
Вильчевская Е.В., Михайличенко В.Ю., Конашенкова В.В., Лобкина Н.В. Гетерогенность … 

 10

УДК: 616-006.446.1-053.2-037 

Е.В. Вильчевская, В.Ю. Михайличенко, В.В. Конашенкова, Н.В. Лобкина 
ГЕТЕРОГЕННОСТЬ ЭКСПРЕССИИ АНТИГЕНОВ НА В-
ЛИМФОБЛАСТНЫХ КЛЕТКАХ  
ГУ «Институт неотложной и восстановительной хирургии им. В.К. Гусака НАМН Украины» 

Вильчевская Е.В., Михайличенко В.Ю., Конашенкова В.В., Лобкина Н.В. Гетерогенность экспрессии анти-
генов на В-лимфобластных клетках // Український морфологічний альманах. – 2014. – Том 12, № 1. – С. 10-12. 

Определение минимальной резидуальной болезни (МРБ) при лечении острых В-лимфобластных лейкозов у 
детей является одним из ключевых моментов в прогнозировании ремиссии и выздоровлении. Тяжесть диагности-
ки МРБ определяется отсутствием четких диагностических критериев данной патологии. Нами исследована ста-
бильность экспрессии антигенов лимфоцитов у детей с В-ОЛЛ. Гетерогенность распределения клеток по эксп-
рессии исследованных маркеров оценивали качественно и количественно. Установлено, что появление на бласт-
ных клетках нехарактерных для данной стадии развития антигенов является признаком опухолевой трансформа-
ции клеток и также может быть применимо для мониторинга МРБ. Прогностическое значение имеет не только 
качественный состав антигенов на бластных клетках, но и интенсивность их флюоресценции, т.е. плотность рас-
пределения. Данные варианты иммунофенотипа бластных клеток позволил определить различные подвиды В-
ОЛЛ и прогнозировать их течение, а также адекватность проводимой специфической терапии.  

Ключевые слова: острый лимфобластный лейкоз, гематогоны, минимальная остаточная болезнь, интенсив-
ность флюоресценции. 

Вільчевськая К.В., Михайліченко В.Ю., Конашенкова В.В., Лобкіна Н.В. Гетерогенність експресії анти-
генів на В-лімфобластних клітинах // Український морфологічний альманах. – 2014. – Том 12, № 1. – С. 10-12. 

Визначення мінімальної резидуальної хвороби (МРХ) при лікуванні гострих В-лімфобластних лейкозів (В-
ГЛЛ) у дітей є одним із ключових моментів у прогнозуванні ремісії й видужанні. Вага діагностики МРХ визнача-
ється відсутністю чітких діагностичних критеріїв даної патології. Нами досліджена стабільність експресії антигенів 
лімфоцитів у дітей з В-ГЛЛ. Гетерогенність розподілу клітин по експресії досліджених маркерів оцінювали якісно 
й кількісно. Установлене, що поява на бластних клітинах нехарактерних для даної стадії розвитку антигенів є озна-
кою пухлинної трансформації клітин і також може бути застосовне для моніторингу МРХ. Прогностичне значен-
ня має не тільки якісний склад антигенів на бластних клітинах, але й інтенсивність їх флюоресценції, тобто щіль-
ність розподілу. Дані варіанти імунофенотипу бластних клітин дозволив визначити різні підвиди В-ГЛЛ і прогно-
зувати їхній плин, а також адекватність проведеної специфічної терапії.  

Ключові слова: гострий лімфобластний лейкоз, гематогони, мінімальна резідуальна хвороба, інтенсивність 
флюоресценції. 

Vilchevska K.V.,Mykhaylichenko V., Konashenkova V., Lobkina N. Heterogeneity of the antigen expression on 
В-lymphoid cells // Український морфологічний альманах. – 2014. – Том 12, № 1. – С. 10-12. 

