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необходимости разработки методов комплекс-
ного лечения. 
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Анализ последних достижений в области иммунофенотипирования кроветворных предшественников и 
клеточной дифференцировки при диспластическом характере костного мозга позволил определить важную 
роль проточной цитометрии в диагностике миелодиспластических синдромов. В результате исследований 
установлен МДС-ассоциированный фенотип бластных клеток при первичных миелодиспластических син-
дромах. Стандартизация анализа проточной цитометрии при миелодиспластических синдромах может спо-
собствовать улучшению диагностики этих заболеваний. 
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IMMUNOPHENOTYPIC DIFFERENTIATION OF BONE MARROW CELLS 
IN THE DIAGNOSIS OF DE NOVO MYELODYSPLASTIC SYNDROMES 

V. V. Smolnikova, N. N. Klimkovich, T. V. Lebedeva, V. Y. Grinevich, A. V. Bakun 

Municipal Clinical Hospital No. 9, Minsk 
Belarusian Medical Academy of Post-Graduate Education, Minsk 

The analysis of recent achievements in immunophenotyping of hematopoietic progenitor and maturing cells in 
dysplastic bone marrow points to a significant role of flow cytometry in the diagnosis of myelodysplastic syndromes. The 
research revealed the MDS-associated phenotype of blast cells in de novo myelodysplastic syndromes. The standardiza-
tion of flow cytometry analysis in myelodysplastic syndromes may thus improve the diagnosis of these diseases. 
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Введение 
Миелодиспластические синдромы (МДС) 

являются редкими и потенциально летальными 
заболеваниями крови, которые носят клональ-
ный характер и возникают в результате мутации 

гемопоэтических предшественников. Процесс диф-
ференцировки потомков такой трансформиро-
ванной стволовой клетки носит неэффективный 
характер, то есть приводит к дисплазии и нару-
шению созревания клеток (таблица 1). 

Таблица 1 — Фенотипические аномалии клеток костного мозга при миелодиспластических синдромах 

Фенотипические 
нарушения Проявления Данные цитометрии 

Дисплазия 
Изменение экспрессии антигенов на созреваю-
щих или зрелых клетках по сравнению с нор-
мальным или регенерирующим костным мозгом 

1. Снижение уровня бокового светорассеяния 
2. Изменение уровня экспрессии CD10, 
CD13, CD16, CD33, CD11b. 

Нарушение 
созревания 

1. Аберрантная экспрессия зрелых антигенов на 
миелобластах или незрелых клетках других типов 
2. Сохранение экспрессии ранних антигенов 
на зрелых клетках. 
3. Перекрестная экспрессия антигенов. 

1. Неодновременное появление CD11b 
и CD16. 
2. Сохранение экспрессии. 
CD34 и HLADR на промиелоцитах и 
более зрелых гранулоцитах и гомоген-
ная экспрессия  CD33, CD38 и CD117 
3. Аберрантная гомогенная экспрессия 
CD14 и CD56 
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Клиническая презентация МДС складыва-
ется из вариантов, различных по частоте встре-
чаемости, длительности течения и трансформа-
ции в острый лейкоз. Отличительным признаком 
МДС является вариабельность темпа лейкозной 
эволюции, а также разнородность клинико-
лабораторной манифестации и течения, что за-
трудняет диагностический поиск. До настоящего 
времени МДС не имеет безусловных диагности-
ческих критериев. Дифференциальная диагно-
стика МДС также затруднена в силу множества 
состояний, имеющих общие с МДС клинико-
лабораторные проявления, особенно при от-
сутствии доказательства клоновых аномалий. 
Манипулирование только морфологическими 

и количественными показателями крови и ко-
стного мозга значительно снижает диагностиче-
ский потенциал этого заболевания. Цитогенети-
ческие и молекулярные исследования являются 
обязательными при диагностике МДС, хотя ис-
пользование генетических тестов ограничено тем 
фактом, что повреждения хромосом обнаружи-
ваются не более чем у половины пациентов с 
МДС. Предложенные международные стандарты 
диагностики МДС, разработанные Международ-
ной группой экспертов ICWG (International Con-
sensus Working Group), формируют 3 группы 
критериев МДС: необходимые (prerequisite-type), 
убедительные (decisive) и дополнительные(co-
criteria) (таблица 2) [1, 2]. 

Таблица 2 — Стандарты диагностики миелодиспластических синдромов 

Необходимые критерии 
Постоянная цитопения одного и более ростков: эритроидного (Hb < 100 г/л), гранулоцитарного (абсо-
лютное число нейтрофилов < 1,5·109/л), мегакариоцитарного (тромбоциты < 100·109/л) 

А 

Отсутствие других гематологических и негематологических заболеваний, которые могут являться 
причиной цитопении/дисплазииb 

Убедительные критерии (МДС — ассоциированные) 
Дисплазия не менее 10 % клеток, принадлежащих к одному из ростков миелопоэза, выявляемая 
при исследовании мазков костного мозга: эритроидного, гранулоцитарного, мегакариоцитарного 
или > 15 % кольцевых сидеробластов 
5–19 % бластных клеток в костном мозге 

В 

Типичные хромосомные аномалии (при обычном цитогенетическом исследовании или при исследо-
вании методом FISH)c 

