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ОТ РЕДАКТОРА 
 
Главная цель лечения онкологического больного – полное излечение. Отра-

жением полноты излечения является количество опухолевых клеток, остающих-
ся в организме больного после программного химиотерапевтического лечения 
или лечения с применением современных таргетных, иммунологических препа-
ратов. Чем меньше в организме раковых клеток, тем эффективнее проведенное 
лечение и тем лучше прогноз с перспективой существенного продления жизни 
или полного излечения. Вот почему важно не только правильное назначение со-
временных дорогостоящих препаратов, но и оценка эффективности их действия 
на основе молекулярной ремиссии. Такова позиция директора Российского он-
кологического научного центра имени Н.Н. Блохина, президента Российской 
академии медицинских наук академика М.И. Давыдова. 

На 7-й конференции «Иммунология гемопоэза» иммунологические молеку-
лярные ремиссии рассматривали представители 5 стран, 15 городов России, 15 
институтов и клиник Москвы, 5 институтов и клиник Санкт-Петербурга. Про-
грамма конференции (опубликована в конце журнала) включала доклады россий-
ских ученых и 7 докладов крупнейших специалистов из США и Англии. Как пред-
седатель конференции и главный редактор журнала хочу выразить благодарность 
всем участникам за плодотворное проведение конференции. Тональность конфе-
ренции задала член-корреспондент Российской академии медицинских наук, про-
ректор по науке Российской медицинской академии последипломного образова-
ния, профессор И.В. Поддубная программной лекцией «Молекулярно-иммуно-
логическая оценка эффективности  терапии – приоритетная задача онкогематоло-
гии». Почетный председатель конференции профессор G. Janossy (Лондон) под-
черкнул, что в основе определения минимальной остаточной болезни лежат фун-
даментальные научные разработки. Плодотворную дискуссию по этому поводу 
провел заместитель директора Гематологического научного центра член-
корреспондент РАМН профессор В.Г. Савченко. Три доклада по зрелоклеточным 
лимфомам (один из них опубликован в этом журнале) сделал A. Rawstron (Анг-
лия). Исчерпывающую информацию по выявлению и клинической значимости 
минимальной остаточной болезни при остром лимфобластном лейкозе у детей 
представил профессор M. Borowitz (США). Молекулярно-иммунологическая 
оценка остаточной болезни может быть положена в основу риск-стратификации 
при ОМЛ у детей (интернет-лекция M. Loken, США). Высочайший международ-
ный уровень 6-9-цветной цитометрической диагности продемонстрировал моло-
дой ученый из Екатеринбурга А.М. Попов.  

По общему мнению, конференция была очень полезной. И, конечно же, ее ус-
пешное проведение было бы невозможным без постоянного содействия директора 
Центра академика М.И. Давыдова. Накануне конференции Михаил Иванович вы-
сказал очень ценную мысль: «Молекулярный контроль эффективности лечения 
онкологического больного может быть только иммунологическим». Рассматрива-
ем это как стратегическую установку к действию на последующие годы. 

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

Н.Н. Тупицын 
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FROM THE EDITOR 
 
Complete cure is the primary objective of cancer patient treatment. Amount of 

residual tumor cells in the patient’s body after chemotherapy or more recent target 
immunology therapies is a reflection of response completeness. The less tumor 
cells in the body, the more effective is the treatment and the better is the prognosis 
with a considerably longer survival or complete cure. That is why of much impor-
tance are both correct choice of expensive therapies and assessment of response 
basing on molecular remission. This is a standpoint shared by M.I. Davydov, Di-
rector of the N.N. Blokhin Russian Cancer Research Center, President of the Rus-
sian Academy of Medical Sciences. 

Immunologic molecular remission was in the focus of the 7th Haemopoiesis 
Immunology Conference attended by medical professionals from 5 countries, 15 
Russian cities, 15 Moscow institutions and clinics, 5 St. Peterburg Institutions and 
clinics. The Conference programme (see the end of this issue) included presenta-
tions by Russian scientists and 7 reports by leading experts from the USA and UK. 
As the Chairman of the Conference and the Editor-in-Chief of the Journal I should 
like to thank all the participants for the fruitful conduct of the conference. Profes-
sor I.V. Poddubnaya, Deputy Rector of the Russian Medical Academy of Post-
graduate Education and Associate Member of the Russian Academy of Medical 
Sciences, keynoted the conference with her programme presentation ‘Molecular 
immunologic assessment of response to therapy is a top priority objective of cancer 
haematology’. Professor G. Janossy (London), the Conference Honourable Chair-
man, emphasized the importance of fundamental research as the basis for residual 
disease monitoring. This issue gave rise to a fruitful discussion conducted by 
V.G. Savchenko, Deputy Director of the Haematology Research Center, Associate 
Member of the Russian Academy of Medical Sciences. A. Rawstron (UK) made 
three presentations on mature cell lymphomas (one of them may be found in this 
issue). Professor M. Borowitz (USA) provided full information concerning detec-
tion and clinical significance of minimal residual disease in children with acute 
lymphoblastic leukemia. Molecular immunologic assessment of residual disease 
may make a basis for risk-stratification in childhood AML (Internet lecture by 
M. Loken, USA). A. M. Popov, a young scientist from Yekaterinburg demon-
strated the highest international level of 6-9-colour cytometric diagnosis. 

The common opinion was that the Conference was a success. Of course, it 
could not be successfully conducted without the continuous assistance by 
M.I. Davydov, Director of the center. On the eve of the Conference Mikhail Ivano-
vich expressed a valuable thought that molecular monitoring of response to cancer 
treatment may be immunologic only. We consider this statement a strategic guide 
to action for the next years. 