Detection of minimal residual disease is based on the using progenitor cell’s markers with the most pronounced differences 
in the expression from normally-developing B- precursor and mature B-lymphocytes. Examined the expression of antigens 
CD10, CD34, CD58, CD20 on lymphoid blast cells from patients with diagnosed B-ALL. All of these antigens have the 
pronounced difference in fluorescence intensity on various degree of maturity cells which makes them useful for monitoring 
MRD. Found that in B-ALL tumor cells population surface antigens are not always expressed homogeneously, which leads to the 
appearance of non-classical phenotypes (bright/dim). Heterogeneity of antigen expression’s fluorescence intensity was detected. 
These antigens are used for monitoring MRD. Therefore, despite the clear differences between tumor and normal cells, there are 
no single universal marker that would be applicable for monitoring MRD in all cases B-ALL. 
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Определение минимальной резидуальной 
болезни (МРБ) при лечении острых В-
лимфобластных (В-ОЛЛ) лейкозов у детей явля-
ется одним из основных независимых прогно-
стических факторов риска, критерием оценки 
ответа на терапию и полноты ремиссии [1-6]. 
Определение МРБ заключается в выявлении 
лейкемических клеток среди избытка нормаль-
ных клеток-предшественников (гематогонов) в 
костном мозге пациентов на фоне проводимой 
антилейкемической терапии. Выявление резиду-
альных (остаточных) бластов при В-ОЛЛ осно-
вано на анализе маркеров или их комбинаций, 
присущих только опухолевым клеткам и отсут-
ствующих на нормально - развивающихся гема-
тогонах и зрелых В-лимфоцитах [7-11]. Метод 
проточной цитометрии позволяет зафиксиро-
вать эти различия и выделить злокачественную 
популяцию на основании данных об параметрах 
светорассеяния мембранных антигенов на клет-
ках различной степени зрелости [2,4,9]. Для мо-
ниторинга МРБ при В-ОЛЛ применяют раз-
личные стандартные комбинации моноклональ-

ных антител к лейкоз-ассоциированным антиге-
нам. Однако, в популяции опухолевых клеток 
при В-ОЛЛ не всегда такие антигены экспрес-
сированы гомогенно [1,2,10,11]. Анализ одно-
временно нескольких параметров позволяет вы-
являть некоторые несистематизированные ком-
бинации маркеров, неклассические фенотипы 
(bright/dim), функциональная значимость кото-
рых не установлена.  

Целью данного исследования была оценка 
стабильности экспрессии (гомогенность и гете-
рогенность) антигенов, приемлемых для мони-
торинга МРБ.  

Связь работы с научными программами, 
планами, темами. Работа является фрагментом 
научно-исследовательской работы Института 
неотложной и восстановительной хирургии им. 
В.К. Гусака НАМН Украины: «Разработать ме-
тоды иммунофенотипичного мониторинга ми-
нимальной резидуальной болезни при клональ-
ной ремиссии В-клеточных лимфолейкозов» (№ 
государственной регистрации 0111U002045). 

Материал и методы исследования. Объект 
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исследования – 68 пациентов с CD10-позитивным 
вариантом острого В-лимфобластного лейкоза – 
В-ОЛЛ (38 мальчиков и 30 девочек) в возрасте от 
1 месяца до 16 лет, проходившие лечение в ДОГЦ 
с октября 2009 г по ноябрь 2013 г. В качестве кон-
трольной группы - образцы костного мозга паци-
ентов без онкогематологических заболеваний 
(n=20). Диагноз Про-В-ОЛЛ, Common В-ОЛЛ и 
Пре-В-ОЛЛ был установлен в соответствии с 
ВОЗ-классификацией (EGIL-95) и на основании 
оценки иммунофенотипа опухолевых клеток ме-
тодом проточной цитометрии. Материал для ана-
лиза - костный мозг. Иммунофенотипирование 
проводили на проточном цитометре FACSCalibur 
(BD). Анализ данных с помощью программного 
обеспечения FACSComp (BD) - программа Cell-
QUEST. Применяли следующие моноклональные 
антитела: CD34, CD20, CD19, CD22, CD10, CD58. 

