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Минимальная остаточная болезнь (МОБ) при опухолях кроветворной и лимфоидной систем в настоящий момент – важная со-
ставляющая обследования больного в ходе проведения терапии. Исследование МОБ выполняется для оценки эффекта и риск-
стратификации в процессе химиотерапии (острые лейкозы) или по ее окончании (периферические В-клеточные лимфомы). 
Основными лабораторными методами оценки МОБ являются молекулярные (полимеразная цепная реакция) и иммунологические 
(многопараметровая проточная цитометрия (ПЦ)). Иммунологическая оценка МОБ – стандарт клинических протоколов при ле-
чении острых лимфобластных лейкозов у детей на этапе индукционной терапии. В случае острых лейкозов у взрослых оценка МОБ 
проводится, как правило, по окончании курса консолидации. Клинически значимой и практически стандартизованной является 
иммунологическая оценка МОБ при В-клеточном хроническом лимфолейкозе.
В отношении множественной миеломы (в трактовке классификации Всемирной организации здравоохранения (2016) – плазмо-
клеточная миелома (ПКМ)) также ведется работа по стандартизации протоколов и унификации подходов к детекции клеток 
МОБ. Благодаря введению новых препаратов и схем лечения, а также опции трансплантации клинические результаты лечения 
больных ПКМ существенно улучшаются и показатель МОБ рассматривается в качестве фактора прогноза развития болезни. 
На настоящий момент использование показателя МОБ в качестве биомаркера ответа на лечение при ПКМ одобрено Управле-
нием по санитарному надзору за качеством пищевых продуктов и медикаментов США.
По мере накопления наших знаний относительно МОБ и установления клинической значимости ПЦ при ПКМ Международной 
группой по изучению множественной миеломы (IMWG) еще в 2011 г. к традиционным критериям полной ремиссии ПКМ было 
добавлено следующее определение: «иммунофенотипическая полная ремиссия» – отсутствие иммунофенотипически аберрантных 
клональных плазматических клеток в костном мозге при анализе минимум 1 млн миелокариоцитов с использованием многопара-
метровой ПЦ (4 и более параметров).
В данной статье рассмотрена эволюция иммунологических подходов с использованием многопараметровой ПЦ к выявлению кле-
ток МОБ у больных ПКМ в соответствии с различными существующими протоколами, особенности преаналитического этапа 
и общие правила ПЦ-детекции клеток МОБ при ПКМ.
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The minimum residual disease (MRD) for hematopoietic and lymphoid systems tumors is an important component of patient examination 
during therapy. The MRD detection is performed to evaluate the effect of therapy and risk stratification during chemotherapy (acute leuke-
mia) or at the end of it (peripheral B-cell lymphomas). The main laboratory methods for MRD assessing are molecular (polymerase chain 
reaction) and immunological (multi-parameter flow cytometry (FC)) methods. Immunological evaluation of MRD is the standard of clinical 
protocols for the treatment of childhood acute lymphoblastic leukemia during induction therapy. In the case of acute leukemia in adults, 
MRD assessment is usually performed at the end of the consolidation course. Clinically significant and practically standardized is the im-
munological assessment of MRD in B-cell chronic lymphocytic leukemia.
In multiple myeloma (in World Health Organization (2016) classification – plasma cell myeloma (PCM)), work is also underway to standard-
ize protocols and unify approaches to MRD detection. With the introduction of new drugs and treatment regimens, as well as transplantation 

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/


Диагностика и лечение гемобластозов 41

О
Н

К
О

Г
Е

М
А

Т
О

Л
О

Г
И

Я
  

1
’2

0
2

0
   

Т
О

М
 1

5
  
 

  
O

N
C

O
H

E
M

A
T

O
L

O
G

Y
  1

’2
0

2
0

  
V

O
L.

 1
5clinical outcome of patients significantly improved and MRD value is considered as a prognostic factor. To date, the use of the MRD value as 

a biomarker of treatment response in PCM has been approved by the US Food and Drug Administration.
With the accumulation of our knowledge regarding the MRD and to establish the clinical significance of the FC in PCM, International 
Multiple Myeloma Study Group (IMWG) in 2011 was added the following definition to the traditional criteria of PCM complete remission: 
“Immunophenotypic complete remission” – the immunophenotypically absence of aberrant clonal plasma cells in the bone marrow when 
analyzing at least 1 million myelocaryocytes using a multiparameter FC (4 or more parameters).
This article discusses the evolution of immunological approaches using a multi-parameter FC to detect MRD in patients with PCM in accor-
dance with various existing protocols, features of the preanalytical stage and general rules for FC detection of MRD in PCM.

