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Лазер 

Детектор FSC 

Детектор SSC Детекторы флюоресценции 

FSC ~ размер 

SSC ~ гранулярность 

Проточная цитометрия 



ДНК-цитометрия 

Костный мозг 
Периферическая кровь 

диплоидные клетки (G0/G1) 

S-фаза 

тетраплоидные клетки (G2/M) 



ДНК-цитометрия ОЛЛ 

ДНК-индекс = 
количество ДНК в опухолевых клетках 

количество ДНК в нормальных диплоидных клетках 

опухолевые клетки 

опухолевые клетки 

ДНК-индекс = 1 
ДНК-индекс > 1 

ДНК-индекс < 1 



1-цветная цитометрия 

2-цветная цитометрия 



1-цветная цитометрия 

2-цветная цитометрия 

3-цветная цитометрия 

FACScan 



1-цветная цитометрия 

2-цветная цитометрия 

3-цветная цитометрия 

4-цветная цитометрия 

FACScan 

FACS Calibur 



1-цветная цитометрия 

2-цветная цитометрия 

3-цветная цитометрия 

4-цветная цитометрия 
Многоцветная 

цитометрия (4-6 цветов) 

FACScan 

FACS Calibur 



1-цветная цитометрия 

2-цветная цитометрия 

3-цветная цитометрия 

4-цветная цитометрия 
Многоцветная 

цитометрия (4-6 цветов) 

Цитометрия высокого 
разрешения (6+ цветов) 

FACScan 

FACS Calibur 



1-цветная цитометрия 

2-цветная цитометрия 

3-цветная цитометрия 

4-цветная цитометрия 
Многоцветная 

цитометрия (4-6 цветов) 

Цитометрия высокого 
разрешения (6+ цветов) 

FACScan 

FACS Calibur 

Анализ спектра 
флуоресценции 

Акустическая 
цитометрия 

Визуализационная 
цитометрия 



1-цветная цитометрия 

2-цветная цитометрия 

3-цветная цитометрия 

4-цветная цитометрия 
Многоцветная 

цитометрия (4-6 цветов) 

Цитометрия высокого 
разрешения (6+ цветов) 

FACScan 

FACS Calibur 

Анализ спектра 
флуоресценции 

Акустическая 
цитометрия 

Цитометрия 
следующего поколения 

Визуализационная 
цитометрия 



Задачи иммунофенотипирования ОЛ 

Доказать, что исследуемые клетки опухолевые 

 

Классифицировать ОЛ 

 

Мониторировать МОБ 

 

Определить наличие мишеней для таргетной 

терапии 



Лейкоз-ассоциированные иммунофенотипы 



Лейкоз-ассоциированные иммунофенотипы 



Поражение костного мозга у пациентов с солидными 
опухолями 

Нейробластома  Альвеолярная рабдомиосаркома 

Саркома Юинга 



Диагноз 

Классификация 

Прогноз 

Мониторинг 

Патогистология 

Цитоморфология 

Цитогенетика 

Молекулярная 

генетика 

Клинические 

симптомы 

Многоцветная 

проточная 

цитометрия 

ОЛЛ 



Иммунофенотипические классификации ОЛЛ  

EGIL (M.C. Bene et al, Leukemia, 1995) 
 В-линейные ALL 

BI-ALL  

BII-ALL 

BIII-ALL 

BIV-ALL 

 Т-линейные ALL  

TI-ALL 

TII-ALL 

TIII-ALL 

TIV-ALL 

 

ВОЗ (J.W. Vardiman et al, Blood, 2009) 
 В-лимфобластный лейкоз/лимфома 

 Т-лимфобластный лейкоз/лимфома 

 Острые лейкозы неясной линейности 

Острый недифференцированный лейкоз 

Острые лейкозы смешанной линейности 

Острые гибридные лейкозы 

 

Острый бифенотипический лейкоз 

 

Острый билинейный лейкоз 

 

NK-ALL 

 

Острый недифференированный лейкоз 



BIV-ОЛЛ 

В-линейные ОЛЛ 

iµ/iκ/iλ- 
iµ/iκ/iλ+ 

CD10- CD10+ 

µ/κ/λ- µ/κ/λ+ 

BI-ОЛЛ BII-ОЛЛ 

BIII-ОЛЛ 



Потенциально прогностически значимые маркеры при ВП-ОЛЛ 

 CD10 
 

 CD20 
 

 Поверхностные миелоидные антигены (CD13, CD33, CD117, CD15) 
 

Миелопероксидаза 
 

 CD45 
 

 NG2 

Потенциальные мишени для таргетной терапии 

 CD19 
 

 CD20 
 

 CD22 
 

 CD38 
 

 CD52 



BIV-ОЛЛ / ОЛ Бѐркитта 

В-линейные ОЛЛ 

iµ/iκ/iλ- 
iµ/iκ/iλ+ 

CD10- CD10+ 

µ/κ/λ- µ/κ/λ+ 

BI-ОЛЛ BII-ОЛЛ 

BIII-ОЛЛ 



Пациенты с BIV-ОЛЛ (n=54) 

