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РЕФЕРАТ
Оценка минимальной остаточной болезни (МОБ) мето-
дом многоцветной проточной цитометрии (МПЦ)  — ак-
тивно развивающееся направление лабораторных ис-
следований. В последние годы оно приобрело особую 
ценность для врачей-гематологов. Хотя исследование 
плазматических клеток у больных множественной мие-
ломой с помощью МПЦ достаточно хорошо стандарти-
зовано, существуют различия в методиках пробопод-
готовки материала для исследования, в используемых 
сочетаниях моноклональных антител, а также анализе 
цитометрических данных. В настоящей статье обобще-
ны основные международные и отечественные данные 
об исследовании плазматических клеток методом МПЦ; 
представлен собственный опыт анализа МОБ при мно-
жественной миеломе за последние несколько лет.
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ABSTRACT
The assessment of minimal residual disease (MRD) by mul-
ticolor flow cytometry (MFC) is a rapidly growing area of 
laboratory studies. In recent years, it has become particu-
larly valuable for hematologists. Although the MFC analysis 
of plasma cells in multiple myeloma patients is sufficiently 
standardized, there are differences in methods of sample 
preparation, monoclonal antibody combinations being used 
as well as in cytometric data evaluation. The present paper 
summarizes the key international and domestic data on the 
MFC analysis of plasma cells and documents the authors’ 
own experience with MFC analysis in multiple myeloma over 
the last few years.
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ВВЕДЕНИЕ

Множественная миелома (ММ) — это злокачественная 
опухоль, морфологическим субстратом которой явля-
ются плазматические клетки (ПК), продуцирующие 
моноклональный иммуноглобулин. Частота  ММ 
составляет приблизительно 1 % всех случаев злокаче-
ственных новообразований и 13  % гемопоэтических 
опухолей [1]. Согласно данным А.Д. Каприна и соавт., 
в 2019 г. зарегистрировано 4698 новых случаев ММ в 
РФ, а «грубый» показатель заболеваемости в 2019 г. со-
ставил 3,2 случая на 100 000 населения [2]. Возрастная 
медиана заболеваемости ММ составила 63 года [3].

Применение новых программ лечения, включа-
ющих современные лекарственные препараты, и вне-
дрение высокодозной химиотерапии с последующей 
трансплантацией аутологичных гемопоэтических 
стволовых клеток (аутоТГСК) позволили увеличить 
медиану общей выживаемости пациентов с ММ 
стандартного риска до 7 лет и более [4]. Однако такие 
достижения, к сожалению, не исключают развития 
рецидивов заболевания. В связи с этим возникла 
необходимость в более глубокой оценке полноты 
ремиссии, что и было рекомендовано Международной 
рабочей группой по ММ (IMWG) в 2016 г. [5].

Особое место в дифференциальной диагностике 
плазмоклеточных опухолей и определении мини-
мальной остаточной болезни (МОБ) при ММ занимает 
многоцветная проточная цитометрия (МПЦ). МОБ-
статус у пациентов с ММ  — значимый прогностиче-
ский фактор. Это подтверждено многочисленными 
исследованиями независимо от метода, которым 
МОБ была оценена: МПЦ [6, 7] или секвенирование 
нового поколения [10]. Так, в 2017  г. И.В.  Гальцева и 
соавт. показали, что вероятность развития иммуно-
химического рецидива была меньше у пациентов с 
ММ, у которых МОБ не выявлялась с помощью МПЦ 
как до аутоТГСК (p = 0,016), так и на 100-й день после 
аутоТГСК (p  =  0,024) [11]. Согласно исследованию 
М.В.  Соловьева и соавт., у больных с МОБ-отрица-
тельным статусом, определенным с использованием 
МПЦ на 100-й день после аутоТГСК, 2-летняя безре-
цидивная выживаемость была значимо выше, чем у 
пациентов с МОБ-положительным статусом (52,9 vs 
37,2  %; p  =  0,05) [12]. В метаанализе, выполненном 
N.C. Munshi и соавт., продемонстрировано, что дости-
жение МОБ-отрицательного статуса связано с луч-
шими показателями выживаемости при лечении как 
впервые диагностированной ММ, так и рецидивов/
рефрактерной ММ [13].

Учитывая ценность цитометрического иссле-
дования ПК при ММ, есть необходимость в стан-
дартизации этого метода. Существует ряд подходов 
и протоколов по определению аберрантных ПК с 
помощью метода МПЦ. Международное общество по 
клинической цитометрии и Европейское общество 
по клиническому анализу клеток (The International 
Clinical Cytometry Society and European Society for Clin-
ical Cell Analysis, ICCS-ESCCA) организовали группу по 
разработке консенсусного руководства, касающегося 
ключевых факторов исследования ПК методом МПЦ. В 
2016 г. опубликованы рекомендации по определению 

Таблица 1. Критерии диагностики симптоматической ММ

Критерий
1 Присутствие ≥ 10 % клональных ПК в КМ или наличие подтверж-

денной биопсией костной/экстрамедуллярной плазмоцитомы 
и ≥ 1 из обозначенных ниже симптомов, обусловленных ММ:

	z гиперкальциемия: уровень кальция в сыворотке > 11,5 мг/дл 
(> 2,75 ммоль/л)

	z дисфункция почек: уровень креатинина в сыворотке  
> 2 мг/дл (> 173 ммоль/л), клиренс креатинина < 40 мл/мин

	z анемия: нормохромная нормоцитарная, концентрация 
гемоглобина на 2 г/дл (20 г/л) меньше нижней границы 
нормы или < 10 г/дл (< 100 г/л)

	z ≥ 1 остеолитического очага, в т. ч. подтвержденного 
данными рентгенографии костей, спиральной КТ или ПЭТ/КТ

	z количество клональных ПК > 60 % в КМ
	z аномальное соотношение СЛЦ иммуноглобулинов: ≥ 100 или 

≤ 0,01
	z > 1 очага поражения КМ, выявленного при МРТ костей

2 Другие симптомы: гипервязкость, амилоидоз, частые бактери-
альные инфекции (> 2 эпизодов в течение 12 мес.)