 
 
 
 
Honored Scientist of Russia 
Editor-in-Chief Haemopoiesis Immunology journal  

N.N. Tupitsyn 
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 
 
АГ – антиген, 
Ауто-, алло-ТКМ – аутологичная или аллогенная трансплантация клеток 
костного мозга или мобилизованных стволовых клеток периферической крови, 
БСВ – бессобытийная выживаемость 
β-ХЛЛ – В-клеточный хронический лимфолейкоз, 
ИГ – иммуноглобулин,  
ИФА – иммуноферментный анализ,  
ИФТ – иммунофенотипирование,  
ЛДГ – лактатдегидрогеназа,  
МК – моноклональный компонент,  
МКА – моноклональные антитела, 
ММ – множественная миелома,  
МНК – мононуклеарные клетки, 
МОБ – минимальная остаточная болезнь,  
МРБ – минимальная резидуальная болезнь, 
НХЛ – неходжкинская лимфома 
РБ – резидуальная болезнь, 
РМЖ – рак молочный железы 
КМ – костный мозг 
РИФ – реакция иммунофлуоресценции, 
ОЛЛ – острый лимфобластный лейкоз, 
ПК – плазматические клетки,  
ПР – полная ремиссия 
ПЦ – проточная цитометрия, 
ПЦР – полимеразная цепная реакция, 
СОЭ – скорость оседания эритроцитов,  
СРБ – С-реактивный белок. 
ТПЛ – тумор-пенетрирующие лимфоциты 
ЧР – частичная ремиссия 
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ABBREVIATIONS 
 
Ag, antigen. 
ALL, acute lymphoblastic leukemia. 
Auto-/allo-BMT, autologous or allogeneic transplantation of bone marrow cells or 
mobilized peripheral stem cells. 
B-CLL, B-cell lymphocytic leukemia. 
BSA, bovine serum albumin. 
BC, breast cancer 
CD (claster of differentiation) – кластер лейкоцитарных дифференцировочных антигенов. 
CRP, C-reactive protein. 
EIA, enzyme immunoassay. 
ESR, erythrocyte sedimentation rate. 
FC, flow cytometry. 
FISH, fluorescent hybridization in situ (флюоресцентная гибридизация in situ). 
IG, immunoglobulin. 
IFR, immunofluorescence reaction. 
IPT, immunophenotyping. 
LDH, lactate dehydrogenase. 
MC, monoclonal component. 
Mab, monoclonal antibodies. 
major histocompatibility complex (MHC) 
MNC, mononuclear cells. 
MRD, minimal residual disease. 
NHL, Non-Hodgkin’s lymphomas  
PNAS (Proceedings of National Academy of Sciences of the USA) 
RD, residual disease. 
PBS, phosphate buffered saline. 
PC, plasma cells. 
PCR, polymerase chain reaction. 
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Майкл Дж. Боровиц 
ВЫЯВЛЕНИЕ МИНИМАЛЬНОЙ ОСТАТОЧНОЙ БОЛЕЗНИ  
У ДЕТЕЙ С ОСТРЫМ ЛИМФОБЛАСТНЫМ ЛЕЙКОЗОМ 
Проф. патологии и онкологии, Медицинские институты Джонса Хопкинса, 
Балтимор, США 
 

Резюме 
 
Несмотря на улучшение результатов лечения детей, страдающих острым 

лимфобластным лейкозом, во многих случаях болезнь рецидивирует. Извест-
но множество биологических факторов, указывающих на повышенную веро-
ятность рецидива [17]. Давно установлено, что большое значение имеет эф-
фект первой линии терапии [8; 9]. Позднее стало известно, что одним из са-
мых сильных факторов прогноза является наличие небольшого числа лейкоз-
ных клеток, сохранившихся после терапии [1018]. 

Обычно МОБ при ОЛЛ выявляют одним из двух методов: молекулярным 
методом с использованием ПЦР или методом проточной цитометрии. В ос-
нове использования ПЦР лежит тот факт, что клетки практически во всех 
случаях ОЛЛ имеют уникальные клональные реаранжировки, которые можно 
особым способом амплифицировать и определить даже когда они присутст-
вуют в очень малом количестве [1923]. Однако для получения клинически 
значимой чувствительности метода необходимо создать клоноспецифические 
реагенты для амплификации и детектирования уникальных клональных по-
следовательностей. Применение проточной цитометрии основано на том, что 
лейкозные клетки имеют уникальные фенотипические характеристики («фе-
нотипическая подпись»), которые отличают их от нормальных клеток; эти 
характеристики можно выявить при помощи правильно разработанных мето-
дов многопараметрического анализа [2427]. Каждый из этих методов имеет 
свои преимущества и недостатки. 

Метод ПЦР стандартизирован и отличается высокой воспроизводимостью 
[20; 23; 28; 29]. Его чувствительность выше, чем у проточной цитометрии: 
обычно ПЦР распознает 1 клональную клетку из 105 нормальных клеток [20; 
21; 30; 31]. Тогда как чувствительность проточной цитометрии составляет 
всего 1/104 [12; 24; 25; 27; 32; 33], и этот метод значительно менее стандарти-
зирован [34; 35], поэтому интерпретация результатов в большой степени за-
висит от умения и опыта сотрудников лаборатории, выполняющих анализ.  

Однако молекулярные методы имеют тот недостаток, что анализ относи-
тельно дорог и занимает много времени; необходимо иметь образец, полу-
ченный до лечения, секвенировать клональные реаранжировки, получить 
аллель-специфические олигонуклеотиды, необходимые для амплификации 
опухолеспецифической последовательности.  
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В связи с этим трудно определить МОБ на очень ранних этапах терапии, 
т.к. для синтеза и валидации зондов требуется время. Однако, как только эта 
задача решена, дополнительные затраты на анализ образцов в разных вре-
менных точках окажутся очень низкими. С другой стороны, проточную ци-
тометрию можно провести быстро: результаты обычно готовы в день полу-
чения образца, и терапию можно скорректировать на ранних этапах по дан-
ным анализа МОБ. Кроме того, хотя это нежелательно, можно проводить 
анализ МОБ методом проточной цитометрии, даже не имея специфических 
диагностических особенностей лейкозных клеток, поскольку многие феноти-
пические аберрации можно быстро распознать, даже не зная определенно, 
что нужно искать. Для обеих методик существует опасность изменения уни-
кальных фенотипических особенностей лейкозных клеток с течением време-
ни. В случае ПЦР эффект клональной эволюции можно смягчить за счет по-
иска нескольких маркеров [21; 22; 36]; при использовании проточной цито-
метрии необходимо построить анализ так, чтобы искать любые аномальные 
популяции, а не только ту единственную популяцию, имеющую фенотип, 
идентичный выявленному при постановке диагноза [24; 25; 37; 38].  