Key words: plasma cell tumor, myeloma, flow cytometry, aberration marker, minimum residual disease
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Введение
Изучение особенностей иммунофенотипа опухо

левых клеток при острых лейкозах и лимфомах и вы
явление устойчивых аберрантных признаков опухоли, 
отличающих патологический клон от нормальных кле
точных аналогов, позволили выработать оптимальные 
подходы выявления клеток минимальной остаточной 
болезни (МОБ) методами проточной цитометрии 
(ПЦ). Наиболее отработанными и стандартизованны
ми являются ПЦпротоколы выявления клеток МОБ 
при острых лимфобластных лейкозах из Влинейных 
предшественников у детей. Определенный прогресс 
достигнут и в отношении детекции МОБ при Тли
нейных острых лимфобластных лейкозах [1–7].

В отношении зрелоклеточных опухолей стандар
тизованными являются цитометрические протоколы 
выявления клеток остаточного опухолевого клона 
при Вклеточном хроническом лимфолейкозе [8–10].

Попытки выявления остаточной болезни при плаз
моклеточной миеломе (ПКМ) с использованием мето
дов ПЦ предпринимаются достаточно давно. Впервые 
потенциальная клиническая значимость ПЦвыявления 

клеток МОБ при миеломе была продемонстрирована 
в 2002 г. [11, 12].

На первом этапе для выявления плазматических 
клеток и опухолевых плазматических клеток использо
вались 3–4параметровые ПЦпротоколы. В качестве 
общего маркера клеток плазматического ряда приме
няли антиген CD38, а аберрантные клетки выявляли 
на основании оценки CD45, CD19 и CD56 (рис. 1).

Данная комбинация маркеров была выбрана, 
поскольку удовлетворяла основным требованиям 
иммунологического выявления клеток МОБ: иден
тификация целевой популяции, в данном случае 
плазматических клеток (CD38); разграничение нор
мальных и аберрантных / опухолевых плазматических 
клеток в пределах всех плазматических клеток; воз
можность оценки других клеточных популяций образ
ца (CD56, CD19, CD45) [12–15].

Затем для повышения специфичности выявления 
плазматических клеток среди миелокариоцитов было 
предложено использовать комбинацию 2 маркеров 
CD38 и CD138 (рис. 2). Список маркеров аберрантно
сти расширялся, и в качестве возможных изучались 

Рис. 1. Экспрессия антигена CD38 на клетках костного мозга и периферической крови. Представлены 2 образца костного мозга (а, б) и образец 
периферической крови (в) больных плазмоклеточной миеломой. Образец а – выраженная пропорция клеток плазматической природы (50 % миело-
кариоцитов); образец б – незначительная пропорция плазматических клеток среди всех клеток костного мозга; образец в – отчетливая пропор-
ция плазмобластов в периферической крови (70 %). Во всех случаях экспрессия CD38 (популяция клеток красного цвета) более отчетливая в срав-
нении с другими клетками образца (синие – лимфоциты, зеленые – моноциты, черные – гранулоцитарный росток)
fig. 1. CD38 expression on bone marrow and peripheral blood cells. Two bone marrow samples (а, б) and a peripheral blood sample (в) of patients with plasma 
cell myeloma are presented. Sample a ‒ a pronounced proportion of cells with plasma nature (50 % among myelocaryocytes); sample б ‒ a small proportion of plasma 
cells among all bone marrow cells; sample в ‒ a clear proportion of plasmoblasts in peripheral blood (70 %). In all cases, CD38 expression (a red cells population) 
is more distinct in comparison with other cells of the sample (blue ‒ lymphocytes, green ‒ monocytes, black ‒ granulocytes)
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антигены CD117, CD28, CD27, CD81, CD200 и CD307 
[16–18]. Однако ни один маркер сам по себе не обес
печивает достаточной специфичности в отношении 
четкого различия между клональными плазматиче
скими клетками и нормальными плазмоцитами. 
Для эффективного разграничения нормы и опухоли 
был рекомендован многопараметровый анализ еди
ничных миеломных плазматических клеток в пределах 
большого количества нормальных / реактивных плаз
моцитов и нормальных клеток костного мозга (КМ).

В последующих исследованиях установлено, 
что комбинированная оценка CD138 и CD38 вместе 
с CD45, CD19, CD56, CD27, CD81 и CD117 на данный 
момент развития наших знаний относительно имму
нофенотипа оптимально подходит для мониторинга 
MОБ практически для каждого пациента с ПКМ. До
полнительно может быть проведена оценка клональ
ности плазматических клеток на основании экспрес
сии в цитоплазме легких цепей иммуноглобулинов 
(Igκ, Igλ).