КМ — костный мозг; ММ — множественная миелома; ПК — плазма-
тические клетки; ПЭТ/КТ — позитронно-эмиссионная томография, 
совмещенная с компьютерной томографией; СЛЦ — свободные легкие 
цепи.

аберрантных ПК, в которых описаны сочетания моно-
клональных антител, требования к качеству образца, 
процессу пробоподготовки и необходимое количество 
событий, которое нужно проанализировать, чтобы 
достичь высокого уровня чувствительности метода 
МПЦ [14].

В настоящей статье представлены международные 
рекомендации и собственный опыт ФБГУ «НМИЦ ге-
матологии» МЗ РФ по определению аберрантных ПК 
при ММ методом МПЦ как в дебюте заболевания, так 
и при выявлении МОБ.

ДИАГНОСТИКА МНОЖЕСТВЕННОЙ МИЕЛОМЫ

Согласно современным международным и нацио-
нальным клиническим рекомендациям, диагностика 
ММ требует комплексного подхода, проведения ряда 
клинико-лабораторных и инструментальных иссле-
дований. Критерии симптоматической формы ММ 
приведены в табл. 1 [3–5, 15–17].

В основе диагностики ММ лежит выявление 
клональных ПК в костном мозге (КМ) ≥  10  % или 
экстрамедуллярной плазмоцитомы, подтвержденной 
биопсией. Кроме того, важно обнаружение одного 
или более признаков, определяющих ММ (см. табл. 1): 
CRAB-синдром либо один биомаркер злокачествен-
ности или более (клональные ПК  >  60 % в КМ, ано-
мальное соотношение свободных легких цепей имму-
ноглобулинов ≥  100 или ≤  0,01, >  1  очага поражения 
КМ, выявленного при МРТ костей). В перечисленных 
в табл.  1  критериях указано, что обнаруженные ПК 
должны быть клональными. Под клональностью в 
этом случае понимается κ- или λ-рестрикция легких 
цепей иммуноглобулинов, обнаруженная методами 
иммуногистохимического (ИГХ) исследования ПК в 
трепанобиоптате или проточной цитометрии клеток 
КМ. Если не удается получить трепанобиоптат хоро-
шего качества, когда результаты гистологического и 
ИГХ-исследований сложно трактовать, необходимо 
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Таблица 2. Частота обнаружения антигенов на нормальных и аберрантных ПК (цит. по [23])

Антиген
Экспрессия антигенов 

на нормальных ПК

Частота экспрессии 
антигена 

на нормальных ПК
Экспрессия антигена 

на миеломных клетках

Частота аберрантной 
экспрессии антигена 

на миеломных клетках
CD38 Положительная (высокая) 100 % Слабее, чем на нормальных ПК 80 %

CD19 Положительная > 70 % Отсутствует 96 %

CD56 Отсутствует < 15 % Положительная 60–75 %

CD45 Гетерогенная 94 % Отрицательная 80 %

CD20 Отсутствует 0 % Слабоположительная 17–30 %

CD27 Строго положительная 100 % Слабая или отсутствует 40–50 %

CD117 Отсутствует 0 % Положительная 30–32 %

CD81 Положительная 100 % Слабая или отсутствует 55 %

CD33 Отсутствует 0 % Положительная 18 %

CD200 Слабоположительная 49 % Высокая ≥ 70 %

CD54 Положительная 100 % Слабая 60–80 %

CD28 Отсутствует или слабая < 15 % Положительная 15–45 %

CD307 Отсутствует 0 % Высокая Нет данных

ПК — плазматические клетки.

дополнительно провести исследование ПК методом 
МПЦ [18, 19]. Кроме того, результаты цитометриче-
ского анализа ПК имеют прогностическое значение. 
Так, в работах E. Perez-Persona и соавт. показано, что 
если доля опухолевых ПК от всех ПК > 95 %, то веро-
ятность прогрессирования в симптоматическую ММ 
в течение 5 лет больше у пациентов как  с монокло-
нальной гаммапатией неясного значения (25 vs 5  %; 
p < 0,001), так и с тлеющей ММ (64 vs 8 %; p < 0,001) 
[20].

Таким образом, МПЦ является важным вспомога-
тельным диагностическим методом при ММ и способ-
ствует подтверждению диагноза в сложных случаях, 
нуждающихся в дифференциальной диагностике.

ИММУНОФЕНОТИП НОРМАЛЬНЫХ 
И ОПУХОЛЕВЫХ ПЛАЗМАТИЧЕСКИХ КЛЕТОК

Нормальные  ПК являются терминальной стадией 
созревания B-клеток. По мере дифференцировки 
B-клеток в ПК происходит изменение экспрессии 
антигенов на поверхности клетки. Так, начинает 
появляться экспрессия CD138 (синдекана-1) — основ-
ного маркера ПК и увеличиваться экспрессия CD38. 
CD38  принимает участие в метаболизме никотина-
миддинуклеотида, а также является регулятором 
внутриклеточного содержания кальция [21]. Этот 
антиген экспрессируется на многих клетках: B-кле-
точных и миелоидных предшественниках, активи-
рованных Т-клетках; однако наибольшая плотность 
экспрессии характерна именно для ПК. Кроме того, 
по мере созревания B-клеток в ПК происходит потеря 
B-клеточных маркеров CD20, CD22, а реактивные ПК 
могут утрачивать экспрессию B-клеточного маркера 
CD19 [22].