В данной статье обсуждаются возможности применения проточной цито-
метрии на примере нашего опыта исследований МОБ у детей с ОЛЛ, который 
мы проводили в Children oncology group. 

 
Технические вопросы 
 
Для анализа МОБ предпочтительным типом образцов является костный 

мозг. При Т-ОЛЛ анализ крови и костного мозга дает приблизительно одина-
ковые результаты, однако при В-ОЛЛ ситуация иная, и очень важно при этой 
патологии иметь для анализа образец костного мозга [39]. Потенциальной 
проблемой является разбавление костного мозга кровью при заборе большого 
количества костного мозга, поэтому объем аспирата не должен быть боль-
шим. В литературе предлагается использовать образцы, выделенные на фи-
колле, или лизированный цельный костный мозг, хотя последний способ за-
нимает меньше времени. Очень важно при исследовании МОБ получить дос-
таточное количество клеток для достижения чувствительности хотя бы 1/104 
(0,01%). Обычно мы имели 500000750000 событий, что обеспечивало суще-
ственный запас для достижения указанной чувствительности на тот случай, 
если вместе с клетками попадали клеточные обломки (дебрис). Как правило, 
мы детектировали аномальные популяции из 1020 событий, таким образом 
на практике мы получали чувствительность значительно выше 0,01%; тем не 
менее регистрировали как положительные только популяции  0,01%.  

Также большое значение имеет выбор информативных комбинаций анти-
тел и техники соответствующего многопараметрического анализа.  
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В наших первых исследованиях при В-линейных ОЛЛ по линии COG мы 
использовали в большинстве случаев 4-цветную проточную цитометрию с 
двумя пробирками, обеспечивающими диагностическую информацию [27]. 
Использовали следующие комбинации:  

CD20-FITC/CD10-PE/CD45-PerCP/CD19-APC;  
CD34-FITC/CD9-PE/CD45-PerCP/CD19-APC.  
В некоторых случаях использовали дополнительные информативные мар-

керы CD58, CD38 и TdT. Позднее COG включила дополнительные маркеры 
для 6-цветной проточной цитометрии, что повысило специфичность выявле-
ния аномальных популяций. Эти комбинации включают:  
CD20-FITC/CD10-PE/CD38-PerCPCy5.5/CD58-APC/CD19-PECy7/CD45 APCH7; 
CD9-FITC/CD13+33-PE/CD34-PerCPCy5.5/CD10-APC/CD19-PECy7/CD45-APCH7.  

Оптимальной стратегией анализа является использование последователь-
ности многопараметрических гейтов. Сначала используют гейт CD19/SSC, од-
нако результат впоследствии необходимо уточнить, привлекая дополнитель-
ные маркеры, такие как CD45 или CD10. В некоторых случаях маркеры позво-
ляют исключить ненужные популяции. Например, если сначала использовать 
широкий гейт CD19, миелобласты, попавшие в этот гейт, будут иметь слабое 
окрашивание по CD19 и положительную реакцию по CD34 и яркое окрашива-
ние по CD13 и CD33 и могут быть исключены в последующих гейтах. Приме-
ры графиков проточной цитометрии с популяциями МОБ представлены ниже. 

Анализировать Т-ОЛЛ труднее, чем В-ОЛЛ, и, несмотря на рекомендации 
для стандартных панелей [26], в нашей лаборатории 4– и 6–цветные комбина-
ции стандартизованы в меньшей степени. Большинство Т-ОЛЛ экспрессируют 
маркеры незрелости CD99 [40], TdT или в некоторых случаях CD34. В отличие 
от В-ОЛЛ, незрелые Т-клетки никогда не присутствуют в костном мозге [41]. 
Однако, как обсуждается ниже, применение стероидов в лечении детей с ОЛЛ 
часто приводит к созреванию лейкозных бластов, поэтому МОБ может иметь 
более зрелый фенотип, чем при постановке диагноза [38]. В результате, у боль-
ных Т-ОЛЛ эти полезные маркеры утрачиваются, поэтому даже при том, что 
они обладают относительной опухолеспецифичностью, использовать их для 
выявления МОБ не всегда целесообразно. Однако большинство Т-ОЛЛ либо не 
экспрессируют поверхностный CD3 (sCD3) вообще, либо экспрессия этого 
антигена очень слабая, поэтому для идентификации аномальных популяций 
его объединяют с другими маркерами Т-ОЛЛ, например, CD5 и особенно с 
цитоплазматическим CD3 (cCD3); в других случаях наблюдается аномальная 
экспрессия CD5 [42], и тогда он также может служить маркером МОБ. 

Необходимо с осторожностью подходить к количественному анализу 
МОБ. Несмотря на то, что достаточно просто идентифицировать и подсчи-
тать события, отвечающие критериям аномальности, используя многопара-
метрический гейтинг, существует проблема, которая намного серьезнее, чем 
представляется на первый взгляд: что использовать в качестве знаменателя?  
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В наших исследованиях, несмотря на использование лизиса цельного кост-
ного мозга, результаты регистрировали как процент от числа мононуклеарных 
клеток, которое определяли на графике CD45/SSC, исключающем клетки, по-
павшие в миелоидное окно. Этот способ представления имеет преимущество 
лучшей сходимости с молекулярными методами, в которых применяют только 
обработанные фиколлом клетки (а также с другими исследованиями методом 
проточной цитометрии, в которых используют фиколл), и меньше подвержен 
проблемам, связанным с потерей гранулоцитов в образцах, направляемых в 
нашу лабораторию. На ранних этапах терапии в образце обычно мало восста-
новленных гранулоцитов, и значения с использованием всех клеток по сравне-
нию с мононуклеарами не слишком различаются; однако на более поздних 
этапах лечения большое число гранулоцитов может потребовать существенной 
коррекции результатов, полученных нашим методом. 