Рис. 2. Экспрессия синдекана 1 (CD138) на клетках костного мозга. Представлены образцы костного мозга 3 больных: а, б – 1-й; в – 2-й; 
г – 3-й больной. В 1-м случае среди миелокариоцитов определена выраженная пропорция плазматических клеток с отчетливой экспрессией CD138 (а), 
гетерогенных по размеру (б); на обеих цитограммах CD138+-клетки обозначены красным. Второй случай (в) демонстрирует фоновую экспрессию 
CD138 на клетках гранулоцитарного ростка (клетки с фоновым свечением выделены красным), плазматические клетки у данного больного в кост-
ном мозге практически отсутствуют. В 3-м случае (г) пропорция плазматических клеток невысока (2 % миелокариоцитов, выделены красным 
цветом), также отмечается неспецифическая фоновая реакция CD138 с клетками гранулоцитарного ростка (маркированы фиолетовым цветом). 
На всех цитограммах в качестве внутреннего контроля синим цветом маркированы лимфоциты
fig. 2. Syndecan 1 (CD138) expression on bone marrow cells. Bone marrow samples of 3 patients are presented: а, б ‒ 1st; в ‒ 2nd; г ‒ 3rd patient. In the 1st case, a pronounced 
proportion of plasma cells with a distinct CD138 expression (a) heterogeneous in size (б) was determined among myelocaryocytes; on both cytograms, CD138+ cells are 
shown in red. The second case (в) demonstrates the background CD138 expression on granulocytes (cells with a background fluorescence are highlighted in red); plasma 
cells are practically absent in the bone marrow of this patient. In the 3rd case (г), the proportion of plasma cells is low (2 % of myelocaryocytes; highlighted in red), and 
a non-specific background reaction of CD138 with granulocytes (marked in purple) is also noted. On all cytograms, lymphocytes are marked in blue as internal control

П
ар

ам
ет

р 
2 

/ P
ar

am
et

er
 2

П
ар

ам
ет

р 
2 

/ P
ar

am
et

er
 2

П
ар

ам
ет

р 
2 

/ P
ar

am
et

er
 2

П
ар

ам
ет

р 
2 

/ P
ar

am
et

er
 2

1024

768

512

256

0

1024

768

512

256

0

1024

768

512

256

0

1024

768

512

256

0

CD138 PE-A

CD138 PE-A

CD138 PE-A

CD138 PE-A

100

100

100

100

101

101

101

101

102

102

102

102

103

103

103

103

104

104

104

104

а

в

б

г

Регион 4 /
Gate 4



Диагностика и лечение гемобластозов 43

О
Н

К
О

Г
Е

М
А

Т
О

Л
О

Г
И

Я
  

1
’2

0
2

0
   

Т
О

М
 1

5
  
 

  
O

N
C

O
H

E
M

A
T

O
L

O
G

Y
  1

’2
0

2
0

  
V

O
L.

 1
5Постепенно ПЦ стала предпочтительным методом 

для определения качественного полного ответа, риск
стратификации и мониторинга лечения больных ПКМ.

Метод зарекомендовал себя как надежный, вос
производимый и информативный подход, позволяю
щий выявлять клетки МОБ практически у каждого 
больного ПКМ. Преимуществами метода являются 
высокая специфичность и чувствительность, позволя
ющие выявить 1 опухолевую клетку среди 10 000–
100 000 клеток КМ, что приравнивает ПЦ по чувстви
тельности к методам полимеразной цепной реакции [3]. 
Важно, что данные могут быть получены практически 
в день исследования при сравнительно невысокой сто
имости [16, 19].

До настоящего момента обсуждаются вопросы 
в от ношении клона используемых антител, сочета
ний антител и флуорохромных конъюгатов, после
довательности инкубации и количества оценивае
мых одномоментно параметров. В силу технических 
особенностей метода (наборы реагентов, методики, 
приборы) существует значительная вариабельность 
подходов к оценке количества опухолевых плазмати
ческих клеток как среди зарубежных лабораторий, так 
и в ПЦлабораториях на территории России, что тре
бует анализа и унификации подходов.

Общие принципы проточной цитометрии выявления 
клеток минимальной остаточной болезни при миеломе
Некоторые особенности преаналитического этапа. Ка

чество ПЦвыявления МОБ при миеломе зависит от 
множества различных факторов, а именно от количества 
и качества образца, процессинга образца, комбинации 
реагентов, условий сбора образца на ПЦ, включая коли
чество анализируемых клеток, правильный алгоритм 
аналитического этапа и адекватное заключение по ре
зультатам исследования. Кратко анализируя каждый 
из пунктов, необходимо сказать следующее.