 Для сравнений уровней экспрессии использо-
вали значения средней интенсивности флюорес-
ценции (Mean Fluorescence Intensity, MFI или 
СИФ). Гетерогенность распределения клеток по 
экспрессии исследованных маркеров оценивали 
качественно и количественно (при помощи ко-
эффициента вариации (CV)). Также в опухолевой 
популяции определяли процентное содержание 
клеток позитивных по конкретному антигену. 

Результаты и их обсуждение. В нашей ра-
боте мы проанализировали экспрессию антиге-
нов, применяемых для мониторинга МРБ: CD34, 
CD20, CD10, CD58 на В-лимфоидных бластных 
клетках пациентов с установленным диагнозом В-
ОЛЛ. Все эти антигены имеют выраженные раз-
личия по интенсивности флюоресценции на 
клетках различной степени зрелости, что делает 
возможным их применение для мониторинга 
МРБ. Для оценки гетерогенности экспрессии ан-
тигенов CD10, CD34, CD58, CD20 на клетках од-
ной популяции нами была использована схема 
(рис.1), отражающая различные варианты коэкс-
прессии в пространстве любой двумерной гисто-
граммы, где по оси абсцисс (log) отображена экс-
прессия антигена 1 (Аг 1), а по оси ординат (log) 
отображена экспрессия антигена 2 (Аг2). 

Позитивная экспрессия антигенов CD10 и 
CD34 отражает определенную степень незрелости 
В-лимфобластов. Данные белковые молекулы ни-
когда не экспрессируются на нормальных зрелых 
В-лимфоцитах. Их экспрессия, наряду с анализом 
других стадийно/линейно специфичных антиге-
нов (TdT, IgM, CD20) позволяет соотнести имму-
нофенотип В-лимфобласта с иммуноподвариан-
том. Однако даже внутри «характерных» для экс-
прессии CD10 и CD34 иммуноподвариантов, на-
блюдали гетерогенность их распределения.  

Было выявлено, что зачастую маркеры гомо-
генно экспрессировались далеко не всеми В-
лимфобластами: в 9% (6 из 68 образцов КМ) со-
ставляли CD10-негативные В-ОЛЛ, в 26% случаев 
(n-18.) отсутствовала экспрессия CD34 (рис. 2). 
При этом в подгруппе CD10+ позитивных бла-
стов в 50 случаях из 62 CD10+ (80%), экспрессия 
антигена была гомомогенной, а в 12 образцах 

(20%) присутствовали как CD10-позитивные, так и 
CD10-негативные клетки (рис. 1 б, в.) 

 
Рисунок 1. Гетерогенность экспрессии поверх-

ностных антигенов на мембране бластных клеток.  
а - Гистограмма демонстрирует однородную экспрессию 

Аг2 и неоднородную коэкспрессию Аг1 клетками той же по-
пуляции; б - На гистограмме показан вариант однородной 
экспрессии Аг2, при котором неоднородным образом коэксп-
рессируется Аг1; в - На гистограмме есть популяция 
Аг1+/Аг2+ , но при этом оба антигена демонстрируют гете-
рогенность экспрессии и есть популяции, позитивные только 
по одному антигену или Аг1+ или Аг2+; г - Гистограмма по-
казывает гомогенности экспрессии антигенов Аг1+ Аг2+; д - 
Гистограмма показывает гомогенность экспрессии антигенов 
Аг1+ Аг2+ с наличием коэкспрессии Аг1+/Аг2+. 

 
Рисунок 2. Гетерогенность экспрессии антиге-

нов на бластных клетках пациентов с В-ОЛЛ 

Во всех образцах костного мозга ( КМ) с 
СD34-позитивными бластами (n=50 или 74%), в 
общем пуле бластных клеток определялись как 
СD34-позитивные, так и СD34-негативные клет-
ки (рис. 1б,в). В 48 случаях (74%) все опухолевые 
клетки одновременно экспрессировали CD10 и 
CD34 (рис. 1д). В 2 образцах костного мозга 
(3%) определялись бласты, не экспрессировав-
шие ни CD10, ни CD34. 