ММ  — заболевание, характеризующееся неопла-
стической пролиферацией одного клона ПК. Мие-
ломные клетки — это опухолевый аналог ПК, поэтому 
для них также характерна экспрессия CD138 и высокая 
экспрессия CD38. Однако вследствие генетических 

поломок, происходящих в миеломных клетках, на их 
поверхности начинают появляться белки, которые на 
нормальных ПК отсутствуют, и наоборот, отсутствуют 
антигены, которые должны быть на нормальных 
ПК. Такое сочетание аномальной экспрессии белков 
на миеломных клетках называют аберрантным 
иммунофенотипом. Другим отличием миеломных 
клеток от нормальных ПК является их клональность. 
Нормальные  ПК поликлональны и характеризуются 
тем, что каждый клон синтезирует определенный тип 
иммуноглобулина с уникальной антигенспецифичной 
областью.

Как известно, иммуноглобулины состоят из 
тяжелых и легких цепей, причем выделяют два типа 
легких цепей: κ и λ. Поскольку в процессе созревания 
B-клетки выбор легкой цепи происходит случайным 
образом, то и соотношение ПК с легкой κ-цепью и с 
легкой λ-цепью составит примерно 1:1. По данным 
G.E. Marti и соавт., это соотношение κ/λ может в норме 
варьировать от 1:3 до 3:1 [22]. Миеломные клетки яв-
ляются потомками одной единственной опухолевой 
клетки, поэтому в их популяции можно обнаружить 
только κ- или только λ-легкие цепи, что служит 
доказательством клональности миеломных клеток. 
В крайне редких случаях опухолевая популяция может 
быть представлена двумя дискретными клонами: 
одна с легкой κ-цепью и одна с легкой λ-цепью. В таких 
ситуациях соотношение κ/λ может быть нормальным. 
Однако анализ иммунофенотипа отдельных попу-
ляций ПК покажет, что они действительно являются 
двумя отдельными клонами миеломных клеток.

Таким образом, в основе диагностики ММ и выяв-
ления МОБ при ММ методом проточной цитометрии 
лежит обнаружение ПК с аберрантным иммунофе-
нотипом и определение их клональности по легким 
цепям иммуноглобулинов.

Аберрантная экспрессия основных антигенов, 
которые анализируются в процессе диагностики и 
мониторинга МОБ при ММ, представлена в табл.  2. 
Очевидно, что список основных антигенов, которые 
следует подвергнуть анализу, чтобы подтвердить опу-
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холевую природу ПК, достаточно большой. Это связано, 
во-первых, с тем, что аберрантный иммунофенотип 
миеломных клеток у разных пациентов отличается. 
Во-вторых, нормальные ПК гетерогенны, т. е. часть из 
них экспрессирует какой-то антиген, а часть  — нет. 
Например, самой частой аберрацией, которую можно 
обнаружить, является отсутствие экспрессии антигена 
CD19 на миеломных клетках. Однако у 4 % пациентов 
миеломные клетки экспрессируют CD19. С другой 
стороны, до 30 % нормальных ПК могут не экспресси-
ровать CD19 (см. табл.  2). Таким образом, необходим 
комплексный анализ иммунофенотипа ПК. Наличия 
изменений лишь в одном антигене недостаточно для 
заключения об опухолевой природе клетки.

Таким образом, иммунофенотип общей популяции 
нормальных ПК описывается как CD138+CD38high 

CD19+CD56–CD45+/–CD20–CD27+CD117–CD81+CD33– 

CD200dimCD54+CD28–CD307–, поликлональные по внутри­
клеточным легким цепям иммуноглобулинов κ и λ. Тем 
не менее следует учитывать, что некоторые антигены 
экспрессируются на нормальных ПК по-разному. Так, 
преобладающая часть нормальных ПК не экспрессирует 
CD56, однако на небольшой части ПК (≤ 15 %) CD56 все 
же может обнаруживаться [24, 25]. Кроме того, могут 
присутствовать нормальные ПК (обычно  <  30  % от 
общего их числа), у которых ряд маркеров утрачивается 
(CD45, CD19, CD27) или приобретается (CD20, CD28, 
CD200) [26], что отличает иммунофенотип таких ПК 
от классического нормального. Встречаются случаи, 
когда на нормальных ПК можно обнаружить даже два и 
три маркера, которые экспрессируются на миеломных 
клетках. Например, примерно 10  % нормальных ПК 
могут иметь иммунофенотип CD19–CD56+ [27]. Для того 
чтобы утверждать, что найденная популяция ПК абер-
рантная, необходимо сочетание аберрантной экспрессии 
2 и более антигенов (за исключением CD19 и CD45), а в 
спорных случаях — подтверждение клональности ПК по 
соотношению κ/λ [23].

ТЕХНИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ 
ДЛЯ ДИАГНОСТИКИ И МОНИТОРИНГА МОБ 
У БОЛЬНЫХ ММ МЕТОДОМ МНОГОЦВЕТНОЙ 
ПРОТОЧНОЙ ЦИТОМЕТРИИ

Согласно рекомендациям IMWG 2016 г. [5], в критерии 
ответа на терапию ММ введено понятие МОБ-отрица-
тельной ремиссии.