Оптимальным материалом для исследования 
на предмет выявления клеток МОБ при ПКМ счита
ется пунктат КМ. Неадекватным считается образец 
большого объема, частично свернувшийся и длитель
но хранившийся и без надлежащей маркировки (дан
ные больного, дата и время взятия образца). Поэтому 
работа с образцом должна быть начата как можно 
раньше. Стандартом признается не более чем 24часо
вой интервал от момента взятия образца до его поста
новки. Следует обратить внимание, что длительно (˃48 
ч) или неправильно хранившийся и транспортировав
шийся образец (перепады температуры) может быть 
исследован, однако в заключении должна быть сдела
на пометка о качестве образца. Оптимальным консер
вантом для образца при оценке МОБ ПКМ является 
К2ЭДТА, пробирки, содержащие гепарин, не могут 
быть использованы в силу особенностей антигена 
CD138 (см. далее). Согласно данным Международной 
группы по изучению множественной миеломы (IMWG) 
оптимальной для хранения образца и выполнения 

преаналитического этапа считается комнатная темпе
ратура (около 22 °С) [15, 17, 19–22]. При регистрации 
материала важно отметить объем образца, поступив
шего на исследование. Так, объем ˃1 мл скорее всего 
приведет к разбавлению периферической кровью 
и потребует корректировки панели моноклональных 
антител с учетом возможности поправки на гемоди
люцию [23, 24].

Важным этапом пробоподготовки, повышающим 
чувствительность ПЦ, является предварительный 
 лизис эритроцитов. Это способствует анализу больше
го количества клеток в пробе и оптимизации расхо
да моноклональных антител. Лизис осуществляется 
 щадящим раствором без фиксатора, содержащим 
155 мМоль хлорида аммония, 10 мМоль бикарбоната 
калия и 0,2 мМоль этилендиаминтетрауксусной кис
лоты (ЭДТА). Раствор может быть приготовлен ex tem-
pore, но также коммерчески доступен.

Лизирование эритроцитов после инкубации с мо
ноклональными антителами может быть выполнено, 
однако приводит к снижению количества анализиру
емых миелокариоцитов.

Не рекомендуется использовать выделение клеток 
на градиенте плотности FicollHypaque. Этот метод 
обогащения приводит к значительной потере плазма
тических клеток и, возможно, к утрате экспрессии 
CD138.

Проведение прямой реакции (без предваритель
ного лизиса) с образцом объемом более 200 мкл (на
пример, 400 мкл) возможно на усмотрение лаборато
рии, но при этом потребуется большее количество 
реагентов, что экономически нецелесообразно.

ПЦ-подходы к выявлению плазматических клеток. 
Принципиальным этапом в отношении выявления 
МОБ является выбор антигена, позволяющего иден
тифицировать целевую популяцию. Как уже указано 
ранее, маркером плазматических клеток признан ан
тиген CD38, очень ценный для оценки количества 
как нормальных, так и миеломных плазматических 
клеток. Экспрессия антигена не является специфич
ной для плазмоцитов и охватывает широкий спектр 
клеток от ранних предшественников до активирован
ных Т, Вклеток, миеломоноцитарных клеток и кле
ток красного ряда. Наибольшей плотностью экспрес
сии антигена (в терминологии ПЦ – высокие уровни 
экспрессии, CD38high или CD38++) характеризуются 
клетки плазматической природы и злокачественные 
плазматические клетки при миеломе, отчетливая экс
прессия антигена в норме описана для популяций 
 NKклеток и ряда субпопуляций активированных   
Т, Вклеток [25–30].

Необходимо отметить, что экспрессия белка ха
рактерна для целого ряда опухолей кроветворной 
и лимфоидной тканей. CD38 выявляется и на тканях 
негемопоэтической природы, в частности на эпителии 
предстательной железы, клетках Лангерганса, дендритах 
и перикарии нейронов, а также на некоторых клетках 
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5 мышечной ткани [31–33]. С учетом особенностей он

тогенеза Вклеток плазмоциты характеризует наиболее 
яркая экспрессия CD38 в сравнении с другими клетками 
крови и КМ (см. рис. 1), поэтому CD38 является наибо
лее надежным маркером клеток плазматической линии 
дифференцировки и долгое время был единственным 
маркером, используемым для идентификации плазма
тических клеток методами ПЦ [28, 29, 34–37].

