) находился в диа-
пазоне от 7 до 75% (среднее–33,9  17,4%). У 12 больных установлена 2-ая 
степень злокачественности (70,6%), у 5–3-я (29,4%). 

Размеры опухоли в основном (95,0%, 19 больных) соответствовали индек-
су рТ2, лишь в одном случае (5,0%)–рТ1. Метастазы в регионарные лимфа-
тические узлы установлены у 14 (70,0%) больных (N1–7 /35%/, N2–7 /35%/), у 
6 больных (30%) метастазы отсутствовали. Отдаленных метастазов у боль-
ных анализируемой группы не было. В соответствии с клиническими стадия-
ми заболевания больные распределились следующим образом: 1 стадия –1 
(5%), 2а–5 (25%), 2б–7 (35%), 3а–7 (35%). 

 
Иммунологические исследования 
Иммунологическое исследование материала кор-биопсии и удаленной 

опухолевой  ткани  проводили  методом  4-цветной  проточной  цитометрии с  
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использованием следующих комбинаций антител: 1-ая проба–
CD4/CD3/CD25/CD45, 2-ая проба–CD8/CD3/CD56/CD45. Анализ данных 
проводили с использованием программы WinMDI или (в случаях, требующих 
дополнительной компенсации параметров флуоресценции)–программы FCS, 
версия 3. Статистическая обработка проводилась с использованием програм-
мы SPSS. 

Оценены следующие иммунологические показатели интратуморальных 
лимфоцитов: 
 Общий уровень лимфоидной инфильтрации–количество CD45 лим-

фоцитов по отношению к общему числу событий, набранных при 
проточной цитометрии. 

 Процент зрелых Т-лимфоцитов (CD3) среди лимфоцитов (CD45). 
 Процент зрелых CD4CD3 T-лимфоцитов. 
 Процент зрелых T-цитотоксических лимфоцитов CD3CD8 
 Соотношение CD8/CD4 
 Процент активированных (регуляторных) CD4CD25 клеток 
 Процент NK-клеток–CD3CD56 
 Процент TNK клеток–CD3CD56 
 
Результаты 
 
Все больные хорошо переносили введение полиоксидония. Осложнений 

нами не отмечено. Ни у кого из больных во время проведения иммуномоду-
лирующей терапии и в послеоперационном периоде не было инфекционных 
заболеваний. 

По результатам морфологического исследования хирургически удаленной 
опухоли у 6 из 20 больных (30%), получавших в неоадъювантном режиме 
только полиоксидоний, отмечен лечебный патоморфоз: у 3 больных–1 степе-
ни, у двух больных–патоморфоз второй степени, у 1 больной–патоморфоз 4 
степени. 

Особого внимания заслуживает клинический случай пациентки с полным 
лечебным патоморфозом. 

Пациентка А., 32 лет, в мае 2012 при самообследовании выявила узел в 
левой молочной железе. Обратилась в поликлинику РОНЦ за консультацией. 
Выполнена маммография и УЗИ молочных желез: кожа нижне-наружного 
квадранте левой молочной железы отечна, утолщена. В том же квадранте в 
проекции пальпируемого уплотнения на прицельном снимке малой интен-
сивности образование размерами 3,03,4см. При УЗИ – в нижне-наружном 
квадранте левой молочной железы – отек и инфильтрация кожи, подкожно-
жировой клетчатки; снижение гипоэхогенности ткани без четких контуров на 
площади 3,02,0 см с усилением кровотока.  
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В обеих аксиллярных зонах гиперплазированные лимфоузлы до 1,5 см в 
диаметре.  

 
Заключение 
 
Изменения в ткани молочной железы следует дифференцировать между 

воспалительным процессом и раком молочной железы.  
Пациентке для уточнения диагноза выполнена кор-биопсия левой молоч-

ной железы. Гистологическое заключение: небольшие фрагменты ткани мо-
лочной железы с разрастанием инфильтративного протокового рака 2 степе-
ни злокачественности (рис.1; 2).  