И.А. Демина и соавт., Онкогематология, 2017, №4 

Цитогенетические данные 

Цитоморфологические данные 



ЛБ 

ВП-ОЛЛ 

Сопоставление иммунофенотипа ЛБ и ВП-ОЛЛ: 

многомерный анализ 

И.А. Демина и соавт., Онкогематология, 2017, №1 



В-линейные ОЛЛ 

iµ/iκ/iλ- 
iµ/iκ/iλ+ 

CD10- CD10+ 

µ/κ/λ- 

µ/κ/λ+ 

BI-ОЛЛ BII-ОЛЛ 

BIII-ОЛЛ 

SSChighCD20++CD38++CD34-/+ 

CD10+/-CD45highCD58-µ++κ/λ++ 

BIV-ОЛЛ / ОЛЛ Бѐркитта 

SSClowCD45lowCD20+/-CD38+/- 

CD10+/-CD34+/-CD58++µ+/-κ/λ+/- 

BIV-ОЛЛ 



T-линейные ОЛЛ 

CD1a- CD1a+ 

CD2/5+ 

CD2-CD5- 

CD3high 

CD3low/- 

TCR+ TCR- 

TIII-ALL 

TII-ALL TIV-ALL 

TI-ALL 



TCR+ (8 пациентов, 4 события) 

TCR- (24 пациента, 6 событий) 

EF
S 

d a y s  

p=0,030 
0,21(0,18) 

0,62(0,13) 

CD1a- T-ОЛЛ 

TCR+ (16 пациентов, 4 события) 

TCR- (62 пациента, 4 события) 

EF
S 

d a y s  

p=0,045 

0,57(0,18) 

0,92(0,04) 

CD1a+ T-ОЛЛ 



TCR+ (8 пациентов, 4 события) 

TCR- (24 пациента, 6 событий) 

EF
S 

d a y s  

p=0,030 
0,21(0,18) 

0,62(0,13) 

CD1a- T-ОЛЛ 

TCR+ (16 пациентов, 4 события) 

TCR- (62 пациента, 4 события) 

EF
S 

d a y s  

p=0,045 

0,57(0,18) 

0,92(0,04) 

CD1a+ T-ОЛЛ 

CD1a-TCR+ (8 пациентов, 4 события) 

CD1a-TCR- & CD1a+TCR+ (40 пациентов, 10 событий) 

EF
S 

d a y s  

p=0,003 

0,21(0,18) 

0,60(0,11) 

0,92(0,04) 

CD1a+TCR- (62 пациента, 4 события) 



Стандартизация диагностики ОЛЛ 



Вопросы гематологии/онкологии и  
иммунопатологии в педиатрии, 2015, №1 

Онкогематология, 2016, №3 





Программа референса ОЛЛ-МБ 2015 







Диагностика рецидивов ОЛЛ 



CD34 CD20 

CD45 

CD10 CD10 

CD10 

CD45 

SSC 

Пациент М. (54,8% бластов) 



Сопоставление инициального фенотипа и фенотипа при 

рецидиве 

CD34 CD133 

CD19 CD45 

CD38 CD38 

NG2 

CD33 

Инициальная диагностика 

Рецидив 



CD34 

C
D

1
0
 

Пациент З. 

Диагноз 

День 33 

Рецидив 



SSC 

CD45 

CD22 

CD19 

CD10 

CD20 

iCD3 

iCD79a 

µ-цепь 

CD19 

iµ-цепь 

CD19 

CD15 

CD14 

CD64 

CD65 

CD13 

CD33 

iMPO 

iCD3 

CD133 

CD65 

HLA-DR 

NG2 

Инициальная диагностика 

Острые лейкозы с переключением линий 



SSC 

CD45 

CD22 

CD19 

CD10 

CD20 

iCD3 

iCD79a 

µ-цепь 

CD19 

iµ-цепь 

CD19 

CD15 

CD14 

CD64 

CD65 

CD13 

CD33 

iMPO 

iCD3 

CD133 

CD65 

HLA-DR 

NG2 

CD3 

CD19 

iCD22 

iMPO 

iCD79a 

iLysozyme 

NG2 

CD34 

CD8 

CD4 

CD7 

CD33 

CD34 

CD117 

CD13 

CD15 

CD64 

CD14 

CD16 

CD65 

CD133 

CD56 

SSC 

CD45 

Инициальная диагностика Рецидив 

Острые лейкозы с переключением линий 



CD45 

SSC 

CD45 

CD10 CD10 CD10 

CD10 CD10 CD10 
CD10 

CD19 CD58 CD34 

CD38 CD20 CD11a 

Иммунофенотипическая дианостика 

нейрорецидива 



Диагностика поражения ЦНС при ОЛЛ 



C
D

3
4

 

CD19 

C
D

4
5

 
КМ 

СМЖ 

Пациент Г. 

Выявление опухолевых клеток в СМЖ при В-

линейном ОЛЛ 



C
D

9
9

 

CD3 

C
D

2
 

КМ 

СМЖ 

CD45 

Пациент M. Пациент С. 

Выявление опухолевых клеток в СМЖ при Т-ОЛЛ 



N
G

2
 

C
D

6
5

 

C
D

3
3
 

КМ 

СМЖ 

Пациент Д. 