Еще одна проблема состоит в том, чтобы исключить события, представ-
ляющие дебрис; для этого мы используем ДНК-связывающий краситель. По-
скольку нам не удалось найти удовлетворительный краситель, который бы 
работал с нашими 6-цветными комбинациями, мы использовали третью про-
бирку, содержащую SYTO16, который светится в FL1 и впервые применялся 
Dworzak [18]. Эта пробирка также содержит CD19, поэтому мы могли выра-
жать CD19-положительные клетки в виде процента от ядросодержащих кле-
ток, тогда наши результаты анализа МОБ выражались как процент CD19-
положительных клеток и затем мы подсчитывали общий процент МОБ. Мы 
также добавляли в пробирку CD45, CD3 и CD71, чтобы определить число Т-
клеток и ядросодержащих красных клеток, т.к. эти два параметра дают неко-
торое представление о гемодилюции и, следовательно, качестве образца. 

 
Интерпретация результатов проточной цитометрии  
для анализа МОБ в образцах костного мозга 
 
Прежде чем проводить анализ МОБ, важно получить хорошие рабочие зна-

ния о фенотипической картине в нормальном и регенерирующем костном мозге. 
В последнем наблюдается повышение численности В-клеточных предшествен-
ников (гематогонов), однако картина экспрессии антигенов достаточно сходная. 
Можно идентифицировать различные стадии развития В-клеток, и хотя во всех 
случаях созревание костного мозга происходит одинаково, пропорции клеток на 
разных стадиях развития могут в разных случаях быть различными. На рис. 1 и 2 
показаны 2 случая В-ОЛЛ (синий или зеленый цвет), которые наложены на кар-
тину нормального КМ. Видно, что фенотипически эти два случая, как на самом 
деле большинство ОЛЛ, существенно отличаются от нормальных предшествен-
ников в некоторых, хотя необязательно во всех, двухпараметрических проекци-
ях. На рис. 1 экспрессия CD20 в случае лейкоза демонстрирует тот же широкий 
спектр экспрессии, который характеризует нормальную популяцию.  
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Однако, CD10 гиперэкспрессирован по отношению к CD20. CD45 в дан-
ном примере дает относительно яркое окрашивание, следовательно, это не 
очень полезный маркер для дифференциации нормы и аномалии. В этом случае 
оптимальным для различения нормы и аномалии будет использование CD38 в 
комбинации с CD10, а еще лучше с CD58, потому что CD58 относительно ги-
перэкспрессирован, а CD38 гипоэкспрессирован по сравнению с нормой. 

На рис. 2 график CD45/CD10 позволяет эффективно различить норму и 
аномалию; это типично для большинства случаев ОЛЛ. В этом случае также 
наблюдается гиперэкспрессия CD10. Кроме того, здесь относительно гомо-
генно экспрессированы CD34 и CD9. Этим данный случай отличается от 
нормы, когда эти два маркера обычно демонстрируют вариабельность экс-
прессии, поэтому присутствие на графике CD34/CD9 сложной картины ука-
зывает на норму. 

Для анализа МОБ важно иметь представление о нормальной дифференци-
ровке, также полезно знать исходный фенотип. На рис. 3 представлен пример 
МОБ в случае В-ОЛЛ. Сначала использовали гейт CD19/SSC, затем для уточне-
ния результата – гейт CD19/CD45, на графике присутствуют только В-клетки. В 
этом случае присутствует небольшое количество МОБ (около 0,6%) (показаны 
синим цветом). Нормальные зрелые В-клетки показаны зеленым цветом, а фено-
тип лейкоза до лечения – оранжевым цветом. В данном случае фенотип МОБ 
явно аномальный (сравните с нормальными клетками на рис. 1) и очень похож на 
исходный фенотип. 

Однако, во многих случаях, когда для лечения используют стероиды, про-
исходит созревание лейкозных бластов, поэтому МОБ имеет фенотип, суще-
ственно отличающийся от исходного (до лечения). Это проявляется особенно 
четко в конце индукционной терапии. Такой случай представлен на рис. 4. 
Наблюдается значительное созревание клеток МОБ (синий цвет) с приобре-
тением CD45 и CD20, что дает картину, более похожую на нормальные гема-
тогоны. К счастью, использование других маркеров позволяет распознать 
МОБ. Экспрессия CD58 и CD38 не меняется существенно по сравнению с 
результатом до лечения и явно отличается от нормы, в то же время CD34 де-
монстрирует лишь незначительное снижение интенсивности, и сохраняется 
аберрантная экспрессия миелоидных антигенов, которая наблюдалась при 
постановке диагноза. 

На рис. 4 показан пример МОБ при Т-ОЛЛ. Для гейтирования использован 
антиген CD7. Нормальные Т-клетки и ЕК-клетки (CD3-отрицательные, CD7-
положительные) показаны зеленым цветом, клетки МОБ – синим. В этом слу-
чае лейкозные бласты несколько слабее окрашены по CD45 и несколько ярче 
по CD7 по сравнению с нормальными клетками, что наблюдается не во всех 
случаях. Однако, CD3 типично гипоэкспрессирован в большинстве случаев Т-
ОЛЛ, поэтому МОБ можно легко распознать по графику CD5/CD3, или осо-
бенно по графику цитоплазматический CD3/поверхностный CD3.  
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В этих областях могут присутствовать некоторые ЕК-клетки, однако для 
повышения чувствительности детектирования МОБ, полезно добавить мар-
керы ЕК, в том числе CD56 и CD16, т.к. они редко присутствуют при Т-ОЛЛ 
и могут использоваться для исключения небольшого числа ЕК-клеток при 
многопараметрическом гейтинге. И, наконец, в данном случае сохраняется 
гиперэкспресия CD99, что делает идентификацию МОБ относительно про-
стой. Однако, как указано выше, может наблюдаться созревание клеток МОБ 
с потерей CD99, поэтому отсутствие CD99 не исключает наличие МОБ. 