Иммуногистохимическое исследование: рецепторы эстрагенов – 0 баллов, 
рецепторы прогестерона – 0 баллов, экспрессия HER2/neu – 0 баллов, индекс 
пролиферации опухолевых клеток Ki67  75%.  

Комплексное обследование: отдаленных метастазов не выявлено.  
В рамках исследовательского протокола начата иммунотерапия полиок-

сидонием по схеме 12 мг×1 раз в сутки в дни 1–3; 5; 7, после чего выполнено 
оперативное вмешательство в объеме радикальной мастэктомии слева с со-
хранением грудных мышц.  

Плановое гистологическое исследование: молочная железа 2521 \6 см с 
регионарной клетчаткой. Кожа и сосок без видимых изменений. На разрезе в 
ткани молочной железы, в нижнем наружном квадранте участок уплотнения 
65,55 см с нечеткими границами, представленный участками распадаю-
щейся серовато-желтой ткани, очагами темно-красного цвета с разрастания-
ми белесоватой ткани. На остальном протяжении ткань молочной железы 
представлена широкими прослойками белесоватой ткани и дольками жира. В 
регионарной клетчатке 16 лимфоузлов 0,51 см по длиннику, с жировым пе-
рерождением. Отдельно: подключичные лимфоузлы; фрагмент клетчатки с 
тремя узелками 0.51 см по длиннику, серого цвета – подмышечные лимфо-
узлы в салфетке без маркировки, 3 узелка 0.51 см по длиннику, серого цве-
та, эластичной консистенции. 

1. Опухоль.  
2. Сосок, ткань железы вне опухоли.  
3. Лимфоузлы регионарной клетчатки.  
4. Подключичные лимфоузлы.  
5. Подмышечные лимфоузлы.  
В молочной железе в области макроскопически описанных изменений 

обширные очаги выраженной полиморфноклеточной воспалительной ин-
фильтрации с многоядерными клетками типа клеток рассасывания инород-
ных тел, гистицитозом, формированием неспецифических гранулем. Досто-
верных признаков опухолевого роста не обнаружено.  
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Рис. 1. Биопсия узлового новообразования молочной железы. Инвазивный 
рак неспецифического типа G2. В верхней части микропрепарата показан ин-
фильтративный край опухоли. Гематоксилин-эозин, 50. 

 

 
 

Рис. 2. Биопсия узлового новообразования молочной железы. Множествен-
ные комплексы инвазивного рака неспецифического типа G2. Гематоксилин-
эозин, 200. 
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Рис. 3. Ткань молочной железы (операционный материал). Опухолевое ложе 
содержит множественные гранулемы без очагов некроза, с плотной лимфоидной 
инфильтрацией по периферии (слева) и широкие поля фиброзной ткани (справа), 
среди которых встречается редкие предсуществующие протоки молочной 
железы (левый верхний угол) – элементы опухолевого роста не обнаружены. 
Гематоксилин-эозин, 50. 

 

 
 

Рис. 4. Ткань молочной железы (операционный материал). Деталь 
предыдущего снимка –  эпителиоидноклеточная гранулема с лимфоидной 
инфильтрацией и мелким предсуществующим протоком в фиброзированном 
опухолевом ложе. Гематоксилин-эозин, 100. 
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Вышеописанные изменения можно трактовать как признаки полного ле-
чебного патоморфоза опухоли (рис.3–5). В ткани молочной железы на 
остальном протяжении эктазия протоков. Сосок и кожа обычного строения. 
Во всех лимфатических узлах регионарной клетчатки – признаки реактивной 
гиперплазии, липоматоз. 

Пациентка консультирована химитерапевтами; принято решение о про-
должение иммунотерапии полиоксидонием по 6 мг 1 раз до года.  

Через 24 месяца проведено комплексное обследование. Данных за про-
грессирование не выявлено. 