Интересным в этом отношении с точки зрения вы
явления популяции плазматических клеток оказался 
белок синдекан 1, кластрированный как CD138 [11, 38] 
(см. рис. 2). До недавнего времени считалось, что экс
прессия CD138 характерна только для плазматиче
ских клеток. Однако совершенствование технологий 
ПЦ и разработка более чувствительных флуорохро
мов позволили выявить слабую экспрессию синде
кана 1 на других клеточных популяциях и неспеци
фическую достаточно высокую автофлуоресценцию 
в клетках миелоидной рестрикции. Следует учиты
вать, что при оценке экспрессии CD138 проба должна 
быть обработана максимально быстро, без временнóй 
отсрочки. Как уже сказано ранее, клетки не следует 
выделять на градиенте плотности и в качестве кон
серванта нельзя использовать гепарин, поскольку экс
прессия маркера снижается по мере стояния образца, 
а присутствие гепарина влияет на доступность эпито
па, связывающего антитела [39–41].

Для более надежной верификации клеток плазмати
ческой природы IMWG предложено включить кроме 
CD38 и CD138 также антиген CD45, что позволяет опти
мизировать алгоритм выявления плазматических клеток.

Таким образом, в соответствии со стандартными 
рекомендациями IMWG для максимально аккуратно
го выделения (в терминологии ПЦ – гейтирования) 
всех плазматических клеток образца необходимо ис
пользование сочетания антигенов CD38 vs CD138.

Необходимо обратить внимание на такой важный 
факт, как отсутствие экспрессии синдекана 1 у неко
торых больных на части миеломных клеток (рис. 3). 
Несмотря на то что частота таких случаев невысока, 
факт является клинически значимым. Установлено, 
что больные ПКМ, у которых выявляется отчетливая 
пропорция клеток CD138, имеют худший прогноз, 
высокую вероятность развития рецидива и повышен
ный риск метастазирования [42–44].

В рамках стандартов лечения ПКМ возможно про
ведение таргетной терапии моноклональными анти
телами к антигенам CD38 (даратумумаб и SAR650984) 
и CD319 (элотузумаб / SLAMF7 и PDL241). На фоне 
проведения подобной терапии стандартное выявле
ние плазматических клеток с использованием анти
CD38антител становится затруднительным. В этом 
контексте важен поиск альтернативных маркеров 
плазматических клеток. В качестве потенциально воз
можных рассматривались маркеры CD229, CD54, 
CD319, CD269. В отдельных исследованиях установ
лено, что наиболее оптимальным из предложенных 

в отдельных ситуациях для выявления плазматических 
клеток считается использование CD229. Следует учиты
вать, что экспрессия всех указанных выше антигенов 
не является строго специфичной для клеток плаз
матического ряда и их использование для иденти
фикации клеток МОБ при ПКМ возможно только 
в комбинации с наиболее стандартными маркерами 
плазматических клеток, например CD138.

Кроме этого, может быть рассмотрена возмож
ность идентификации клеток МОБ с использовани
ем антиCD38диагностических антител другого 
клона, нежели использованные терапевтические 
антитела.

Таким образом, стандартом для большинства боль
ных ПКМ в настоящее время считается выявление 
плазматических клеток на основании CD38, CD138, 
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Рис. 3. Атипичная экспрессия CD138 на плазматических клетках 
костного мозга при плазмоклеточной миеломе. В данном случае у боль-
ного выявлено 3,5 % плазматических клеток в костном мозге (а), при 
этом большинство из них имели слабовыраженную экспрессию CD138, 
и только небольшая пропорция (менее 1,0 % плазматических клеток 
CD38+) была CD138++ (б) (выделена синим)
fig. 3. Atypical CD138 expression on bone marrow plasma cells in plasma 
cell myeloma. In this case, the patient revealed 3.5 % of plasma cells in the 
bone marrow (a), while most of them had mild CD138 expression, and only 
a small proportion (less than 1.0 % of CD38+ plasma cells) was CD138++ (б) 
(highlighted in blue)