 
Клиническое значение выявления МОБ 
 
Установлено, что МОБ является сильным фактором прогноза рецидива 

заболевания [10; 12; 13; 1618; 31; 4351]. В наших исследованиях исход за-
болевания у больных В-ОЛЛ был статистически значимо менее благоприят-
ным, при наличии МОБ в конце индукции, а в случаях с более высокими 
уровнями МОБ результат был хуже, чем у больных с низкими уровнями. В 
частности, из наблюдавшихся у нас приблизительно 2000 больных [13]  

5-летняя выживаемость без событий составила 881% при МОБ  0,01%, 
595% при МОБ от 0,01% до 0,1%, 496% при МОБ от 0,1% до 1% и 308% 
при МОБ  1% (p  0,001). Этот фактор сохранял свою прогностическую зна-
чимость при анализе эффекта лечения в группах низкого и высокого риска, а 
также у больных с благоприятными прогностическими характеристиками. 
Интересно отметить, что не все больных, у которых выявлялось МОБ, имели 
ранний рецидив: МОБ в конце индукции имел одинаковую предсказательную 
ценность как для раннего, так и для более позднего ( 3 лет) рецидивов. Од-
нако МОБ, обнаруженное в костном мозге, предсказывает рецидив в костном 
мозге, но не в ЦНС. При проведении многофакторного анализа с включением 
таких факторов, как группа риска NCI, наличие благоприятных цитогенети-
ческих характеристик, наличие эффекта лечения по данным морфологическо-
го анализа костного мозга, МОБ оказалось наиболее мощным прогностиче-
ским фактором с отношением рисков 4,3. Эти результаты согласуются с ре-
зультатами других исследований, включающих анализ МОБ в конце индук-
ционной терапии методом проточной цитометрии [10; 17; 18; 44; 52] или мо-
лекулярными методами [11; 16; 31; 43; 45; 48]. 

 
Когда измерять МОБ? 
 
Установлено, что МОБ сохраняет прогностическую значимость при ОЛЛ 

практически в любое время, даже на поздних этапах терапии [46], хотя в об-
щем случае более информативным является анализ на ранних сроках лече-
ния. Для этого существуют две причины.  
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Во-первых, чем больше срок терапии, тем меньше процент больных с 
МОБ, поэтому можно упустить случаи с большой вероятностью рецидива.  

Во-вторых, лечение наиболее эффективно при интенсификации терапии на от-
носительно ранних этапах [53]. Пороговый уровень для прогностической значимости 
может быть различным на разных этапах терапии. Группа BFM, использующая мо-
лекулярные методы выявления МОБ, разделяет больных детей на три группы риска 
по данным анализа МОБ на 33 и 78 дни терапии: больных с МОБ ниже 10–4 (отрица-
тельный результат) на 33 день относят к группе стандартного риска, при уровне вы-
ше 10–3 на 78 день больные относятся к группе высокого риска, все другие случаи 
соответствуют промежуточной группе риска [16]. Следует отметить, что в разных 
временных точках пороги положительного результата анализа МОБ различаются. В 
нашем исследовании больные с МОБ выше 0,1% на 29 день относятся к группе вы-
сокого риска и им назначают интенсивную терапию, при уровне МОБ выше 1% на 
43 день риск определяется как очень высокий и стандартную терапию отменяют; 
аналогичную стратегию используют при анализе на 42 день в Hopital st. Judes, где 
применяют проточную цитометрию [54]. В последнее время в лабораториях, приме-
няющих проточную цитометрию для мониторинга МОБ, благодаря простоте метода 
стали проводить анализ на еще более ранних этапах лечения. Анализ КМ проводили 
на 15 или 19 дни терапии [10; 44], а в нашем исследовании анализировали кровь на 8 
день. В связи с тем, что у больных с МОБ наблюдается тенденция к более высоким 
уровням в начале терапии, и в это время регенерация В-клеток не представляет 
большую проблему, относительно более низкая чувствительность проточной ци-
тометрии по сравнению с молекулярными методами не является существенным 
препятствием, и таким образом, в этой ситуации вполне эффективны более «пря-
молинейные» аналитические подходы [5557]. В отличие от анализов на более 
поздних этапах терапии, перспектива для больных с низкими уровнями МОБ в 
этот период не представляется неблагоприятной и основной задачей анализа МОБ 
является выявление больных с хорошим эффектом. В исследовании группы BMF в 
категории больных с МОБ  0,1% на 15 день рецидив отмечен в 7,5% случаев [10], 
в исследовании Hopital St. Judes в категории МОБ  0,01% на 19 день рецидив от-
мечен у 4,8% больных [44]; в исследованиях COG среди больных с МОБ  0,01% 
на 8 день рецидив развился у 10%, однако если проанализировать только подгруп-
пу стандартного риска с благоприятными генетическими показателями, уровень 
рецидивирования снижается до 3% [13] . Для больных с очень высокими уровнями 
МОБ на ранних этапах терапии вероятность рецидива также высока, однако [10; 
13] при том что, скорее всего, у этих больных уровни МОБ будут высокими и в 
более поздние периоды лечения, по данным нашего исследования в подгруппе 
больных с МОБ в крови выше 1% на 8 день, но ниже 0,01 % в КМ на 29 день 5-
летняя БСВ составила всего 794 % по сравнению с 901 % (p  0,001) в подгруппе 
больных с отрицательным результатом анализа КМ в конце индукции и МОБ ме-
нее 1% по данным анализа крови на 8 день. 
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В будущих исследованиях для определения групп риска по уровню МОБ 
мы планируем использовать данные анализа крови на 8 день и костного мозга 
на 29 день, вместе со стандартным возрастом и уровнем лейкоцитов, а также 
цитогенетическими данными. Больные с хорошими цитогенетическими дан-
ными, благоприятным возрастом и хорошим уровнем лейкоцитов, у которых 
не выявлено МОБ на 8 и 29 дни, будут относиться к группе низкого риска, и 
получат минимальную терапию; в то же время больные с уровнем МОБ выше 
0,01% на 29 день войдут в группу очень высокого риска. Остальных больных 
разделят на две группы разного риска в зависимости от возраста, уровня лей-
коцитов, цитогенетических характеристик и уровнем МОБ на 8 день. Таким 
образом, интенсивная терапия будет назначаться только тем больным, которые 
больше всего в ней нуждаются, а дети с высокой вероятностью выздоровления 
не будут получать лечение, более токсичное, чем им необходимо. 