МОБ означает присутствие остаточных опухо-
левых клеток в КМ в период полной ремиссии после 
проведенной противоопухолевой терапии, которые 
можно выявить только с помощью высокочувстви-
тельных методов. Определение МОБ у пациентов с ММ 
методом МПЦ основывается на знаниях иммунофено-
типа нормальных и аберрантных ПК.

Отправной точкой для оценки МОБ может служить 
иммунофенотип миеломных клеток, определенный в 
дебюте заболевания. Однако следует учитывать, что 
в дебюте заболевания клон ПК может демонстриро-
вать иммунофенотипическую гетерогенность. В ходе 
лечения некоторые субклоны исчезают, другие же 
начинают доминировать, что может выражаться в 
феномене смены иммунофенотипа за счет селекции 

опухолевого клона. Следовательно, опираться только 
на первичный иммунофенотип опухолевой популяции 
ПК при выявлении МОБ недостаточно.

Условия, время транспортировки  
и хранения материала
Основным материалом для дифференциальной 

диагностики и мониторинга МОБ при ММ методом 
МПЦ является аспират КМ. Для исследования 
требуется первая порция аспирата КМ объемом 
0,5–1,0  мл, т.  к. в этом случае доля ПК будет выше 
из-за отсутствия разведения образца перифериче-
ской кровью [28]. Именно первая порция аспирата 
КМ особенно важна для определения МОБ, поскольку 
значительное разведение кровью может привести к 
ложноотрицательному результату, если количество 
как всех ПК, так и аберрантных небольшое [29]. 
Проводить исследование МОБ рекомендуется в 
полной ремиссии заболевания и при восстановлении 
показателей периферической крови после противо-
опухолевого лечения. После выполнения аутоТГСК 
целесообразна оценка МОБ на 100-й день после 
трансплантации [12].

Более предпочтительно использовать в качестве 
антикоагулянта ЭДТА, поскольку гепарин приводит 
к снижению экспрессии CD138 на ПК. Не рекомен-
дуется хранение аспирата КМ в холодильнике, т.  к. 
происходит «слущивание» CD138 с поверхности ПК. 
Допускается хранение биообразцов при комнатной 
температуре до 24 ч [30].

Оценка качества образца
Для проведения исследования методом МПЦ 

обращают внимание на количество жизнеспособных 
клеток. С этой целью возможно предварительное 
окрашивание образца 7-аминоактиномицином D 
(7-ААD) в случае длительной транспортировки и/
или длительного хранения материала. При наличии 
менее 85  % жизнеспособных клеток материал 
признается непригодным для цитометрического 
исследования [30]. Степень разведения КМ перифе-
рической кровью также служит важным критерием 
качества образца. В процессе анализа определяют 
количество нормальных ПК, миелобластов (CD117+), 
тучных клеток (CD117high), B-клеточных предшествен-
ников (CD19+CD45dim), эритрокариоцитов (CD45–). 
Отсутствие или присутствие лишь единичных клеток, 
формирующих перечисленные выше популяции, сви-
детельствует  о значительном разведении образца КМ 
периферической кровью. Такие образцы признаются 
непригодными для анализа МОБ при ММ [31].

Пробоподготовка
Оптимальной методикой пробоподготовки, позво-

ляющей добиться наибольшей чувствительности ана-
лиза, является предварительный лизис эритроцитов 
с последующими отмывкой и концентрированием 
ядросодержащих клеток КМ. Лизис эритроцитов 
осуществляется с помощью лизирующего раствора 
аммония хлорида без фиксирующих составляющих 
согласно инструкции производителя. Затем клетки 
необходимо осадить центрифугированием и отмыть в 
фосфатном буфере.
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Оптимальным объемом для окрашивания явля-
ется 50–100 мкл полученной суспензии клеток. Реко-
мендуется оценивать количество клеток в образце до 
добавления антител и окрашивать лишь необходимое 
число ядросодержащих клеток. Это позволяет сни-
зить расход антител и добиться внутрилабораторной 
стандартизации анализа. Кроме того, настоятельно 
рекомендуется использовать фильтры до и/или после 
лизиса эритроцитов для исключения микросгустков 
из анализируемых образцов.

Далее будет описан протокол пробоподготовки 
образцов для анализа МОБ при ММ, который применя-
ется в ФГБУ «НМИЦ гематологии» МЗ РФ. В его основе 
лежит протокол, предложенный A.C.  Rawstron [32]. 
Сначала выполняют лизис эритроцитов. Для этого в 
полипропиленовую или поливинилхлоридную про-
бирку объемом 15 мл переносят 1 мл КМ и добавляют 
9 мл лизирующего раствора в рабочей концентрации, 
перемешивают и оставляют при комнатной темпера-
туре на 10  мин. Для постоянного равномерного взаи-
модействия клеток с лизирующим раствором можно 
оставить образец на шейкере. После лизиса образец 
центрифугируют со скоростью 400 g в течение 3,5 мин, 
надосадочную жидкость сливают, а осадок ресуспен-
дируют в 2 мл раствора фосфатного буфера. Этот этап 
центрифугирования и отмывки повторяют еще раз. 
Далее полученный осадок ресуспендируют в 300  мкл 
фосфатного буфера и пропускают через фильтр с раз-
мером пор 70 мкм, после чего определяют клеточность 
полученной суспензии с помощью гематологического 
анализатора. Для анализа МОБ отбирают 3–5  млн 
клеток, если это возможно, а на этапе первичной 
диагностики ММ достаточно отобрать 500–700  тыс. 
клеток. Затем к суспензии клеток добавляют монокло-
нальные антитела и проводят инкубацию в темноте 
при комнатной температуре в течение 15–20  мин. 
Этот процесс называют поверхностным окрашиванием 
клеток моноклональными антителами. После этого 
образец отмывают от несвязавшихся антител путем 
добавления фосфатного буфера и центрифугирования. 
Чтобы оценить количество жизнеспособных клеток, 
добавляют раствор 7-AAD и проводят инкубацию в 
течение 5 мин в темноте. Далее к образцу добавляют 
300  мкл раствора фосфатного буфера и проводят 
анализ на проточном цитометре.