При анализе субпопуляционного состава интратуморальных лимфоцитов 
после иммунотерапии полиоксидонием в группах больных с наличием и от-
сутствием иммунного патоморфоза выявлены достоверные различия лишь по 
2 показателям: при наличии патоморфоза процентное содержание CD4 лим-
фоцитов было более высоким (40,892,26% и 50,912,05% , р  0,006), а со-
отношение CD8/CD4 – более низким (1,170,13 и 0,790,09; р  0,03). В опи-
санном нами случае изменения после применения полиоксидония заключа-
лись в нарастании интратуморальных CD4 лимфоцитов с 46,6% до 55,4% и 
снижении индекса CD8/CD4 с 0,9 до 0,6. 

 
Обсуждение 
 
В последние несколько лет наметился явный прорыв в области клиниче-

ской иммунологии рака молочной железы. Авторитетнейшие фундаменталь-
ные американские журналы PNAS и Cancer Discovery опубликовали статьи, 
доказывающие главенствующую роль иммунной системы человека в прогно-
зе рака молочной железы [8; 9] при изучении тонких взаимодействий между 
Т-хелперными (CD4), Т-цитотоксическими (CD8) лимфоцитами и макро-
фагами, присутствующими в ткани опухоли, то есть интратуморальными 
клетками иммунной системы [14; 15]. К аналогичным результатам пришли и 
отечественные ученые, убедительно доказавшие важную прогностическую 
роль количества и качественного состава интратуморальных лимфоцитов (в 
особенности – CD8 Т-цитотоксических клеток) в прогнозе рака молочной 
железы [10; 11]. Результаты этих работ проливают свет на то, какие клетки 
иммунной системы являются наиболее важными с точки зрения противоопу-
холевого иммунитета, и открывают перспективы поиска иммунологических 
путей воздействия для активации данных клеточных типов. 

При длительном (715 лет) наблюдении за больными после радикального 
хирургического лечения показано: высокие уровни инфильтрации опухоли 
цитотоксическими Т-лимфоцитами (CD8) являются важным фактором бла-
гоприятного прогноза, в особенности, у пациенток, не имеющих метастазов в 
регионарные лимфатические узлы, N0 [1].  
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Рис. 5. Ткань молочной железы (операционный материал). Экспрессия 
панцитокератина ограничена сохранными предсуществующими протоками 
молочной железы – гистологическая картина полного лечебного патоморфоза. 
Иммунопероксидазная реакция с антителами к панцитокератину (докраска 
гематоксилином Майера), 50. 

 
В отсутствие выраженной инфильтрации рака молочной железы CD8 

клетками CD4 лимфоциты способствуют опухолевой инвазии и развитию 
отдаленных метастазов РМЖ путем влияния на протуморальную активность 
опухолеассоциированных макрофагов [13]. 

Учитывая то, что три клеточных типа – CD4 и CD8 лимфоциты, а также 
CD68 макрофаги играют главную роль в прогнозе РМЖ, предложена трех-
маркерная иммунная сигнатура для более точной оценки прогноза у больных 
[5]. Иммунный профиль CD68LowCD4LowCD8High характерен для первичного 
рака молочной железы, который даже в случаях только хирургического лече-
ния, характеризуется высокими показателями ОВ и БРВ. Напротив, иммун-
ные ответы CD68HighCD4HighCD8Low соответствуют группе больных с риском 
развития отдаленных метастазов и сниженной выживаемостью. 

Накопленные факты относительно влияния различных популяций интратумо-
ральных лимфоцитов на прогноз рака молочной железы ставят со всей определен-
ностью вопрос, может ли быть проведена иммунокоррекция в направлении про-
гностически благоприятных профилей субпопуляционного состава интратумо-
ральных лимфоцитов. На сегодняшний день подобных работ нет.  
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Одним из перспективных и разрешенных к клиническому использованию 
в онкологии иммуномодуляторов является полиоксидоний (азоксимера бро-
мид; сополимер N-окси-1,4-этиленпиперазина и (N-карбокси)-1,4-
этиленпиперазиния бромида). Он обладает выраженной иммуномодулирую-
щей активностью и прежде всего, действует на систему врожденного имму-
нитета, усиливает функциональную активность как клеточного, так и гумо-
рального иммунитета [16]. В конечном итоге под действием полиоксидония 
активируется вся иммунная система организма.  