CD45 

Выявление опухолевых клеток в СМЖ при ОМЛ 



Вероятность рецидива 

в зависимости от ЦНС-статуса 

0,36(0,10) 

0,14(0,04) n=127 

n=23 

p=0,005 все пациенты 

0,35(0,11) 

0,11(0,04) n=110 

n=21 

p=0,002 пациенты с ВП-ОЛЛ 

В зависимости от данных ПЦ (+/-) 

0,25(0,06) 

0,13(0,04) n=97 

n=53 

p=0,017 все пациенты 

0,22(0,07) 

0,12(0,04) n=89 

n=42 

p=0,039 пациенты с ВП-ОЛЛ 
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ROC-кривая 

0,34(0,08) 

0,12(0,04) n=114 

n=36 

p=0,001 

0,33(0,09) 

0,10(0,04) n=103 

n=28 

p<0,001 

Пациенты  
с ВП-ОЛЛ 

y e a r s  
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Корреляция вероятности рецидива и абсолютного количества 
бластов в СМЖ 

1 - с п е ц и ф и ч н о с т ь  

ч
у

в
с

т
в

и
т

е
л

ь
н

о
с

т
ь

 

пороговый 
уровень (ПУ) 

ППК=0,66 
p=0,010 

ПУ=20/ml 

все пациенты 

1 - с п е ц и ф и ч н о с т ь  

ч
у

в
с

т
в

и
т

е
л

ь
н

о
с

т
ь

 

пороговый 
уровень (ПУ) 

ППК=0,65 
p=0,034 

ПУ=20/ml 

<20/ml 
≥20/ml 

<20/ml 
≥20/ml 

ROC-кривая 



C
D

1
0
 

КМ 

СМЖ 

CD45 

День 0 День 8 День 15 

День 0 День 15 

Мониторинг поражения ЦНС у пациента с ВII-ОЛЛ 



0,71(0,17) 

0,33(0,12) n=16 

n=7 

p=0,027 
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инициально ПЦ-позитивные (+/-) пациенты 

0,50(0,16) 

0,29(0,10) n=22 

n=10 

p=0,173 

y e a r s  
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ПЦ- 
ПЦ+ 

Прогностическое значение определения бластов в СМЖ (+/–) в 
последующих точках наблюдения 

ПЦ- 
ПЦ+ 

пациенты с инициальным количеством 
бластов в СМЖ ≥20/ml 



ОМЛ 

CD61/CD41/CD42a+ CD45-CD235a+ 

ОМЛ (М0-М5) ОМЛ-М6 ОМЛ-М7 



Пациент У. 

количество бластов снижается без терапии 

SSC SSC 

CD45 CD45 

Транзиторный миелопролиферативный 

синдром 

56,3% 

5,8% 



Аберрантные фенотипы при ЮММЛ 



Острые лейкозы 

Острый  

лимфобластный  

лейкоз 

Острый  

миелоидный  

лейкоз 



    Острые лейкозы неясной линейности 

Острые лейкозы 

Острый  

лимфобластный  

лейкоз 

Острый  

миелоидный  

лейкоз 



Острый  

бифенотипический  

лейкоз 

Острые лейкозы  

неясной линейности 

Острый  

билинейный  

лейкоз 

Острый  

недифференцированный 

лейкоз 



Острый  

бифенотипический  

лейкоз 

Острый  

билинейный  

лейкоз 

Острый лейкоз 

смешанной линейности 

(MPAL) 



Диагностика сложных случаев ОЛЛ 



Пациент С. 
C

D
1
0
 

CD20 CD20 

CD58 CD58 

09.2014 01.2015* 

*Данные предоставлены Л.В. Байдун 



CD58 

C
D

1
0
 

Пациент Д. 

07.2013 01.2014 



CD13 

CD33 

CD13 

CD33 

CD19 

CD19 

CD13 

CD33 

Пациент Д. 
07.2013 

01.2014 



ABL 

ETV6-RUNX1 

CD20 

CD10 

CD34 

CD10 

CD38 

CD10 

CD45 

CD10 

CD58 

CD10 

Пациент И.П. Пациент И.П. 

Данные предоставлены Т.Ю. Вержбицкой и Г.А. Цауром 



ABL 

ETV6-RUNX1 

ABL 

ETV6-RUNX1 

CD20 

CD10 

CD20 

CD10 

CD34 

CD10 

CD34 

CD10 

CD38 

CD10 

CD38 

CD10 

CD45 

CD10 

CD45 

CD10 

CD58 

CD10 

CD58 

CD10 

Пациент И.П. Пациент И.П. Пациент И.Д. Пациент И.Д. 