У 63 пациентов определяли экспрессию 
CD58 - МкАТ к молекулам, специфически экс-
прессируемым опухолевыми клетками в течение 
всего заболевания и позволяющие более точно 
определять уровень МРБ. Все пациенты (100%) 
демонстрировали позитивную экспрессию дан-
ного антигена (от 28 до 83%). Однако экспрес-
сия данного антигена не была гомогенной. При 
проведении множественного мечения с другими 
антигенами, были выявлены субпопуляции с 
различными фенотипами: небольшая фракция 
В-клеток экспрессирует как CD34, так и CD58. 
Эта двойная экспрессия на графике выглядит не 
так, как гомогенная коэкспрессия или двойст-
венная позитивность (рис.1д). Мы наблюдали 
два разных фенотипа, экспрессирующих высо-
кий уровень одного маркера (либо CD34, либо 
CD58) и низкий уровень второго, т. е. В-клетки 
CD34+/CD58dim или CD34dim/CD58+ (рис.3). 

Мы обнаружили не только количественные 
различия в экспрессии этих «лейкоз-ассоци-
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ированных» антигенов на бластных клетках с 
позитивной экспрессией CD58, но и значитель-
ную гетерогенность в интенсивности флюорес-
ценции данного маркера на мембране (от 32 до 
726 усл.ед), что отражает плотность распределе-
ния его на мембране лимфобласта. 

 
Рисунок 3. Гетерогенность экспрессии антигена 

CD58 на бластных клетках В-ОЛЛ 

 
Рисунок 4. Гетерогенность экспрессии антигена 

CD20 на бластных клетках В-ОЛЛ 

Еще одним определяемым нами стадийно/ли-
нейно специфическим антигеном был антиген 
CD20. В норме CD20 экспрессируется только на 
зрелых В-лимфоцитах и никогда на созревающих. 
Однако при острых лейкозах встречается анома-
льная экспрессия этого антигена опухолевыми бла-
стами. Так, клетки с четкими признаками незрело-
сти: TdT+, CD34+, CD10+ имели гиперэкспрессию 
CD20. Появление на бластных клетках нехаракте-
рных для данной стадии развития антигенов явля-
ется признаком опухолевой трансформации клеток 
и также может быть применимо для мониторинга 
МРБ. Мы определяли экспрессию CD20 у всех 68 
пациентов. В 41 случае (60%) опухолевые клетки 
были CD20-негативными, а 27 человек имели по-
зитивную экспрессию CD20 (40%) (рис 4).  

Из позитивных вариантов в 9 случаях (12%) 
– клетки были гомогенно CD20-позитивными, в 
то время как в костном мозге 19 больных (28%) 
определялись как CD20-позитивные, так и 
CD20-негативные клетки. В 74 % случаев была 
определена асинхронная экспрессия антигенов 
CD34 и CD20 (20 детей) и у большинства CD20-
позитивных пациентов (25 из 27, что составило 
89%) клетки коэкспрессировали CD10+/CD20+. 

Выводы: Для всех исследованных маркеров 
не было отмечено статистически значимых кор-
реляционных связей экспрессии антигенов с 
полом и возрастом пациентов, количеством 
бластов в костном мозге, коэкспрессией миело-
идных маркеров. Таким образом, для опухоле-
вой популяции В-ОЛЛ характерна гетероген-
ность экспрессии и неоднородность интенсив-

ности флюоресценции антигенов, применяемых 
для определения МРБ. Поэтому, несмотря на 
четкие отличия между опухолевыми и нормаль-
ными клетками нет единственного универсаль-
ного маркера, который был бы применим для 
мониторинга МРБ во всех случаях В-OЛЛ.  

Перспективы дальнейших исследований. 
Перспективным направлением данного иссле-
дования является выявление минимальных при-
знаков МРБ, которые не определяются стан-
дартными методами диагностики, для раннего и 
полноценного применения специфической те-
рапии у детей с В-ОЛЛ, а также контроля каче-
ство используемых схем лечения. 
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