Данная активация аналогична формированию иммунной реакции в ответ 
на антигенный (патогенный) фактор [12]. В условиях in vivo препарат облада-
ет выраженной способностью стимулировать гуморальный иммунный ответ 
[13]. 

Интересно отметить, что в нашей работе полиоксидоний приводил в 30% 
случаев РМЖ к лечебному патоморфозу различной степени (от I до IV). Осо-
бого внимания заслуживает рассмотренный случай. Механизм данного явле-
ния является иммуно-опосредованным и требует дальнейшего детального 
изучения. 

Необходимо отметить: по-видимому, возможны различные механизмы 
реализации противоопухолевого иммунного ответа. Наиболее изученной, с 
доказанной благоприятной прогностической ролью является выраженная 
интратуморальная инфильтрация CD8. Этот механизм считается 
(Е.В. Артамонова, некоторые американские ученые) ведущим, наиболее зна-
чимым в прогнозе РМЖ. 

Попытка стимуляции данного звена иммунитета с помощью полиоксидо-
ния не привела к успеху: содержание CD8 интратуморальных лимфоцитов 
не различалось до и после назначения препарата.  

Как показали ранее опубликованные нами данные, на уровне опухолевой 
ткани полиоксидоний обладает своего рода иммуномодулирующим действи-
ем. Он снижает уровни интратуморальных лимфоцитов в случаях их содер-
жания выше медианы и, напротив,–повышает при уровнях ниже медианы 
[17]. 

У 30% больных в нашем исследовании применение полиоксидония вело к 
развитию иммунного патоморфоза опухолевой ткани. Анализ состава интра-
туморальных лимфоцитов у больных с наличием/отсутствием патоморфоза 
показал преобладание CD4популяции в случаях наличия противоопухолево-
го эффекта препарата.  

В наиболее типичном случае (патоморфоз IV степени) отмечено нараста-
ние уровней CD4 лимфоцитов после применения полиоксидония. По-
видимому, сбрасывать со счетов роль популяции CD4 преждевременно. 
Изучение влияния полиоксидония на интратуморальные лимфоциты CD4 у 
больных раком молочной железы должно быть продолжено. 
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Е.С. Обаревич, В.А. Горбунова, Н.С. Бесова, М.М. Давыдов, Н.Н. Тупицын  
КОСТНЫЙ МОЗГ  
БОЛЬНЫХ ДИССЕМИНИРОВАННЫМ РАКОМ ЖЕЛУДКА. 
(КРАТКОЕ СООБЩЕНИЕ, ПРЕДВАРИТЕЛЬНЫЕ ДАННЫЕ) 
ФГБУ «РОНЦ имени Н.Н. Блохина» 

 
Резюме 
 
По данным международных исследований диссеминированные опухолевые 

клетки (ДОК), выявляемые в костном мозге онкологических больных на 
диагностическом этапе, являются в дальнейшем основным источником 
отдаленных метастазов. Методом проточной цитометрии определяли 
диссеминированные опухолевые клетки в костном мозге больных 
диссеминированным раком желудка, (к ДОК+ случаям относили таковые с 
наличием не менее 1 опухолевой клетки на 10 млн миелокариоцитов).  

ДОК обнаружены у 18 из 27 пациентов. Больные с наличием ДОК в костном 
мозге имели худшие показатели выживаемости без прогрессирования в сравнении 
с лицами, у которых опухолевые клетки в костном мозге отсутствовали (p  0,019; 
2  5,49). Присутствие ДОК в КМ достоверно чаще наблюдается при раке желудка 
с первичной локализацией в области кардиоэзофагеального перехода (0,049). При 
наличии канцероматоза брюшины поражение костного мозга наблюдается 
достоверно реже, чем в случаях отсутствия диссеминации (р  0,049). По 
результатам, представленным в нашем исследовании, можно сделать вывод: 
наличие ДОК в костном мозге у больных раком желудка 4 стадии ассоциировано с 
крайне неблагоприятным прогнозом и высоким риском раннего прогрессирования. 