Данные предоставлены Т.Ю. Вержбицкой и Г.А. Цауром 



Мониторинг минимальной остаточной 

болезни 



Минимальная остаточная болезнь (minimal residual 
disease, MRD) – состояние, обусловливающее развитие 
рецидива и связанное с сохранением опухолевых клеток в 
крайне низких концентрациях, ниже предела 
чувствительности  морфологических методов  



Предельная 

чувствительность 

цитологического 

исследования 

Предельная 

чувствительность 

проточной цитометрии 

и ПЦР 

0 

0 

1 2 3 4 5 

1 

10-1 

10-2 

10-3 

10-4 

10-5 

10-6 

10-7 

Терапия Время наблюдения (годы) 

О
т

н
о
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т
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о
е 

к
о
л

и
ч

е
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в
о
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х
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л
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о
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Мониторинг МОБ 

Стратификационный Продолжительный 



Основные методы мониторинга МОБ 

Количественная полимеразная цепная реакция 

Определение химерного гена 

Определение химерного транскрипта 

Определение клональных перестроек генов тяжелых 
цепей ИГ и ТкР 

 
Многоцветная проточная цитометрия 



Проточная цитометрия 

Преимущества 
Воспроизводимость исследования 

Применимость (>95% ОЛЛ) 

Относительно низкая стоимость  

Относительно короткое время выполнения 

Дополнительная информация об опухолевых и нормальных 
клетках 

 

Недостатки 
Низкая чувствительность 3-4-цветной проточной цитометрии 

Сложность применения >6-цветной проточной цитометрии 

Сложность стандартизации 



CD10 

CD20 

Пациент Б. (день 36) 

73,00% 



C
D

1
0

 

CD58 

День 0 

День 0 

День 15 

День 15 

День 36 

День 36 

Пациент Ф. (SRG) 

Пациент П. (HRG) 

0,000% 0,000% 

55,692% 4,012% 



C
D

1
0

 

CD38 

CD45 

Пациент П. 

День 0 День 15 День 36 День 85 

9,669% 

0,102% 0,047% 



Мониторинг МОБ 

Деинтенсификация 

терапии 

Интенсификация 

терапии 



Мониторинг МОБ 

Деинтенсификация 

терапии 

Интенсификация 

терапии 

День 15 



Мониторинг МОБ 

Деинтенсификация 

терапии 

Интенсификация 

терапии 

День 15 

День 15 
День 36 
День 85 





Результаты определения MRD в группах стандартного и 
промежуточного риска на день 36 

группа стандартного риска группа промежуточного риска 



Результаты определения MRD в группах стандартного и 
промежуточного риска на день 36 

группа стандартного риска группа промежуточного риска 



Результаты определения MRD в группах стандартного и 
промежуточного риска на день 36 

группа стандартного риска группа промежуточного риска 





5% 





25% 





25% 





Пациенты с t(12;21)(p13;q22) 
EF

S 

День 36 

p=0,0006 

n=107 90,3(5,1) 

n=11 63,6(14,5) 

MRD<0,1% MRD≥0,1% 



День 15 (различные пороговые уровни) 

EF
S 

День 36 

p=0,0006 

n=107 90,3(5,1) 

n=11 63,6(14,5) 

MRD<0,1% MRD≥0,1% 

EF
S 

n=24 100 

n=97 83,4(5,7) 

p=0,0755 

MRD<0,01% 

MRD≥0,01% 

EF
S 

n=52 97,4(2,5) 

n=69 79,3(7,1) 

p=0,0125 

MRD<0,1% 

MRD≥0,1% 

Пациенты с t(12;21)(p13;q22) 





Внутрилабораторная стандартизация 

Различные комбинации антител 
Анализ данных разными 

специалистами 



Внутрилабораторная стандартизация 



1st I-BFM LMD Ring Trial (Декабрь 2007 г) 

BCP-ALL (n=23) 

Референтная группа 

Все 

лаборатории 

(n=18) 

Данные предоставлены 

 M.N. Dworzak 



2nd I-BFM LMD Ring Trial (Март 2010 г) 

Т-ALL (n=15) 

Референтная группа 

Все 

лаборатории 

(n=22) 

Данные предоставлены 

 M.N. Dworzak 











Определение МОБ 

Выявление иммунофенотипа,  

определенного при диагностике 

(LAIP) 

Метод «пустых мест» 

(Difference from normal) 

Определение МОБ 

CD2 

HLA-DR 

CD33 

CD14 

CD33 

CD14 

CD15 

CD34 

CD117 

Мониторинг МОБ при ОМЛ 



FITC PE ECD PC5.5 PC7 APC APC-A700 APC-A750 PB KrO 

LAIP CD15 Ly CD34 CD117 CD33 CD13, CD11a, CD64 CD14 CD11b HLA-DR CD45 

CFU CD38 CD371 CD34 CD117 CD33 CD99 CD123 CD45RA HLA-DR CD45 

Гармонизация в рамках EU-AML FLOW-MRD study group 



FITC PE ECD PC5.5 PC7 APC APC-A700 APC-A750 PB KrO 

LAIP CD15 Ly CD34 CD117 CD33 CD13, CD11a, CD64 CD14 CD11b HLA-DR CD45 

CFU CD38 CD371 CD34 CD117 CD33 CD99 CD123 CD45RA HLA-DR CD45 

Опухолевые клетки определяются среди: 

 CD34(+)-клеток 

 CD34(-)CD117(+)-клеток 

 CD34(-)CD117(-)CD33(+)-клеток 

Гармонизация в рамках EU-AML FLOW-MRD study group 



FITC PE ECD PC5.5 PC7 APC APC-A700 APC-A750 PB KrO 

LAIP CD15 Ly CD34 CD117 CD33 CD13, CD11a, CD64 CD14 CD11b HLA-DR CD45 

CFU CD38 CD371 CD34 CD117 CD33 CD99 CD123 CD45RA HLA-DR CD45 

Опухолевые клетки определяются среди: 