а

б
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Рис. 4. Алгоритм проточно-цитометрического выделения клеток минимальной остаточной болезни при плазмоклеточной миеломе (согласно реко-
мендациям Международной группы по изучению множественной миеломы). На 1-м этапе исключается дебрис (разрушенные клетки и дуплеты) (а), 
далее в пределах миелокариоцитов выявляются клетки CD38++, т. е. клетки плазматической природы (б), которые в данном образце составили 
3,34 % в пределах миелокариоцитов. Затем область анализа корректируется с учетом экспрессии CD138 (в), количество CD38+CD138+-клеток 
в данном образце составляет 2,86 % в пределах миелокариоцитов. На следующем этапе выявляются плазматические клетки с отсутствием экс-
прессии антигена CD45, которые составляют 87,0 % всех клеток CD38+CD138+ или 2,48 % в пределах миелокариоцитов (г) (выделены синим цветом), 
все они CD19–CD56+CD117+ (д, е) (клетки целевой популяции выделены синим). На цитограммах ж, з оценено количество нормальных (не аберрант-
ных) плазматических клеток на основании выявления в пределах CD38+CD138+-плазматических клеток популяции CD19+ и CD45+CD56–, которые 
в данном случае составили 11,2 % в пределах плазматических клеток или 0,31 % всех миелокариоцитов 
fig. 4. Flow cytometric algorithm for minimal residual disease cell isolation in plasma cell myeloma (according to the recommendations of the International Multiple 
Myeloma Study Group). At the 1st stage, debris (destroyed cells and doublets) is excluded (a), and then CD38++ cells, i.e. cells of a plasma nature, are detected 
within the myelokaryocytes (б), which in this sample amounted to 3.34 %. Then the analysis area is adjusted taking into account the CD138 expression (в), the number 
of CD38+CD138+ cells in this sample is 2.86 % within myelokaryocytes. At the next stage, plasma cells with negative CD45 expression are detected, which constitute 
87.0 % of all CD38+CD138+ cells or 2.48 % within myelokaryocytes (г) (highlighted in blue), all of them are CD19–CD56+CD117+ (д, е) (cells of the target 
population are highlighted in blue). On cytograms ж, з the number of normal (non-aberrant) plasma cells was estimated based on the detection of CD19+ and 
CD45+CD56– population within CD38+CD138+ plasma cells, which in this case amounted to 11.2 % within plasma cells or 0.31 % of all myelocaryocytes
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CD45 и характеристик светорассеяния. Принципи
альной последовательностью при этом считается вы
явление популяции с коэкспрессией CD38 и CD138 
и только потом сужение области анализа в пределах 
CD38 vs CD45 (рис. 4).

Проточно-цитометрические панели выявления 
клеток минимальной остаточной болезни, маркеры 
аберрантности
Для корректной оценки количества клеток МОБ 

ПКМ необходимо правильное разграничение нор
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Таблица 1. Антигенный профиль нормальных и опухолевых плазмоцитов (адаптировано из [14])

Table 1. Antigenic profile of normal and tumor plasmocytes (adapted from [14])

АГ 
AG

Нормальный профиль экспрессии 
(процент АГ+ нормальных 
плазматических клеток) 

Normal expression profile (percentage 
of AG+ normal plasma cells) 

Аберрантный профиль 
Aberrant profile

Процент случаев 
плазмоклеточной 
миеломы с данной 

аберрацией 
The proportion of plasma cell 

myeloma cases with this 
aberration

Необходимость 
для диагностики 
и мониторинга 

The need for diagnosis 
and monitoring

CD19 АГ+ (˃70) 
AG+ (˃70) 

Отрицательный 
Negative

95 Необходимо 
Necessary

CD56 АГ– (˂15) 
AG– (˂15) 

АГ++ 

АG++ 75 Необходимо 
Necessary

CD117 АГ– (0) 
AG– (0) 

Положительный 
Positive

30 Рекомендовано 
Recommended

CD20 АГ– (0) 
AG– (0) 

Положительный 
Positive

 – Рекомендовано 
Recommended

CD28 АГ– / слабоположительная (˂15) 
AG– / weakly positive (˂15) 

АГ++ 

АG++ 15–45 Рекомендовано 
Recommended

CD27 АГ++ (100) 
AG++ (100) 

Слабоположительный 
или отрицательный 

Weakly positive or negative
40–50 Рекомендовано 

Recommended

CD81 АГ+ (100) 
AG+ (100) 

Слабоположительный 
или отрицательный 

Weakly positive or negative

Нет данных 
No data

Может быть 
использовано 

Can be used

CD200 Слабая экспрессия 
Weak expression

АГ++ 

АG++
Нет данных 

No data

Может быть 
использовано 

Can be used

Примечание. АГ – антиген. 
Note. AG ‒ antigen.

мальных и опухолевых плазмоцитов на основании 
аберрантного иммунофенотипа.