На этапе дифференциальной диагностики ММ и 
в спорных случаях при анализе МОБ необходимо оце-
нить соотношение легких цепей иммуноглобулинов 
κ/λ. Поскольку иммуноглобулины расположены 
внутри ПК, необходимо выполнить пермеабилизацию 
для внутриклеточного окрашивания образца. Процесс 
пробоподготовки будет аналогичным описанному 
выше, но после этапа поверхностного окрашивания 
добавляют специальные реагенты, формирующие 
поры в цитоплазматической мембране клеток. Затем 
в пробирку вносят антитела против легких цепей κ 
и λ, которые проникают внутрь клеток через обра-
зованные поры и окрашивают белки, находящиеся в 
цитоплазме. Поскольку естественные киллеры, ак-
тивированные Т-клетки и моноциты могут неспеци­
фически связывать легкие цепи иммуноглобулинов, 
желательно перед внутриклеточным окрашиванием 
отмыть образец минимум 2 раза [33].

Общие рекомендации к подбору панели антител
Формирование панели моноклональных антител 

основывается на задачах, которые возникают в иссле-
довании. Так, для определения МОБ при ММ можно 
выделить две задачи: 1) выделение общей популяции 
ПК образца; 2) дифференциация обнаруженных ПК 
на опухолевые и нормальные. Для решения первой 
задачи  — идентификации ПК  — в панели должны 
обязательно присутствовать антитела против CD138, 
CD38 и CD45, которые добавляют во все пробирки. 
В связи с тем, что все чаще при лечении пациентов с 
ММ применяют препараты на основе моноклональных 
антител против CD38 (даратумумаб), появляется не-
обходимость во включении в панель дополнительных 
антител, позволяющих идентифицировать ПК, на-
пример антитело против CD319 (SLAMF7). Так же как 
и CD38, CD319 не является строго специфичным для 
ПК. Этот антиген экспрессируется на многих клетках 
КМ, но наибольшая плотность его экспрессии харак-
терна для ПК.

Для анализа иммунофенотипа с целью отнести 
ПК к нормальным или опухолевым панель антител 
обязательно должна содержать антитела против CD19 
и CD56. Другие маркеры, которые используются для 
оценки аберрантности иммунофенотипа ПК,  — это 
CD27, CD28, CD117, CD20, CD81, CD200, CD33, CD54, 
CD307.

При подборе панели антител необходимо учи-
тывать особенности экспрессии антигенов на нор-
мальных клетках. Существует правило: для анализа 
слабо экспрессирующегося антигена или если антиген 
экспрессируется на небольшой по размеру популяции 
клеток, необходимо использовать конъюгат антитела 
с ярким флюорохромом, и наоборот. В связи с этим для 
оценки экспрессии CD138 необходимо использовать 
конъюгат антитела с наиболее ярким флюорохромом, 
например PE, PE-Cy7, APC, BV421, BV650 и др. Для ан-
тигенов CD38 и CD45 достаточно не слишком яркого 
флюорохрома, например FITC, PerCP, PerCP-Cy5.5, 
APC-Cy7. Выбор остальных антител (их количества и 
сочетания конъюгатов с флюорохромами) зависит от 
особенностей используемого цитофлюориметра.

После сбора многоцветной панели моноклональных 
антител необходимо провести с выбранными антите-
лами ФМО-контроль («флюоресценция-минус-один»), 
при котором ставится серия экспериментов, заключаю-
щаяся в окрашивании клеток КМ антителами после ис-
ключения одного антитела из панели. Это делается для 
того, чтобы оценить, насколько сильно «засвечивает» 
исключенное антитело и формируется ли так называ-
емый спред. «Спред» — это явление, возникающее при 
компенсации эмиссии флюорохрома (математической 
коррекции перекрытия спектров флюоресценции 
разных флюорохромов за счет поступления на другие, 
неспецифичные для них детекторы). Оно выражается 
в фиксировании слабого сигнала от эмиссии флюо-
рохрома не на том детекторе, на котором фиксируется 
максимум пика спектра излучения. Вследствие этого 
имеет место визуальная деформация отрицательного 
пика и смещение границы отрицательной популяции на 
больших уровнях флюоресценции одного из двух ком-
пенсируемых флюорохромов. Формирование «спреда» 
приводит к сложностям разграничения популяции со 
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слабой экспрессией и отсутствием изучаемого анти-
гена. Кроме того, рекомендуется провести титрование 
антител и вычислить оптимальную их концентрацию 
на фиксированное количество клеток. Это позволит 
избежать неспецифического связывания антител и 
оптимальной постоянной степени окрашивания.