 CD34(+)-клеток 

 CD34(-)CD117(+)-клеток 

 CD34(-)CD117(-)CD33(+)-клеток 

Гармонизация в рамках EU-AML FLOW-MRD study group 

LAIP-комбинация CFU-комбинация 



FITC PE ECD PC5.5 PC7 APC APC-A700 APC-A750 PB KrO 

CFU CD38 CD371 CD34 CD117 CD33 CD99 CD123 CD45RA HLA-DR CD45 

Пробирка CFU 



FITC PE ECD PC5.5 PC7 APC APC-A700 APC-A750 PB KrO 

CFU CD38 CD371 CD34 CD117 CD33 CD99 CD123 CD45RA HLA-DR CD45 

Пробирка CFU 

CD45RA 

CLL-1 

CD34(+)-клетки 



FITC PE ECD PC5.5 PC7 APC APC-A700 APC-A750 PB KrO 

CFU CD38 CD371 CD34 CD117 CD33 CD99 CD123 CD45RA HLA-DR CD45 

Пробирка CFU 

CD45RA 

CLL-1 

Миелоидные клетки 

Лимфоидные  
клетки 

CD34(+)-клетки 



FITC PE ECD PC5.5 PC7 APC APC-A700 APC-A750 PB KrO 

CFU CD38 CD371 CD34 CD117 CD33 CD99 CD123 CD45RA HLA-DR CD45 

Пробирка CFU 

CD45RA 

CD38 

CLL-1 

CD99 

Миелоидные клетки 

Лимфоидные  
клетки 

CD34(+)-клетки 



FITC PE ECD PC5.5 PC7 APC APC-A700 APC-A750 PB KrO 

CFU CD38 CD371 CD34 CD117 CD33 CD99 CD123 CD45RA HLA-DR CD45 

Пробирка CFU 

CD45RA 

CD38 

CLL-1 

CD99 

Миелоидные клетки 

Лимфоидные  
клетки 

CD34(+)-клетки 



FITC PE ECD PC5.5 PC7 APC APC-A700 APC-A750 PB KrO 

CFU CD38 CD371 CD34 CD117 CD33 CD99 CD123 CD45RA HLA-DR CD45 

Пробирка CFU 

CD45RA 

CD38 

CLL-1 

CD99 

Миелоидные клетки 

Лимфоидные  
клетки 

CD34(+)-клетки 



Мониторинг МОБ в эру таргетной 

терапии 

Зачастую, основное показание для применение 

таргетных препаратов 
 

Критерий эффективности таргетной терапии 
 

Существенные проблемы при 

иммунофенотипировании 
 

 Блинатумумаб, анти-CD19CAR-T- клетки: CD19+ → CD19- 

 Ритуксимаб: CD20+ → CD20- 

 Эпратузумаб: CD22+ → CD22- 



CD10 

CD10 

CD58 

CD20 

CD10 

CD10 

CD58 

CD20 

CD10 

CD10 

CD45 

CD34 

Ритуксимаб 

Пациент Б. (14 лет) 



SSC 

CD45 

SSC 

FSC 

CD19 

CD34 

CD10 

CD20 

CD117 

CD33 

iIgM 

iCD79a 

IgM 

CD13 

MPO 

TdT 

- опухолевые бласты - B-лимфоциты 

99.8% CD19(+) 

Определение экспрессии CD19 



CD19 

C
D

1
0

 

рецидив рецидив 2 МОБ 



Мониторинг МОБ при терапии Блинатумумабом 

CD10 

CD19 

CD22 

CD34 

CD45 

CD38 

CD20 

CD24 

+ Inotuzumab 

ozogamicin 



PDL-1 

PDL-1 

PD1 

PD1 

Опухолевые  
бласты 

Опухолевые  
бласты 

CD3+CD8+ 
клетки 

CD3+CD8+ 
клетки 

ВП-ОЛЛ 

ОМЛ 

Экспрессия иммунорегуляторных молекул 



PDL-1 

PDL-1 

PD1 

PD1 

Опухолевые  
бласты 

Опухолевые  
бласты 

CD3+CD8+ 
клетки 

CD3+CD8+ 
клетки 

ВП-ОЛЛ 

ОМЛ 

PDL-2 

Экспрессия иммунорегуляторных молекул 



bcl-2 

CD3 

CD38 

CD45 

Определение экспрессии CD38  
для терапии Изатуксимабом 

Определение экспрессии bcl-2  
для терапии специфическим 
ингибитором 

Другие таргетные препараты в детской 

онкогематологии 



100% 

10% 

1% 

0,1% 

0,01% 

0,001% 

М
О

Б
 

Пациент А. 

ТГСК 

CAR-T 

Блинатумомаб 



100% 

10% 

1% 

0,1% 

0,01% 

0,001% 

М
О

Б
/В

П
 

Пациент А. 

ТГСК 

CAR-T 

Блинатумомаб 



100% 

10% 

1% 

0,1% 

0,01% 

0,001% 

Пациент А. 