 
Выводы 
 
Определение МОБ при ОЛЛ имеет клиническое значение и достаточно 

просто выполняется методом проточной цитометрии. Однако для корректной 
интерпретации результатов требуется хорошее знание фенотипических 
свойств нормальных клеток, а также изменений фенотипа лейкозных клеток, 
которые могут наблюдаться после терапии. Тем не менее, если эти условия 
соблюдены, использование относительно простой панели антител и относи-
тельно «прямолинейных» методов анализа позволяет получить очень важную 
информацию для лечения больных. 

 
Выражаю большую признательность моим сотрудникам по Детской он-

кологической группе, которые работали со мной при проведении всех иссле-
дований МОБ. Особенно хочу поблагодарить д-ра Брента Вуда, помогавшего 
в проведении анализов МОБ методом проточной цитометрии; большое чис-
ло клинических исследователей, проводящих различные клинические исследо-
вания, и особенно д-ров Стивена Хангера, Элизабет Раец, Миньон Лоу и 
Вильяма Кэрролла; нашего статистика д-ра Менахи Девидаса; и д-ров Че-
рил Виллман и Дрю Кэрролл, отвечавших за все генетические исследования, 
которые также помогали нам в классификации. 
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Abstract 
 
Flow cytometry is a principal assay in MRD detection in patients with pre-B-cell 

acute lymphoblastic leukemia (pre-B-ALL). E.Coustan-Smith et al. proposed a sim-
plified three-color assay using CD19/CD10/CD34 antibody combination for MRD 
detection. We compared results of the simplified vs. standard (4- to 9-color) flow 
cytometry in 134 bone marrow specimens from 55 children with pre-B-ALL taken at 
different stages of therapy.  

The comparison discovered that qualitative MRD detection by the simplified as-
say was incorrect in 8.0%, 17.6% and 75.8% of patients on days 15, 36 and 85 of 
therapy, respectively. Besides, calculation of tumor cells per common risk stratifica-
tion threshold levels in some true positive specimens was also incorrect.  

Therefore, the simplified assay in MRD evaluation to stratify patients by risk 
groups would produce incorrect information in 16.0%, 27.4% and 81.8% of speci-
mens taken on days 15, 36 and 85 of therapy respectively. 

 
Key words: minimal residual disease, acute lymphoblastic leukemia, flow cytometry. 
 
There was a considerable progress in the treatment of pre-B-cell acute lym-

phoblastic leukemia (pre-B-ALL) in children over recent decades [1]. However 
approximately a quarter of the patients develop disease recurrence due to residual 
tumor cells undetectable by standard cytology [2].  

These cells are referred to as minimal residual disease (MRD). Flow cytometry 
is a principal tool to detect MRD.  

Prognostic significance of MRD levels detected by flow cytometry was con-
firmed by a variety of treatment protocols [37]. 

For a long time four-color flow cytometry has been the most common technique 
for MRD detection [311]. Four-color analysis is therefore the most standardized 
[10; 11]. However, recently high-resolution flow cytometry has been increasingly 
used that can simultaneously analyze expression of 5 to 9 antigens [8;10]. 
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phoblastic leukemia (pre-B-ALL) in children over recent decades [1]. However 
approximately a quarter of the patients develop disease recurrence due to residual 
tumor cells undetectable by standard cytology [2].  

These cells are referred to as minimal residual disease (MRD). Flow cytometry 
is a principal tool to detect MRD.  

Prognostic significance of MRD levels detected by flow cytometry was con-
firmed by a variety of treatment protocols [37]. 

For a long time four-color flow cytometry has been the most common technique 
for MRD detection [311]. Four-color analysis is therefore the most standardized 
[10; 11]. However, recently high-resolution flow cytometry has been increasingly 
used that can simultaneously analyze expression of 5 to 9 antigens [8;10]. 
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MRD detection by flow cytometry in children with pre-B-ALL is associated 

with certain difficulties, mainly due to the presence of normal B-cell precursors 
having a phenotype similar to blasts by expression of many markers 
(CD19+CD10+CD34+/-CD45dim) [3; 12; 13; 16; 17]. Bone marrow is thought to 
be free from normal B-cell precursors during induction chemotherapy [3; 14]. 
Fluorescence in the blast region in point diagrams may also result from non-
specific antibody binding [3; 8; 18]. 

E.Coustan-Smith et al. proposed a simplified three-color assay using 
CD19/CD10/CD34 antibodies to detect MRD in the middle of induction therapy 
[14]. This technique is much less costly and more feasible in routine clinical practice 
[14]. The approach is based on the assumption that bone marrow is free from normal 
pre-B-cells on day 19 of induction therapy by the TOTAL protocol, and all CD19-
positive cells also expressing CD10 and/or CD34 are therefore thought to be tumor 
cells [14]. The same methodology was used to detect MRD on day 15 of therapy by 
the ALL-IC protocol [15]. 

However, most protocols require MRD detection also at the end of induction 
and at one or more time points during consolidation/intensification therapies [3—
6]. It is not yet clear whether it is feasible to use the simplified assay to detect 
MRD at every time point required by therapeutic protocols. 

The purpose of this study was to evaluate feasibility of simplified three-color flow 
cytometry assay to detect MRD at different stages of therapy in children with ALL. 