Последние рекомендации (2016–2017  гг.) Евро-
пейского консорциума EuroFlow для определения 
МОБ при ММ предлагают использовать двухпроби-
рочную 8-цветную панель, позволяющую проанали-
зировать 10  различных антигенов. С помощью этой 
панели можно оценить экспрессию 8  поверхностных 
антигенов в первой пробирке и сочетание 6  по-
верхностных антигенов и внутриклеточных легких 
цепей иммуноглобулинов во второй пробирке [23, 
34]. При отсутствии технических возможностей для 
постановки такого многоцветного анализа допуска-
ется применение метода с меньшим числом (5–6) 
моноклональных антител в одной пробирке, однако 
для полноценного выделения аберрантных клеток и 
описания их иммунофенотипа потребуется использо-
вание большего числа пробирок.

В ФГБУ «НМИЦ гематологии» МЗ РФ для диффе-
ренциальной диагностики ММ и мониторинга МОБ 
используется панель моноклональных антител, по-
зволяющая определять экспрессию 10 поверхностных 
маркеров: CD138, CD38, CD319, CD19, CD45, CD20, CD27, 
CD117, CD56, CD81. В затруднительных случаях, когда 
анализ поверхностных маркеров не дает четкого по-
нимания, являются ли ПК аберрантными, определяют 
соотношение κ/λ в исследуемой субпопуляции ПК. 
В таком случае пробирка будет включать антитела 
против мембранных антигенов CD19, CD38, CD56, 
CD27, CD45, CD138 и моноклональные антитела к 
легким цепям κ и λ, которыми образец окрашивается 
внутриклеточно. Панель моноклональных антител 
представлена в табл. 3.

Стратегия гейтирования
Оценка МОБ при ММ заключается в поиске попу-

ляции ПК, экспрессирующих аберрантное сочетание 
антигенов, не встречающееся на нормальных ПК.

Первой задачей гейтирования является выде-
ление общей популяции ПК. Для этого выполняются 
следующие этапы (рис. 1, диаграммы 1–8).

1.	 Исключить из анализа агрегаты клеток (гейт 
«единичные события») на графике прямого 
светорассеяния по площади пика FSC-A 

(forward scatter) против прямого светорассе-
яния по высоте или ширине (FSC-H/FSC-W).

2.	 Для контроля качества сбора данных рекомен-
дуется также установить гейт на диаграмме 
бокового светорассеяния (side scatter, SSC) 
против параметра «время» (гейт «время»). 
Здесь показан равномерный сбор данных.

3.	 Исключить нежизнеспособные клетки по 
степени окрашивания ДНК-красителем 7-AAD 
(гейт «ядросодержащие события»).

4.	 Исключить погибшие клетки, осколки разру-
шенных клеток и нелизированные эритро-
циты на диаграмме линейных шкал SSC-A и 
FSC-A (гейт «клетки»).

5.	 На диаграмме «CD138 против CD38» выделить 
все события CD138+CD38+, захватывая также 
события с более низкой экспрессией CD138 и 
CD38; гейт «ПК (грубое выделение)».

Использование тактики выделения ПК на графике 
«CD38  против SSC-A» может привести к ложноотри-
цательному результату в случае, когда экспрессия 
CD38 на миеломных клетках низкая. Совместное 
применение CD38, CD138, CD45 и показателя SSC-A 
обеспечивает оптимальную точность и схожесть ре-
зультата независимо от исполнителя анализа. Важно, 
чтобы первый гейт для выделения ПК устанавливался 
на графике «CD38 против CD138», а не «CD38 против 
CD45», чтобы ПК с низкой или отсутствующей экс-
прессией CD45 не были случайно исключены [27].

1.	 На диаграмме линейных шкал SSC-A и FSC-A 
выбрать клетки, соответствующие по раз-
мерам ПК, моноцитам и лимфоцитам; гейт 
«ПК (обратное гейтирование)».

2.	 На диаграмме «CD38  против CD319» выбрать 
клетки, высоко экспрессирующие CD319 (гейт 
«все ПК»);

3.	 На диаграмме «CD45  против CD38» выбрать 
клетки с высокой экспрессией CD38 и уме-
ренной или низкой экспрессией CD45 (гейт 
«настоящие ПК»). CD45  не должен использо-
ваться как маркер для исключения клеток, 
т.  к. и нормальные, и опухолевые ПК харак-
теризуются вариабельной экспрессией CD45 
[34].

После четкого выделения всех ПК образца второй 
задачей анализа является разделение нормальных и 
опухолевых ПК по экспрессии рекомендуемых анти-
генов (рис.  1, диаграммы 8–11). Нормальные  ПК вы-

Таблица 3. Панель моноклональных антител при дифференциальной диагностике ММ и мониторинге МОБ, используемая 
в ФГБУ «НМИЦ гематологии» МЗ РФ

Флюорохром FITC PE PE-Dazzle594
PerCP- 
Cy5.5 PE-Cy7 APC

APC- 
R700

APC-
Fire750 BV421 BV605 BV650

Пробирка 1 Антиген CD38 CD19 CD319 7-AAD CD56 CD117 CD27 CD45 CD138 CD81 CD20 
Клон антитела HIT2 SJ25C1 162.1 — NCAM16.2 104D2 M-T271 HI30 MI15 JS-81 2H7

Пробирка 2 Антиген λ κ — CD38 CD56 CD19 CD27 CD45 CD138 — —
Клон антитела Поликло-

нальные 
кроличьи

— HIT2 NCAM16.2 SJ25C1 M-T271 HI30 MI15 — —

7-AAD — 7-аминоактиномицин D; APC — аллофикоцианин; APC-Fire750 — аллофикоцианин Fire750; APC-R700 — аллофикоцианин R700; BV — брил-
лиантовый фиолетовый; FITC — флюоресцеина изотиоцианат; PE — фикоэритрин; PE-Cy7 — фикоэритрин-цианин 7; PE-Dazzle594 — фикоэритрин 
Dazzle594; PerCP-Cy5.5 — перидинин-хлорофилл протеин-цианин 5.5; ММ — множественная миелома; МОБ — минимальная остаточная болезнь.
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Рис. 1. Стратегия выделения нормальных 
и аберрантных плазматических клеток 
(ПК)