ТГСК 

CAR-T 

Блинатумомаб 

CD10 

CD20 

CD10 CD10 CD10 CD10 CD10 

CD34 CD19 CD38 CD58 CD45 

М
О

Б
/В

П
 



100% 

10% 

1% 

0,1% 

0,01% 

0,001% 

Пациент А. 

ТГСК 

CAR-T 

Блинатумомаб 

CD10 

CD34 

CD10 CD10 CD10 CD24 

CD19 CD38 CD45 CD22 

М
О

Б
/В

П
 



100% 

10% 

1% 

0,1% 

0,01% 

0,001% 

Пациент А. 

ТГСК 

CAR-T 

Блинатумомаб 

CD19 

SSC 

CD34 

CD38 

CD45 

CD10 

М
О

Б
/В

П
 



100% 

10% 

1% 

0,1% 

0,01% 

0,001% 

Пациент А. 

ТГСК 

CAR-T 

Блинатумомаб 

CD19 

SSC 

CD34 

CD38 

CD45 

CD10 

CD19 

SSC 

CD45 

CD34 

CD22 

CD24 

М
О

Б
/В

П
 



100% 

10% 

1% 

0,1% 

0,01% 

0,001% 

Пациент А. 

ТГСК 

CAR-T 

Блинатумомаб 

SSC 

CD19 

SSC 

CD22 

М
О

Б
/В

П
 



100% 

10% 

1% 

0,1% 

0,01% 

0,001% 

Пациент А. 

ТГСК 

CAR-T 

Блинатумомаб 

М
О

Б
/В

П
 



100% 

10% 

1% 

0,1% 

0,01% 

0,001% 

Пациент А. 

ТГСК 

CAR-T 

Блинатумомаб 

М
О

Б
/В

П
 



Выделение опухолевых клеток 



Выделение опухолевых клеток 

CD19-ориентированное 



Выделение опухолевых клеток 

CD19-ориентированное 



Выделение опухолевых клеток 

CD19-ориентированное 

CD10-ориентированное 

CD22-ориентированное 

CD22/CD24-ориентированное 



Выделение опухолевых клеток 

CD19-ориентированное 

CD10-ориентированное 

CD22-ориентированное 

CD22/CD24-ориентированное 

Осложнено при 
наличии перестроек 

гена KMT2A 

Осложнено при 
проведении CD22-

направленной терапии 



Выделение опухолевых клеток 

CD19-ориентированное 

CD10-ориентированное 

CD22-ориентированное 

CD22/CD24-ориентированное 

CD123? 
CD81? 
etc…? 

Осложнено при 
наличии перестроек 

гена KMT2A 

Осложнено при 
проведении CD22-

направленной терапии 



Выделение опухолевых клеток 

CD19-ориентированное 

CD10-ориентированное 

CD22-ориентированное 

CD22/CD24-ориентированное 

CD123? 
CD81? 
etc…? 

Осложнено при 
наличии перестроек 

гена KMT2A 

Осложнено при 
проведении CD22-

направленной терапии 

Выделение опухолевых клеток 



Выделение опухолевых клеток 

CD19-ориентированное 

CD10-ориентированное 

CD22-ориентированное 

CD22/CD24-ориентированное 

CD123? 
CD81? 
etc…? 

Осложнено при 
наличии перестроек 

гена KMT2A 

Осложнено при 
проведении CD22-

направленной терапии 

Выделение опухолевых клеток 

CD45-ориентированное 



Выделение опухолевых клеток 

CD19-ориентированное 

CD10-ориентированное 

CD22-ориентированное 

CD22/CD24-ориентированное 

CD123? 
CD81? 
etc…? 

Осложнено при 
наличии перестроек 

гена KMT2A 

Осложнено при 
проведении CD22-

направленной терапии 

Выделение опухолевых клеток 

CD45-ориентированное 

BB515 PE PE-CF594 PerCP APC APC-R700 APC-Alexa750 BV510 BV605 BV650 BV786 

CD10 CD22 CD34 CD20 CD19 CD16 CD45 CD38 CD58 CD123 CD24 



Многомерный анализ 



CD20 CD34 

CD38 CD45 

C
D

1
0

 

Мониторинг МОБ при ВП-ОЛЛ после ТГСК 



CD34 

CD10 

Выраженная «ранняя» В-линейная регенерация 



CD34 

CD10 

ВП-1 

Выраженная «ранняя» В-линейная регенерация 



CD34 

CD10 

ВП-1 
ВП-2 

Выраженная «ранняя» В-линейная регенерация 



CD34 

CD10 

ВП-1 
ВП-2 

ВП-3 

Выраженная «ранняя» В-линейная регенерация 



CD34 

CD10 

ВП-1 
ВП-2 

ВП-3 
??? 

Выраженная «ранняя» В-линейная регенерация 



CD34 

CD10 

ВП-1 
ВП-2 

ВП-3 
??? 

Выраженная «ранняя» В-линейная регенерация 



CD34 

CD10 

ВП-1 
ВП-2 

ВП-3 
??? 