 
Ключевые слова: диссеминированный рак желудка, костный мозг, 

диссеминированные опухолевые клетки, проточная цитометрия. 
 
E.S. Obarevich, V.A. Gorbunova, M.M. Davydov, N.N. Tupitsyn 
BONE MARROW IN PATIENTS  
WITH DISSEMINATED GASTRIC CANCER 
Federal State Budgetary Scientific Institute “N.N. Blokhin Russian Cancer 
Research Center” 

 
Abstract 
 
Numerous multicenter trials has shown that disseminated tumor cells (DTC) 

diagnosed in bone marrow, are the main source of distant metastases. We studied 
by flow cytometry method presence of DTC in 27 patients with metastatic gastric 
cancer (DTC-positive cases were ones with 1 or more cancer cells per 10 millions 
of myelocaryocytes).  
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BM-DTCs were found in 18 patients. PFS was significantly higher in group 
with no BM-DTC (p  0,019; 2  5,49). DTCs were statistically more frequently 
detected in patients with the localization of primary tumor in cardio-oesophageal 
junction (p  0,049). In patients with peritoneal dissemination of tumor DTCs were 
detected less frequently (p  0,049). In conclusion, preliminary results of our study 
show that BM-DTC is a factor of unfavorable prognosis of IV stage gastric cancer 
patients and associates with high risk of progression. 

 
Key words: bone marrow, disseminated tumor cells, flow cytometry, 

disseminated gastric cancer. 
 
Введение 
 
Рак желудка является одной из нерешенных, наиболее актуальных 

проблем в современной клинической онкологии, сохраняя на протяжении 
нескольких лет третью в мире позицию (8,8%) в структуре смертности от 
злокачественных заболеваний.  

В 2012 г. по данным мировой статистики было диагностировано 952 000 
новых случаев РЖ и 723 000 смертельных исходов от него [1].  

Высокие показатели летальности обусловлены не только низкой 
выявляемостью ранних форм РЖ, но и невозможностью адекватно оценивать 
МРБ после проведенной терапии, прогнозировать дальнейший исход. 

Попыткой к индивидуализации подхода к лечению больных 
диссеминированным раком желудка явилось проведение морфологической и 
иммунологической оценки аспиратов костного мозга на этапе диагностики 
заболевания с целью определения диссеминированных опухолевых клеток. 

 
Материалы и методы 
 
В 11.2013–04.2015г. в РОНЦ им. Н.Н. Блохина инициировано 

исследование по выявлению микрометастазов и/или диссеминированных 
опухолевых клеток в костном мозге больных раком желудка IV стадии. 
Подробные исходные данные по пациентам представлены в табл. 1. 

Оценка ДОК-КМ выполнялась 27 больным раком желудка IV стадии 
перед началом специфического лечения.  

Иммунофенотипическая диагностика осуществлялась на материале, 
полученном при пункции костного мозга (1 000 000).  

Определение микрометастазов проводили методом проточной 
цитометрии с окрашиванием антителами CD45 и EpCam или CD45 и 
цитокератины, как описано ранее [2].  

К ДОК+ случаям относили таковые с наличием не менее 1 опухолевой 
клетки на 10 млн миелокариоцитов. 
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Результаты 
 
Из всей группы пациентов у 18 (66,7%) было обнаружено поражение 

костного мозга, в 33,3% случаев (n  9) ДОК в костном мозге отсутствовали. 
Анализ данных показал, что ДОК в КМ достоверно чаще выявлялись при 

локализации первичной опухоли желудка в области кадиоэзофагеального 
перехода (КЭП). У этих больных ДОК выявляли в 90% случаев (р  0,049). 
Интересно отметить, что ни в одном из двух случаев тотального поражения 
желудка ДОК не выявлены, данные достоверны (р  0,038), несмотря на 
крайнюю малочисленность больных с тотальным поражением желудка. 