Fig. 1. Gating strategy for normal and aber-
rant plasma cells (ПК)

делены зеленым цветом, аберрантные — красным. На 
представленных диаграммах видно, что миеломные 
клетки в отличие от нормальных ПК характеризуются 
отсутствием экспрессии CD45, CD19, CD27 и наличием 
антигена CD56. Кроме того, в этом случае миеломные 
клетки экспрессируют CD38, но плотность их экс-
прессии ниже, чем на нормальных ПК (рис.  1, диа-
грамма 5). Кроме того, даже на графике «FSC-A против 
SSC-A» видно, что миеломные клетки лежат выше и 

правее, чем нормальные ПК (рис. 1, диаграммы 1–6). 
Это говорит о том, что миеломные клетки больше по 
размеру и более гранулярные, чем нормальные ПК.

В популяции опухолевых ПК с большей частотой, 
чем на нормальных ПК, отмечается отсутствие экс-
прессии CD19 и CD45 и гомогенная положительная 
экспрессия CD56. Иными словами, интенсивность 
флюоресценции по указанным маркерам на всех 
клетках аберрантной популяции будет примерно 
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Рис. 2. Пример экспрессии антигенов CD138, CD38, 
CD319, CD45, CD56, CD27, CD19, CD20, CD117, 
CD81 на нормальных плазматических клетках (ПК)

Fig. 2. The CD138, CD38, CD319, CD45, CD56, CD27, 
CD19, CD20, CD117, and CD81 antigen expression in 
normal plasma cells (ПК)
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одинаковой, а клетки будут располагаться на 
точечных графиках компактным кластером. Для 
опухолевых ПК характерна экспрессия CD56, CD117, 
сниженная экспрессия CD38 и высокие показатели 
по FSC и/или SSC.

На рис.  2  показан пример нормальных ПК, где 
экспрессия антигенов CD19, CD56, CD27, CD117, CD81, 
CD20, CD138, CD38, CD319, CD45 представлена на гра-
фиках против бокового светорассеяния.

Экспрессия антигенов на аберрантных ПК 
оценивается относительно экспрессии тех же анти-
генов на нормальных ПК. Руководство The Bethesda 
International Consensus Recommendations 2006 г. сове-
тует для описания экспрессии антигенов использо-
вать такие термины, как «сниженная», «нормальная» 
и «повышенная» по сравнению с нормальной рефе-
ренсной популяцией клеток [35]. Кроме того, могут 
применяться обозначения сниженной (dim) или 
повышенной (high) экспрессии антигенов.

В ходе цитометрического анализа можно выделять 
дополнительные популяции клеток, которые помо-
гают оценить качество образца. Сочетание антигенов 
CD27–CD117+ определяет количество тучных клеток, а 
при отсутствии этой популяции можно предположить 
плохое качество образца. Нормальные предшествен-
ники B-клеток (гематогоны) тоже характеризуют 
качество образца КМ и определяются по экспрессии 
антигенов CD45, CD19, CD81 и CD56 [34]. Гемато-
гоны можно определять и на графике «CD45  против 
CD38»: клетки CD19+ с невысокой экспрессией CD45 
и относительно высокой экспрессией CD38 являются 
B-клеточными предшественниками. При содержании 
в образце B-клеточных предшественников менее 
0,33  % от всей популяции ядросодержащих клеток 
в суспензии КМ качество образца оценивают как 
неудовлетворительное (образец чрезмерно раз-
веден периферической кровью) [31]. Присутствие 
перечисленных выше популяций помогает получить 
косвенную информацию о наличии или отсутствии 
гемодилюции образца (рис. 3).

Количественный подсчет МОБ,  
определение чувствительности, формирование 
заключения
В результате цитометрического анализа данных 

у пациентов с ММ делается заключение о наличии/
отсутствии МОБ.

За популяцию опухолевых ПК с аберрантным 
иммунофенотипом принимается гомогенная группа 
клеток, т.  е. эти клетки должны иметь сходную экс-
прессию большинства изучаемых антигенов, а также 
одинаковые показатели прямого и бокового свето-
рассеяния. В таком случае группу обнаруженных ми-
еломных клеток называют кластером. В ФГБУ «НМИЦ 
гематологии» МЗ РФ заключение о наличии МОБ дела-
ется только в том случае, если обнаруженный кластер 
опухолевых ПК состоит из 20 клеток и более. Размер 
популяции, принимаемой за минимальную, выбира-
ется внутрилабораторно и зависит от возможностей 
проточных цитометров, а также опыта сотрудников, 
выполняющих анализ [26].

Когда кластер миеломных клеток обнаружен и 
включает более 20  клеток, подсчитывают процент 
этой популяции от всех определенных ПК и от всех 
клеток образца. В заключении указывается, что 
МОБ выявлена, и представляется иммунофенотип 
популяции миеломных клеток (рис.  4). При наличии 
признаков значительного разведения образца пери-
ферической кровью (отсутствие или низкое число 
B-клеточных предшественников, тучных клеток и 
эритроидных предшественников) рекомендуется 
повторная пункция КМ.