CD34 

CD10 

ВП-1 
ВП-2 

ВП-3 

Выраженная «ранняя» В-линейная регенерация 



CD5 

CD3 

CD7 

CD99 

CD8 

CD4 

TCRαβ 

TCRγδ 

iCD3 

CD56 

CD45 

CD3 

CD7-positive cells: NK-cells, T-cells (αβ), T-cells (γδ), tumor blasts 

Мониторинг МОБ при Т-ОЛЛ после ТГСК 

FITC PE PE-CF594 PerCP APC APC-R700 APC-A750 BV510 BV605 BV650 BV786 

CD99 TCRγδ CD7 CD8 CD16+56 CD4 CD45 Syto 41 TCRαβ CD5 iCD3 CD3 



Связь иммунофенотипа опухолевых клеток с 

наличием молекулярно-генетических аберраций 



FSC 

SSC SSC SSC SSC SSC 

CD19 CD45 

CD33 

CD22 

SSC SSC SSC SSC SSC 

CD79a 

TdT MPO CD13 

CD3 cyt 

CD10 CD10 CD10 CD10 

Kappa 

Lambda 

Lambda cyt 

Kappa cyt 

CD19 CD19 
CD19 CD19 

CD20 

CD45 

CD34 CD58 

CD15 CD65 CD133 NG2 

Иммунофенотип ОЛЛ при наличии перестроек MLL 



S
S

C
 

CD45 

CD33 

CD13 

CD117 CD15 

CD14 CD7 CD11b CD66b 

CD34 

CD64 CD11c 

Lysozyme 

CD4 MPO 

Иммунофенотип ОМЛ при inv16 



Экспрессия NG2 при перестройках гена KMT2A 



Экспрессия NG2 при перестройках гена KMT2A 



Экспрессия NG2 при перестройках гена KMT2A 

Дети младше 1 года 

Дети старше 1 года 

ОЛЛ 

ОЛЛ ОМЛ 

ОМЛ 



Экспрессия NG2 при перестройках гена KMT2A 

Дети младше 1 года 

Дети старше 1 года 

ОЛЛ 

ОЛЛ ОМЛ 

ОМЛ 

N
G

2
-п

о
зи

ти
вн

ы
е 

кл
ет

ки
 (

%
) 