Более чем 10 лет назад Европейская рабочая груп
па по изучению миеломы рекомендовала в качестве 
наиболее надежных маркеров выявления опухолевых 
плазматических клеток оценку экспрессии антигена 
Вклеток CD19 и молекулы клеточной адгезии, явля
ющейся маркером субпопуляции NKклеток CD56. 
Также целый ряд антигенов был рекомендован на тот 
момент для разграничения нормальных и опухолевых 
плазмоцитов (табл. 1).

В ходе многочисленных исследований установле
но, что большинство нормальных плазматических кле
ток КМ иммунофенотипически гетерогенны по экс
прессии CD19 и CD45, негативны в отношении CD117 
и CD20, тогда как экспрессия антигенов CD27 и CD81 
достаточно отчетливая. Обязательным к включению 
в панель детекции МОБ ПКМ является маркер CD56, 
но необходимо учитывать, что, как и в случае с CD28, 
часть нормальных плазмоцитов могут экспрессировать 
данные антигены [45–47].

Использование 4–5параметрового анализа на 
 основании оценки в пределах целевой популяции 
CD38++CD138+CD45– / +клеток с одновременной оцен

кой антигенов CD19 и CD56 признано достаточным 
для выявления МОБ у 90 % больных ПКМ, при этом 
чувствительность метода составляет 10–4 [14].

Добавление к панели антигенов, перечисленных 
в табл. 1, и одновременное использование 6 парамет
ров позволяют достаточно уверенно различать опухо
левые и нормальные плазматические клетки в 95 % 
случаев ПКМ.

Наиболее интересными из них представляются 
антигены CD27 и СD81, демонстрирующие устойчи
вую яркую экспрессию на нормальных плазматиче
ских клетках, а также CD28, экспрессия которого не
типична для нормальных плазматических клеток.

Антиген CD27 достаточно широко представлен 
на лимфоцитах, в пуле Вклеток его экспрессия харак
теризует клетки герминальных центров, Вклетки па
мяти и плазматические клетки [48, 49].

Костимуляторный рецептор Тклеток, молекула 
CD28, играет значительную роль в регуляции имму
нитета. Гиперэкспрессия костимуляторной молекулы 
CD28 на клетках миеломы является чрезвычайно не
благоприятным фактором прогноза, способствуя дли
тельному выживанию CD28++плазматических кле
ток в стромальных нишах КМ. Эти данные позволяют 
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Таблица 2. Восьмипараметровая панель консорциума EuroFlow для диагностики плазмоклеточных опухолей

Table 2. EuroFlow consortium eight-parameter panel for the diagnosis of plasma cell tumors

Проба / флуорохром 
Sample / fluoroсhrome

PB PO fITc PE PercP-
cy5.5 Pecy7 APc APc-h7

1 CD45 CD138 CD38 CD28 CD27 CD19 CD117 CD81

2 CD45 CD138 CD38 CD56 β2m CD19 cyIgκ cyIgλ

Таблица 3. Восьмипараметровая панель консорциума EuroFlow для оценки минимальной остаточной болезни при плазмоклеточной миеломе

Table 3. EuroFlow consortium eight-parameter panel for minimal residual disease detection in plasma cell myeloma

Проба / флуорохром 
Sample / fluoroсhrome

BV-421 BV-510 fITc PE PercP-
cy5.5 Pecy7 APc APc–

c750

1 CD138 CD27 CD38 CD56 CD45 CD19 CD117 CD81

2 CD138 CD27 CD38 CD56 CD45 CD19 cyIgκ cyIgλ

рассматривать CD28 не только как аберрантный мар
кер плазматических клеток, но и как прогностический 
маркер, выявляющий наиболее длительно живущую, 
резистентную к терапии популяцию плазматических 
клеток [13, 50–54].

В контексте стандартизации подходов в ПЦдиаг
ностике, в том числе в выявлении плазматических 
клеток, наиболее значимым шагом является внедре
ние в клиническую практику панелей и методов ана
лиза, предложенных консорциумом EuroFlow [55].

На 1м этапе в рамках данного подхода для диаг
ностики опухолей плазмоцитарной дифференцировки 
была предложена панель из 2 проб (табл. 2).

Данный подход учитывал практически все необ
ходимые маркеры для аккуратного и точного выявле
ния и описания плазматических клеток при первич
ной диагностике. Однако для 100 % выявления клеток 
МОБ ПКМ на этапе регенерации КМ после высоко
дозной химиотерапии с трансплантацией стволовых 
клеток этого оказалось недостаточно.