 
Materials and methods 
 
The study was conducted at the Laboratory Unit, Childhood Oncology and Hema-

tology Department, RCCH No.1, Ekaterinburg, during January 2008 through Novem-
ber 2009. A total of 134 bone marrow specimens from 55 patients with pre-B-ALL 
receiving therapy by protocols ALL-MB 2002 [18], ALL-MB 2008 [18] and MLL-
Baby [19] were studied. The diagnosis of ALL immunologic types was made by com-
mon criteria [20]. Eleven patients had type BI, 43 had BII and 1 had BIII ALL.  

We analyzed 50 specimens taken on day 15 of induction therapy, 51 specimens 
taken at the end of induction therapy (day 36) and 33 specimens taken on day 85 of 
therapy. MRD detection on days 15 and 36 was made in all patients. On day 85 
MRD detection was made only in patients at standard or intermediate risk. Com-
parison was made in specimens stained with 6 to 8 monoclonal antibodies in com-
binations always including CD19, CD10 and CD34. Flow cytometry was per-
formed using FACS Canto II and FACS Aria (Becton & Dickinson (BD), USA) 
cytometers. The flow cytometers were calibrated using Cytometer Setup and 
Tracking (BD), 7-color Setup Beads (BD) and DAKO Fluorospheres (Dako, Den-
mark) calibration systems. Immunophenotyping findings were assessed using 
FACS Diva 4.06.1 (BD) soft-ware. MRD detection was made using monoclonal 
antibodies shown in table 1. 
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T a b l e  1  
Monoclonal antibodies used in the study 

Fluorochrome Monoclonal antibodies 

FITC CD10, CD58, CD58*, CD45, CD38, CD99, CD15 

PE CD10, CD45, CD58, CD11a, CD34, CD38, CD133**  

PerCP CD45, CD20 

PerCP-Cy5.5 CD19, CD20, CD38 

PE-TexasRed CD34* 

PE-Cy7 CD10, CD34 

APC CD19, CD10 

APC-Cy7 CD20, CD45 

AmCyan CD45 

Note. All antibodies are supplied by BD, if not specified otherwise. 
* antibodies supplied by Beckman Coulter (USA) 
** antibodies supplied by Miltenyi Biotec (Germany) 

 
Staining with primarily stained monoclonal antibodies was made according to 

manufacturer’s instructions. After incubation of bone marrow cell suspension with 
monoclonal antibodies the suspension was treated with lysing solution (FACS 
Lysing solution, BD) and washed with phosphate saline buffer (Cell Wash, BD). 

Positivity was defined by the presence of a group of 10 or more cells with leu-
kemia immunophenotype and light scatter parameters associated with lympho-
cytes/lymphoblasts [3; 10].  
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The simplified assay involved detection of B-cells expressing CD10 and/or 

CD34 in CD19/CD10 and CD19/CD34 point diagrams. These cells were presented 
in FSC/SSC diagrams (reverse gating) in which only blasts from the lympho-
cyte/lymphoblast region were defined. MRD detection by 6 to 8 color flow cy-
tometry was done according to AIEOP-BFM guidelines [10].  

First, B-cells were detected in CD19/SSC diagrams and then tumor cells were 
defined on the basis of expression of all markers. After that reverse gating was 
performed. Results were calculated as percent of tumor cells per all nucleated cells 
in bone marrow. 

Then followed qualitative and quantitative comparison of results obtained by 3- 
vs. 6-8-color flow cytometry. Quantitative comparison of MRD levels was made in 
relation to common threshold parameters 10%, 1%, 0.1%, 0.01% associated with 
different risk groups [37]. MRD quantification by the simplified assay was con-
sidered incorrect if it was different from the respective result by 6-8-color flow 
cytometry in relation to the threshold values. 

The presence of pre-B-cells in a specimen was detected with respect to typical 
normal B-cell distribution of cells in point diagrams (fig.1) [13; 16; 17]. 

 
Results 
 
Qualitative consistency of MRD detections using simplified vs. standard assays 

varied considerably depending on therapy stage (fig.2).  
On day 15 of therapy 5 (10.0%) specimens were negative and 41 (82.0%) were 

positive by both approaches. When 3-color assay was used 2 (4.0%) specimens 
each were false-positive and false-negative. Normal pre-B-cells were not found in 
any of the specimens on day 15. On day 36 of therapy 29 (56.9%) and 13 (25.5%) 
specimens were true positive and true negative, respectively, by 3-color cytometry, 
while 1 (1.9%) specimen was false-negative and 8 (15.7%) were false-positive 
(fig.2). Normal pre-B-cells were found in 6 (11.8%) specimens of day 36.  

It was normal pre-B-cells that were interpreted as tumor cells by simplified as-
say in 3 of the 8 false positive specimens on day 36. On day 85 of therapy standard 
approach detected residual tumor cells in 5 (15.1%) specimens, while 3-color assay 
defined normal pre-B-cells as leukemic blasts in 25 (75.8%) specimens (fig.3). 
Neither assay detected MRD in 3 (9.1%) patients. All patients except the 3 men-
tioned above had normal pre-B-cells in bone marrow. 

Among the 98 specimens free from normal pre-B-cells, 3 (3.1%) were false 
negative and 7 (7.1%) were false positive by simplified assay (fig.3).  

Among the 36 pre-B-cell-positive specimens only 8 (22.2%) were true positive, 
while the remaining specimens were false positive (fig.3). 

Quantitative comparison of true positive results detected incorrect MRD 
evaluation by simplified approach in 4 (8.0%), 5 (9.8%) and 2 (6.0%) specimens 
on days 15, 36 and 85 of therapy, respectively. 
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Discrepancy of MRD evaluation results by simplified vs. 6-8-color cytometry 
was therefore detected in 16.0%, 27.4% and 81.8% of specimens on ALL therapy 
days 15, 36 and 85, respectively. 

Examples of correct and incorrect tumor cell detection by simplified assay are 
shown in fig.4. 

 
Discussion 
 
To use adequately the simplified assay one has to be sure that bone marrow is 

free from normal pre-B-cells in the given point of observation. However, according 
to our data 11.8% of patients present with B-lineage regeneration already at the end 
of induction therapy (day 36). On day 85 a vast majority of patients (90.9%) have 
normal pre-B-cells in bone marrow. 