Оценка иммунофенотипа клеток по MFI 

Суммарная оценка фенотипа 
конкретной популяции 



Оценка иммунофенотипа клеток по MFI 

Суммарная оценка фенотипа 
конкретной популяции 

Сравнение иммунофенотипа с базой 
данных 



Иммунофенотип опухолевых клеток при наличии 
перестройки ETV6-RUNX1 



Иммунофенотип опухолевых клеток при наличии 
перестройки ETV6-RUNX1 



Иммунофенотип опухолевых клеток при наличии 
перестройки ETV6-RUNX1 



Иммунофенотип 
опухолевых клеток 

при наличии 
перестройки  
ETV6-RUNX1 



Иммунофенотип 
опухолевых клеток 

при наличии 
перестройки  
ETV6-RUNX1 



Иммунофенотип опухолевых клеток при наличии 
перестройки ETV6-RUNX1 

Анализ всего иммунофенотипа 
Анализ экспрессии антигенов, 

ассоциированных с ВП-ОЛЛ 



Иммунофенотип опухолевых клеток при наличии 
перестройки ETV6-RUNX1 

Анализ всего иммунофенотипа 
Анализ экспрессии антигенов, 

ассоциированных с ВП-ОЛЛ 



Иммунофенотип опухолевых клеток при наличии 
перестройки ETV6-RUNX1 

Анализ всего иммунофенотипа 
Анализ экспрессии антигенов, 

ассоциированных с ВП-ОЛЛ 



Анализ всего иммунофенотипа 
Анализ экспрессии антигенов, 

ассоциированных с ВП-ОЛЛ 

Иммунофенотип опухолевых клеток при наличии 
перестройки ETV6-RUNX1 



Анализ всего иммунофенотипа 
Анализ экспрессии антигенов, 

ассоциированных с ВП-ОЛЛ 

Иммунофенотип опухолевых клеток при наличии 
перестройки ETV6-RUNX1 



Анализ всего иммунофенотипа 
Анализ экспрессии антигенов, 

ассоциированных с ВП-ОЛЛ 

Иммунофенотип опухолевых клеток при наличии 
перестройки ETV6-RUNX1 



FlowSOM 

t-SNE 

GMM 

PCA 

Наиболее распространенные программные алгоритмы 



Проточная сортировка клеток 



+ - 

Слив 



+ - 

Слив 



+ - 

Слив 



+ - 

Слив 



+ - 

Слив 

drop delay 



CD10 

CD10 

CD10 

CD38 

CD45 

CD20 



CD10 

CD10 

CD10 

CD38 

CD45 

CD20 



CD10 

CD10 

CD10 

CD38 

CD45 

CD20 

CD10 

CD34 



CD10 

CD10 

CD10 

CD38 

CD45 

CD20 

CD10 

CD34 

SSC 

SSC 

FSC 



CD10 

CD10 

CD10 

CD38 

CD45 

CD20 

CD10 

CD34 

SSC 

CD10 

SSC 

FSC 



CD10 

CD10 

CD10 

CD38 

CD45 

CD20 

CD10 

CD34 

CD10 

CD34 

SSC 

CD10 

SSC 

FSC 



CD10 

CD10 

CD10 

CD38 

CD45 

CD20 

CD10 

CD34 

CD10 

CD34 

SSC 

CD10 

SSC 

FSC 

ДНК-цитометрия 

Костный мозг 

Отсортированные  

бласты 



CD10 

CD10 

CD10 

CD38 

CD45 

CD20 

Клональные 

перестройки  

генов IgH 

CD10 

CD34 

CD10 

CD34 

SSC 

CD10 

SSC 

FSC 

ДНК-цитометрия 

Костный мозг 

Отсортированные  

бласты 



Мониторинг МОБ при терапии Блинатумумабом 

CD19 CD19 

CD10 CD10 

CD20 CD20 

CD10 CD10 

CD34 CD34 

CD10 CD10 

CD45 CD45 

CD10 CD10 

CD38 CD38 

CD10 CD10 

CD22 CD22 

CD10 CD10 



СD10 

CD22 

СD19 

СD19 

CD19-CD22+ клетки 



СD10 

CD22 

СD19 

СD19 

CD22 

СD19 

сортировка 

CD19-CD22+ клетки 



СD10 

CD22 

СD19 

СD19 

CD22 

СD19 

сортировка 

донорский химеризм – 97% 

CD19-CD22+ клетки 



Сортер ≠ цитометр 



CD45 

CD45 

CD45 CD45 

SSC SSC 

CD33 CD33 CD33 

CD19 CD19 CD19 

Сортер vs цитометр 



FACS Canto II 

SSC 

CD22 



FACS Canto II 

CD10 

CD19 

CD34 

CD22 

SSC 

CD22 



FACS Canto II MoFlo XDP 

CD10 

CD19 

CD10 

CD19 

CD10 

CD34 

CD34 

CD22 

SSC 

CD22 

SSC 

CD22 



FACS Canto II MoFlo XDP 

Navios 

CD10 

CD19 

CD10 

CD19 

CD10 

CD34 

CD34 

CD22 

SSC 

CD22 

SSC 

CD22 

CD19 

CD10 

CD19 

CD10 

CD34 

CD10 



FACS Canto II MoFlo XDP 

Navios 

CD10 

CD19 

CD10 

CD19 

CD10 

CD34 

CD34 

CD22 

SSC 

CD22 

SSC 

CD22 

CD19 

CD10 

CD19 

CD10 

CD34 

CD10 



CD10 CD10 

CD19 CD19 

CD45 CD45 

SSC SSC 

FACS Aria FACS Canto II 

Сортер vs цитометр 



FACS Canto II 

CD45 

SSC 

CD7 

SSC 

CD45 

CD56 

Пациент М. (плевральный выпот) 



FACS Canto II SH800 

CD45 

SSC 

CD45 

SSC 

CD7 

SSC 

CD7 

SSC 

FSC 

SSC 

CD45 

CD56 

CD45 

CD56 

Пациент М. (плевральный выпот) 



FACS Canto II FACS Canto II SH800 

CD45 

SSC 

CD45 

SSC 

CD45 

SSC 

CD7 

SSC 

CD7 

SSC 

CD7 

SSC 

FSC 

SSC 

CD45 

CD56 

CD45 

CD56 

CD45 

CD56 

99,4% 

Пациент М. (плевральный выпот) 





IGF1R 
FLT1 



Перспективы развития иммунофенотипирования ОЛ 

 Определения профиля экспрессии антигенов 

 

 

 

 

 Автоматизация и стандартизация диагностики 

 Определение связи антигенного профиля с генетическими нарушениями 

 Определение клинически значимого антигенного профиля 

 Выявление минорных субпопуляций опухолевых клеток и ЛСК 

 Мониторинг МОБ 

 Определение показаний и мишеней для таргетной терапии 

 Обогащение опухолевой популяции для молекулярно-генетических 

исследований 



Ультрамногоцветные цитометры 

LSR Fortessa X20 



Ультрамногоцветные цитометры 

LSR Fortessa X20 Cytoflex LX 

ZE5 (Yeti) 



Ультрамногоцветные цитометры 

LSR Fortessa X20 Cytoflex LX 

ZE5 (Yeti) FACS Symphony 



Spectral Un-
mixing 

Laser Module 

Spectral Data 

500 DCLP 

V2 

V1 

32-Channel 
PMT 

(500-800 nm) 

Parametric Data Flow Cell Chip Prism Array 

488 nm 

638 nm 
405 nm 

420-440 nm 

450-470 nm 

Спектральный анализатор 



Спектральный анализатор 
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Молекулярная генетика: 

Зеркаленкова Е.А. 

Мирошниченкова А.В. 

Ольшанская Ю.В. 

Данные пациентов и статистика: 

Лагойко С.Н. 

Румянцева Ю.В. 

Быданов О.И. 

Червова А.А. 

Сортировка клеток: 

Жогов В.В. 

Семченкова А.А. 

Определение химеризма: 

Бриллиантова В.В. Ценные советы: 

Barbara Buldini (Padova) 

Giuseppe Basso (Padova) 

Michael Dworzak (Vienna) 

Angela Schumich (Vienna) 

Благодарность  

Биоинформатика: 

Бочарова Н.А. (BD) 

Andrea Zangrando (Padova) 