Интересно отметить: при наличии канцероматоза брюшины ДОК в 
костном мозге определяли достоверно реже (53 и 90 %, р  0,049). 

Не отмечено связи наличия ДОК с полом, гистологической формой 
опухоли, наличием метастазов в забрюшинных и периферических 
лимфатических узлах, отдаленных метастазов в печени, костях, яичниках. 

Не выявлено достоверной ассоциации наличия ДОК с ответом на 
противоопухолевую терапию: частичная регрессия, стабилизация, 
прогрессирование (табл.). Мы изучили выживаемость без прогрессирования 
(PFS) у больных диссеминированным раком желудка в зависимости от 
наличия диссеминированных опухолевых клеток в костном мозге на этапе 
диагностики. Больные с наличием ДОК имели достоверно более короткую 
выживаемость без прогрессирования (р  0,019 ). Сравнение кривых 
выживаемости представлено на рис. 1. 

При анализе всей группы больных диссеминированным раком желудка 
медиана наблюдения составила 11,1мес. 

Медиана ВБП в группе больных с исходно выявленным поражением 
костного мозга составила 6,5мес., в группе больных с отсутствием 
микрометастазов – 9,2 мес. При сравнении по long-rank тесту различия 
оказались статистически значимыми (р  0,019). 

Наличие метастазов в печени, костях, забрюшинных или периферических 
лимфатических узлах, диссеминации по брюшине, яичниках не влияли на 
ВБП (р  0,05). 

 
Обсуждение 
 
Данные нашего исследования продемонстрировали высокую частоту 

поражения/вовлечения костного мозга при диссеминированном раке желудка 
(67% случаев). 

Согласно полученным результатам, наличие ДОК в костном мозге не 
было напрямую связано с имплантационной и гематогенной диссеминацией 
опухоли.  
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Таблиц а  
Взаимосвязь наличия ДОК у больных раком желудка IV стадии с полом, 
первичной локализацией опухоли в желудке, гистологической формой рака, 
N+, M+, ответом на противоопухолевую терапию. 
 

Характеристика Количество больных Х2 р
абс. (n  27) %

Пол 
Мужчины  12/17 66,7 0,32 0,570 Женщины  6/10 33,3
Локализация опухоли в желудке

КЭП  9/10 90 3,9 0,049  9/17 10

Тело  6/10 60 0,32 0,573  12/17 70,6

Антральный отдел  3/5 60 0,12 0,726  15/22 68,2

Тотальное поражение  0/2 0 4,32 0,038  18/25 72
Гистологическая форма опухоли

Аденокарцинома  14/20 70 0,39 0,535  4/7 57,1

Перстневидноклеточный рак  4/7 57,1 0,39 0,535  14/20 70

Недифференцированный  0/1 0 2,78 0,150  18/26 69,2
Локализация метастатических очагов

Печень  6/9 66,7 0,10 0,920  11/17 64,7

Кости  3/3 100 1,69 0,194  15/24 62,5

Периферические л/у  4/7 57,1 0,39 0,535  14/20 70

Забрюшинные л/у  8/10 80 1,27 0,260  10/17 58,8

Яичники  1/2 50 0,27 0,603  17/25 68

Канцероматоз брюшины  9/17 52,9 3,89 0,049  9/10 90
Эффект

Частичный эффект  5/10 50 1,99 0,159  13/17 76,5

Стабилизация  4/6 66,7 0 1  14/21 66,7

Прогрессирование  6/7 85,7 1,54 0,214 12/20 60
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Рис. Сравнение PFS у больных с ДОК в костном мозге (сплошная линия)/безДОК в 
костном мозге (пунктир). Различия высоко достоверны, р  0,019. 
 

Напротив, у больных с канцероматозом брюшины ДОК выявляли 
достоверно реже. При тотальном поражении желудка ни в одном из 2 случаев 
ДОК-КМ не были обнаружены. Таким образов, местная распространенность 
рака желудка и гематогенная диссеминация опухолевых клеток – показатели, 
не взаимосвязанные между собой. Более того, они могут находиться в 
реципрокных взаимоотношениях. 