Тогда для повышения эффективности разграниче
ния нормальных, регенерирующих и клональных плаз
матических клеток панель была специально адаптиро
вана под данные цели (табл. 3). При этом из протокола 
исключены антигены CD28, β2микроглобулин ввиду 
их меньшей роли в разграничении регенерирующих 
и клональных плазматических клеток (большая значи
мость в отношении прогноза при первичной диагно
стике). Результаты проспективного валидированного 
исследования 2 центров показали надежность и клини
ческую значимость предложенного метода [56].

Данный подход в настоящее время может считать
ся единственным стандартизованным методом выяв
ления опухолевых плазматических клеток.

Исследования в отношении абберантного имму
нофенотипа плазматических клеток продолжаются. 
Предполагалось, что полезным в отношении выявле
ния клеток МОБ ПКМ может оказаться антиген 
CD200, наиболее часто используемый в ПЦ для под
тверждения диагноза Вклеточного хронического лим
фолейкоза. Более чем в 70 % случаев ПКМ выявляют
ся аберрантные CD200++ / +плазматические клетки, 
значимые в отношении прогноза заболевания. Кроме 
этого, идет дискуссия о том, насколько необходима 
оценка клональности плазматических клеток при де
текции МОБ на основании выявления в цитоплазме 
легких цепей иммуноглобулинов. С учетом этого про
изводителями моноклональных антител предложен 
к использованию частично стандартизованный при 
выявлении плазмоклеточных опухолей и оценке МОБ 
при ПКМ 8параметровый протокол CD38 / CD45 /  
CD81 / CD27 / CD19 / CD200 / CD138 / CD56. Однако 
дальнейшие исследования не продемонстрировали 
повышения эффективности в выявлении клеток 
МОБ при ПКМ при добавлении к панели антигена 
CD200 [57].

Введение в практику ПЦ более высокого разреше
ния позволило к данному моменту апробировать кон
сорциуму EuroFlow протоколы, использующие более 
8 параметров, например 10цветный протокол, пред
лагающий к оценке следующую комбинацию антиге
нов: CD138 / CD27 / CD117 / CD38 / CD56 / CD45 / CD19 / 
 CyIgk / CyIg / CD81. Использование 10цветной ПЦ не
сомненно повысило чувствительность методики и обес
печило возможность одномоментного анализа боль
шинства важных для выявления МОБ маркеров ПКМ.

Важно, что использование таких многопараметро
вых подходов позволяет оценить количество клеток 
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МОБ при отсутствии данных по первичному образцу 
(в отличие от методов полимеразной цепной реакции 
и секвенирования нового поколения (NGS)) и может 
быть выполнено на любом этапе лечения больного.

Заключение
При составлении ПЦпанелей для диагностики 

клеток МОБ при ПКМ необходимо руководствоваться 
основными принципами выявления остаточных опухо
левых плазматических клеток. Наиболее информативным 
для выявления МОБ считается КМ. На 1м этапе анали
за необходимо использование как минимум 5 началь
ных параметров выявления анализируемой клеточной 
популяции: CD38, CD138, CD45, прямое и боковое 
светорассеяние в одной и той же аликвоте. Такой 
принцип позволяет наиболее точно идентифицировать 
плазматические клетки. Второй этап – анализ экс
прессии потенциально аберрантных фенотипических 
маркеров с детальной оценкой не просто факта 
их выявления и процента антигенположительных 
аберрантных плазматических клеток, а детализации 
интенсивности экспрессии по сравнению с иммуно
фенотипом неопухолевых плазматических клеток 

(полученным с использованием того же инструмента 
и параметров). В качестве минимального предела об
наружения ре комендован уровень 0,001 %, соответ
ственно количество анализируемых клеток должно 
составлять 3–5 × 106 мие локариоцитов. Клинически 
значимым порогом позитивности является 0,01 % плаз
матических клеток с аберрантным иммунофенотипом 
(клетки МОБ) в пределах миелокариоцитов. Мини
мально допустима оценка 2 маркеров аберрантности 
CD19 и CD56. Наиболее оптимальна дополнительная 
оценка антигенов CD117, CD27 и CD81.

Таким образом, идеальная проба для разграниче
ния нормальных плазматических клеток и опухолевых 
плазмоцитов и, соответственно, для оценки количества 
клеток МОБ представляет собой комбинацию из 8 ан
тигенов, что диктует необходимость использования 
в клинической практике не менее 8параметровой ПЦ. 
При описании результатов исследования количествен
но следует указывать процентное содержание всех плаз
матических клеток КМ, процентное содержание 
как нормальных, так и опухолевых плазматических 
клеток от общего количества всех плазматических кле
ток КМ и от общего числа миелокариоцитов.
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