Comparison of MRD detections by the two assays in question demonstrated 
that the simplified approach produced incorrect results in 8.0%, 17.6% and 75.8% 
of cases on therapy days 15, 36 and 85, respectively. 

There may be several reasons for incorrect outcomes of the simplified assay. 
All tumor cells express both markers used for evaluation in less than half of pre-B-
ALL cases [22; 23].  

Most often the tumor population expresses either CD10 or CD34 [22, 23], 
sometimes these antigens are not expressed on all blasts [14; 22; 23]. Therefore, 
application of the simplified approach in this patient category seems incorrect. Be-
sides, CD10 and CD34 expression may decrease significantly under the effect of 
anticancer therapies [2427], first of all corticosteroids [26]. In this case these an-
tigens either should not be used to detect MRD at all, or definition of all tumor 
cells in point diagrams becomes difficult.  

Besides, a large number of cells are required for recommended sensitivity of 
the test (110–4 to 110–5) [311]. Products of non-specific antibody binding may 
also be detected [3; 8; 18]. Analysis of expression of 6 to 8 antigens provides clear 
discrimination of tumor cells from non-specific fluorescence, while use of three 
markers only makes such discrimination difficult sometimes.  

And finally, normal pre-B-cells start to colonize bone marrow at the end of in-
duction therapy. These cells are similar to leukemic blasts by CD10 and CD34 ex-
pression, which leads to false positive results. 

Quantification of residual tumor cells per patient stratification threshold levels 
may be incorrect. The simplified MRD detection would then give incorrect infor-
mation in terms of patient stratification by risk groups for 16.0%, 27.4% and 
81.8% of specimens analyzed on days 15, 36 and 85 of therapy, respectively. 

The simplified assay was intended for MRD detection on induction therapy [14], 
however already on day 15 it produced incorrect results in terms of the patient strati-
fication in 16% of cases. Application of this assay at the end of therapy (as also pro-
posed by the authors [14]) seems reasonable in a still lower number of patients. 
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The simplified approach to MRD detection may be recommended on day 15 of 

therapy, though false results are possible already in this time point. The simplified 
MRD detection on day 36 produces false results more frequently, while on day 85 
its use cannot be considered acceptable. 
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Рисунки к статье: 
Майкл Дж. Боровиц 
ВЫЯВЛЕНИЕ МИНИМАЛЬНОГО ОСТАТОЧНОГО ЗАБОЛЕВАНИЯ 
У ДЕТЕЙ С ОСТРЫМ ЛИМФОБЛАСТНЫМ ЛЕЙКОЗОМ 
 

 
Рис. 1. Характерная иммунофенотипическая картина нормальных В-клеточных 
предшественников (красный цвет) в сравнении со случаем В-ОЛЛ (синий 
цвет). Наиболее ранние В-клеточные предшественники не имеют CD20 и де-
монстрируют более яркое окрашивание на CD10. По мере созревания повыша-
ется интенсивность окрашивания на CD20, CD19 и CD45 при относительном 
отсутствии изменений CD10, и в конце концов CD10 утрачивается. Экспрессия 
CD38 типично более интенсивная, а экспрессия CD58 гетерогенная. В данном 
случае ОЛЛ наблюдается гиперэкспрессия CD10 и CD58 при более выражен-
ной однородности экспрессии последнего, но этот случай легко отличить от 
нормы на основании гипоэкспрессии CD38. 
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Рис. 2. Сравнение нормальных В-клеточных предшественников (красный 
цвет), протестированных с разными комбинациями маркеров, и еще одного 
случая ОЛЛ (зеленый цвет). В норме CD34 и CD9 имеют вариабельную экс-
прессию, поэтому на типичном графике с нормальными клетками присутст-
вуют 4 популяции (график с CD34/CD9); однако, возможна существенная 
гетерогенность в пропорциях разных популяций. Большинство случаев ОЛЛ 
демонстрирует более выраженную гомогенность, чем данный случай. Здесь 
лейкозные клетки легче отличить от нормальных по утрате CD45, хотя также 
присутствует гиперэкспрессия CD10. 
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Рис. 3. Выявление МОБ в случае В-ОЛЛ. Гейтирование проведено таким об-
разом, чтобы на графике были представлены только CD19+ В-клетки. Зрелые 
В-клетки показаны зеленым цветом, МОБ – синим. Оранжевым цветом выде-
лено наложение исходного лейкозного фенотипа до лечения. За исключением 
некоторого снижения интенсивности экспрессии CD34, образец МОБ очень 
похож на исходный лейкозный образец. Хотя интенсивность CD10 и вариа-
бельность экспрессии CD20 похожи на эти показатели у нормальных В-
клеточных предшественников, отсутствие CD45, гиперэкспрессия CD58 и 
гомогенная экспрессия CD34 и CD9 указывают, что эти клетки МОБ не яв-
ляются нормальными. 
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Рис. 4. Выявление МОБ в случае В-ОЛЛ. В этом случае видно значительное 
изменение фенотипа МОБ-положительных лейкозных клеток (синий цвет) по 
сравнению с исходными лейкозными клетками (оранжевый цвет). Добавле-
ние CD45, небольшое снижение интенсивности CD10 и CD34, добавление 
CD20 – все эти признаки указывают на продвижение В-предшественников до 
стадий более высокой зрелости, и только по этим маркерам отличить МОБ от 
нормальных В-клеточных предшественников было бы трудно. Однако здесь 
сохраняется картина экспрессии CD58/CD38, которая существенно отличает-
ся от аналогичной картины нормальных предшественников (см. рис. 1). 
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Рис. 5. Выявление МОБ в случае Т-ОЛЛ. МОБ (синий цвет) легко отличается 
от фоновых нормальных зрелых Т-клеток и ЕК-клеток (зеленый цвет) по экс-
прессии CD5, и цитоплазматического, но не поверхностного CD3, а также по 
гиперэкспрессии CD99. Не все случаи МОБ при Т-ОЛЛ также легко распо-
знать, как этот (см. текст). 
 
 






