Время до прогрессирования оказалось достоверно короче в группе больных 
с ДОК в костном мозге. Соответственно, вероятность успешного лечения рака 
желудка достоверно выше у больных с отсутствием специфического 
поражения костного мозга. Для оценки прогноза заболевания, перспектив 
лечения данный фактор является одним из определяющих. Иными словами, 
даже наличие отдаленных метастазов не является столь грозным препятствием 
в борьбе за жизнь больного диссеминированным раком желудка как 
специфическое поражение костного мозга. 

Полученные нами данные хорошо соотносятся с современными 
представлениями о роли костного мозга в опухолевой прогрессии.  
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В костном мозге опухолевые клетки могут присутствовать в латентном 
состоянии в течение длительного времени, а затем давать начало отдаленным 
гематогенным метастазам. Помимо этого фактора, необходимо 
акцентировать внимание на том, что метастазирование происходит не 
однонаправленно – от первичной опухоли к отдаленным органам, но и, 
наоборот, от метастазов в первичную опухоль. Этот процесс, открытый в 
самое последнее время и детально разбиравшийся на 9 Международной 
конференции «Иммунология гемопоэза» в докладе директора института 
биологии рака в Гамбурге Клауса Пантеля, представляет собой одно из 
наиболее фундаментальных, присущих только опухолевым клеткам 
феноменов. Малигнизированные клетки, повторно попадая в первичную 
опухоль из отдаленных метастазов, во-первых, стимулируют её бурный рост, 
а во-вторых, приобретают новые свойства полиорганного метастазирования 
[3]. В наблюдаемой нами когорте больных наличие опухолевой 
диссеминации в костном мозге наблюдалось на фоне существующей 
неоперабельной первичной опухоли желудка. И создавались идеальные 
условия для повторного обсеменения первичной опухоли метастатическими 
клетками, что, как известно, сопровождается бурным ростом первичной 
опухоли и возникновением новых очагов отдаленного метастазирования [4]. 
Следовательно, при отсутствии эффективной лекарственной терапии рака 
желудка, единственным способом предотвращения быстрого 
прогрессирования этой опухоли является совершенствование хирургической 
тактики, направленной на максимальную эрадикацию первичной опухоли, в 
том числе – и ее отсевов по брюшине. В этих случаях присутствующие в 
костном мозге диссеминированные опухолевые клетки не столь грозны. На 
примере радикально удаляемых опухолей (РМЖ доказано: ДОК в костном 
мозге могут персистировать в течение многих лет и десятилетий. Разумеется, 
сам факт их наличия является фактором неблагоприятного прогноза [5]. 

Нельзя не учитывать и взаимосвязь первичной локализации опухоли в 
желудке с частотой поражения костного мозга. При раке области 
кардиоэзофагеального перехода частота обнаружения ДОК достигала 90%, что 
достоверно выше, чем при любой другой локализации в органе. При большой 
распространенности опухоли, отсутствии её чувствительности к химиотерапии, 
надеяться на хирургический этап лечения возможно далеко не во всех случаях. 
И здесь опять на помощь приходит фундаментальная наука. Дело в том, что 
метастазирование опухолевых клеток в первичную опухоль – активный 
процесс, управляемый ИЛ-6. Учитывая немногочисленные данные 
международных исследований, предполагаем: вторичное обсеменение опухоли 
реально предотвратить, используя антитела к ИЛ-6 или его рецептору gp80. В 
настоящее время уже разработаны лечебные антитела (силтуксимаб, 
тоцилизумаб), позволяющие блокировать как растворимый ИЛ-6, так и 
взаимодействие цитокина со специфическим рецептором gp80 [6]. 
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Диссеминированные раковые клетки во много имеют свойства стволовых 
раковых клеток. Они более резистентны к химиолучевой терапии, чем 
первичная опухоль. В настоящее время стратегически важным является 
создание новых классов лечебных препаратов, направленных на уничтожение 
диссеминированных опухолевых клеток в костном мозге. 