Для того чтобы сделать заключение об отсутствии 
МОБ, следует оценить следующие параметры:

1)	 адекватное качество образца, отсутствие 
сгустков. При наличии признаков значитель-
ного разведения образца периферической 
кровью рекомендуется повторная пункция 
КМ;

2)	 <  20 ПК с аберрантным иммунофенотипом 
из 2 × 106 событий, формирующих кластер;
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Рис. 3. Пример определения B-клеточных предшественников и тучных клеток для оценки качества образца:
А — выделение B-клеточных предшественников, показаны только CD19-позитивные события; Б — выделение тучных клеток, показаны 
все клетки образца
ПК — плазматические клетки.

Fig. 3. Detection of B-cell progenitors and mast cells for evaluating the sample quality:
А — B-cell progenitor gating, only CD19-positive events are shown; Б — mast cell gating, all the sample cells are shown
ПК — plasma cells.

А Б
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ФИО: �  
Год рождения: �
Дата проведения анализа: �
Материал: костный мозг�
Были исследованы маркеры:

Поверхностные CD138, CD38, CD319, CD19, CD27, CD45, CD56, CD117, CD200, CD81

Внутриклеточные Легкие цепи иммуноглобулинов κ и λ

Количество просчитанных событий: 1 987 550.
Количество обнаруженных плазматических клеток 5221, что составляет 0,26 % от всех событий.

Популяция  
аномальных  

клеток

% клеток  
с аберрантным фенотипом 
от плазматических клеток

% клеток  
с аберрантным фенотипом 

от всех клеток

CD138+CD38dimCD319+CD19–CD27–CD45–

CD56highCD117–CD200–CD81–

163 клетки
3,1 0,008

Заключение: МОБ выявляется в количестве  0,008 %.

Рис. 4. Пример заключения при наличии минимальной остаточной болезни (МОБ)

Fig. 4. An example of medical judgement in case with minimal residual disease (МОБ)

3)	 при отсутствии кластера миеломных клеток 
обязательно указывается достигнутый 
порог определения, или чувствительности, 
исследования. Порог определения (чувстви-
тельность)  — минимальное количество опу-
холевых клеток, которое можно обнаружить в 
выполненном исследовании; рассчитывается 
по следующей формуле:

Чувствительность =  × 100 %.

20 клеток  
(минимальная популяция)

Количество собранных 
событий (клеток)

МОБ-негативность не означает, что опухолевых 
клеток нет вообще и достигнуто полное их отсутствие 
у больного. МОБ-негативность означает, что в образце 
не найдено опухолевых клеток при указанной чув-
ствительности метода и что опухолевые клетки могут 
персистировать, но в меньшем, чем чувствительность 
метода, количестве. Пример заключения в случае 
отсутствия МОБ представлен на рис. 5.

Согласно международным рекомендациям [14, 
26], необходимым порогом чувствительности анализа 
МПЦ является 0,01–0,0001  % (10–4–10–6). Для дости-
жения требуемой чувствительности необходимо про-
анализировать не менее 2–5 млн событий (клеток). По 
результатам исследования ФГБУ «НМИЦ гематологии» 
МЗ РФ, опубликованным в 2017  г., у большинства 
пациентов доля опухолевых ПК варьировала от 0,001 
до 0,008  % [36]. Таким образом, чувствительность 
0,01  % и ниже может быть недостаточной, поэтому 
целесообразно достигать значений чувствительности 
на уровне 0,001 %.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Дифференциальная диагностика сложных случаев 
плазмоклеточных опухолей требует комплексного 
подхода, и МПЦ является одним из важных дополни-
тельных методов исследования. Однако для мони-
торинга МОБ при ММ метод МПЦ считается одним 
из основных лабораторных методов, позволяющих 
выявлять минимальное количество (10–4–10–6) мие-
ломных клеток в КМ пациента.

В связи с принятием в 2016 г. критериев глубокого 
ответа на терапию ММ, в числе которых МОБ-отрица-
тельная ремиссия [5], метод МПЦ становится необхо-
димым и востребованным исследованием в ходе про-
граммной терапии ММ. К достоинствам исследования 
МОБ методом МПЦ относятся:

	● одновременная идентификация всех ПК и им-
мунофенотипическая характеристика мие­
ломных клеток;

	● анализ большого количества клеток в образ-
це, что позволяет достичь высокой чувстви-
тельности;

	● возможность получения быстрого количе-
ственного результата исследования [35, 36];

	● комбинированное определение поверхност-
ных и внутриклеточных маркеров;

	● применимость метода в большинстве случа-
ев ММ.

Кроме того, с помощью МПЦ можно оценить каче-
ство материала и выявить примесь периферической 
крови в аспирате КМ, что позволяет избежать полу-
чения ложноотрицательных результатов [31].

Для правильной оценки МОБ при ММ имеет 
значение множество факторов, а именно правильная 
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стратегия гейтирования, хорошее знание иммунофе-
нотипа нормальных и аберрантных ПК, корректная 
пробоподготовка. Нельзя забывать, что в процессе 
противоопухолевой терапии может наблюдаться 
селекция клонов опухолевых ПК с разным иммунофе-
нотипом, поэтому необходимо применять широкую 
панель рекомендуемых моноклональных антител. 
Грамотная работа на каждом из этапов служит гаран-
тией достоверных результатов и, как следствие, более 
точной оценки ремиссии и прогноза заболевания.

Подводя итог, следует отметить, что обнаружение 
опухолевых ПК методом МПЦ более стандартизо-
вано по сравнению с определением МОБ при острых 
лейкозах. Однако это достаточно сложный анализ, 
требующий точности, четкости и опыта.
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