Завершая сказанное, отметим: исследование костного мозга у больных 
диссеминированным раком желудка должно быть более широко 
использовано как полезный и информативный метод выбора лечебной 
тактики и оценки прогноза. 
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И.В. Буравцова, М.Н. Костюкова, Н.Н. Калитин, А.К. Голенков,  
Н.Н. Тупицын, А.Ф. Карамышева  
ЭКСПРЕССИЯ МАРКЕРА ПЛАЗМАТИЧЕСКИХ КЛЕТОК CD138  
И РЕЦЕПТОРА ФАКТОРОВ РОСТА ЭНДОТЕЛИЯ СОСУДОВ VEGFR3  
У БОЛЬНЫХ МНОЖЕСТВЕННОЙ МИЕЛОМОЙ:  
КОРРЕЛЯЦИЯ С ПРОГНОЗОМ 

 
Множественная миелома (ММ) характеризуется клональной пролиферацией 

плазматических клеток в костном мозге. Плазматические клетки экспрессируют 
факторы роста эндотелия сосудов VEGF и их рецепторы VEGFR, в связи с чем эти 
сигнальные системы могут не только участвовать в развитии неоангиогенеза при 
ММ, но и стимулировать размножение самих плазматических клеток по 
аутокринному механизму. 

В аспиратах костного мозга 33 больных ММ была исследована экспрессия 
мРНК факторов роста эндотелия сосудов VEGF-A, VEGF-C, VEGF-D и их 
рецепторов VEGFR1, VEGFR2 и VEGFR3 до и после проведенного лечения. 
Экспрессия мРНК факторов роста VEGF и их рецепторов была сопоставлена с 
такими клиническими характеристиками как выживаемость и плазмоцитоз. 

При сравнении выживаемости в группах больных, различающихся по 
коэкспрессии VEGF-A/VEGFR1 и VEGF-C,VEGF-D/VEGFR3 оказалось, что 
наименьшей была выживаемость в группе больных с отсутствием коэкспрессии 
мРНК VEGF-C,VEGF-D/ VEGFR3. В группе больных, у которых после лечения 
экспрессия мРНК VEGFR3 повысилась, выживаемость была лучше, чем в группах 
больных, у которых экспрессия мРНК этого рецептора осталась неизменной или 
понизилась. Самой низкой была выживаемость в группе больных, где экспрессия 
мРНК VEGFR3 снизилась. Эти данные указывали на то, что отсутствие экспрессии 
рецептора VEGFR3 в плазматических клетках может служить негативным 
признаком развития заболевания. 

Для более детальной характеристики плазматических клеток, различающихся 
по экспрессии VEGFR3, экспрессия этого рецептора была исследована у 23 
больных ММ с помощью проточной цитометрии. У большинства исследованных 
больных (16/23) доля экспрессирующих VEGFR3 плазматических клеток 
составляла 9399%. Анализ данных проточной цитометрии показал, что 
популяция плазматических клеток больных ММ в 21 случае из 23 исследованных 
состоит из 2-х фракций: CD38/CD138 и CD38/CD138. Популяция клеток 
CD38/CD138 во всех исследованных случаях не отличалась от популяции 
клеток CD38/CD138 ни по одному из других используемых маркеров (CD19, 
CD45, CD56), но была отрицательной по экспрессии VEGFR3. 

Таким образом, в большинстве плазматических клеток больных ММ 
наблюдается высокий уровень экспрессии VEGFR3, при этом экспрессия VEGFR3 
отсутствует в СD138 популяции плазматических клеток. Выживаемость больных 
ММ с отсутствием экспрессии VEGFR3 снижена, что указывает на необходимость 
учета популяции клеток СD138 при характеристике больных ММ и дает 
возможность сделать предположение о том, что VEGFR3 может служить одним из 
прогностических факторов при множественной миеломе. 
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