Дополнительные критерии 
Аномальный иммунный фенотип эритроидных/миелоидных клеток костного мозга, указывающий на 
их клональное происхождение, определяемый методом проточной цитометрии 
Молекулярно-генетические признаки наличия клональной клеточной популяции в костном мозге по 
результатам HUMARA исследования, биологического микрочипирования или обнаружение точечных 
мутаций генов (например, RAS) 

С 

Значительное и стабильное снижение колониеобразующей способности клеток-предшественников 
костного мозга и (или) периферической крови 

Примечание. 
а диагноз МДС устанавливается при наличии 2 необходимых критериев и хотя бы одного из дополни-

тельных критериев. При отсутствии убедительных критериев, но при подозрении на наличие клонального 
заболевания миелоидной природы следует использовать дополнительные критерии; 

b поскольку существуют пациенты с одновременным опухолевым поражением костного мозга разными 
заболеваниями, следует учитывать, что диагноз МДС может быть установлен даже при наличии другого со-
путствующего заболевания, способного вызвать цитопению; 

c к типичным хромосомным аномалиям относят те изменения кариотипа, которые периодически встречают-
ся при МДС (+8, -7, 5q-, 20q- и др. согласно классификации). В тех случаях, когда аномальный кариотип является 
единственным диагностическим критерием, это состояние следует расценивать как «подозрение на МДС»; 

d к дополнительным критериям прибегают в случае наличия критериев А, но отсутствия критериев В 
или при типичных клинических ситуациях, например, макроцитарная анемия, требующая проведения гемо-
трансфузий. Дополнительные критерии не следует рассматривать в качестве стандартов в рутинной гемато-
логической практике. При невозможности выполнения этих исследований в спорных случаях следует на-
блюдать за пациентом и мониторировать показатели, на основании которых устанавливается диагноз МДС; 

HUMARA — исследование полиморфизма гена, кодирующего рецептор андрогена у человека. 
 
 
Международные диагностические стан-

дарты, основанные на критериях предыдущих 
исследований и современных требованиях к 
диагностике МДС, широко используются в со-

временной клинической деятельности. Однако 
они не являются абсолютными для постановки 
диагноза и на современном этапе обсуждаются 
и вызывают очередные вопросы у исследова-
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телей. Продолжаются изучения природы и 
проявлений МДС для выделения наиболее зна-
чимых морфологических критериев дисгемо-
поэза, а наиболее обсуждаемыми темами яв-
ляются валидность данных трепанобиопсии, 
цитогенетики и иммунофенотипирования [3]. 

Изучение патогенетических основ МДС 
позволило определить базовым механизмом воз-
никновение и прогрессивное укрепление ано-
мальных клонов гемопоэтических клеток, кото-
рые подавляют нормальное кроветворение. Со-
временные данные о генезе МДС позволяют пред-
положить мозаичный характер кроветворения, 
когда гемопоэз представлен как генетически не-
стабильным клоном, так и нормальными крове-
творными элементами. С этим связан клинико-
морфологический полиморфизм и относительно 
стабильное течение МДС [4]. На сегодняшний 
день большой интерес вызывает изучение меха-
низмов и проявлений прогрессирования неста-
бильного клона. Известно, что уникальной осо-
бенностью бластных клеток при МДС является 
сохранение ими дифференцировочного статуса 
предшественников гемопоэза. Однако в отличие 
от нормальной клеточной дифференцировки, 
при которой невелик процент клеток, коэкспрес-
сирующих маркеры различных линий и стадий 
гемопоэза, при МДС клон клеток, имеющий од-
нородные морфоцитохимические характеристи-
ки, является гетерогенным по антигенной струк-
туре бластных элементов, что определяет пер-
спективы их иммунофенотипического изучения. 

Метод проточной цитометрии позволяет 
дать характеристику клетке по ее функцио-
нальным рецепторам, и большой интерес ис-
следователей к применению этого метода в ге-
матологии определяет возможность установ-
ления критериев распознавания морфологиче-
ски недифференцируемых нормальных и пато-
логических клеток. Достигнутые за последние 
годы успехи в разработке аппаратуры и про-
граммного обеспечения для проточной цито-
метрии привлекли внимание к использованию 
результатов иммунофенотипических исследо-
ваний в диагностике и лечении гемобластозов. 
Многоцветная проточная цитометрия позволя-
ет одновременно анализировать несколько па-
раметров на основе одной клетки, изучать 
большое число клеток в пределах относитель-
но короткого промежутка времени, что позво-
ляет хранить информацию для последующих 
анализов, проводить количественный анализ 
экспрессии антигенов, объединять выявление 
поверхностных и внутриклеточных антигенов. 
В последние годы значительно возросло вни-
мание к методу проточной цитометрии при 
МДС, поскольку этот анализ позволяет опре-
делить конкретные аберрации как на незрелых, 
так и зрелых клетках костного мозга и выде-

лить различные гемопоэтические клеточные 
клоны [5]. Также проточная цитометрия может 
быть полезна в диагностике МДС вследствие 
возможности точного количественного опре-
деления миелобластов по их антигенному про-
филю, выявления патологических миелобла-
стов даже в случаях их малого количества (ме-
нее 3 %), выявления иммунофенотипических 
признаков дисплазии созревающих миелоид-
ных предшественников, создания количест-
венной оценки патологических характеристик 
для прогноза в клинических исследованиях. 
Однако на сегодняшний день применение им-
мунофенотипического анализа при МДС огра-
ничено отсутствием стандартизации методов и 
интерпретации данных, полученных этим ме-
тодом. Основными целями изучения роли им-
мунофенотипа бластных клеток в диагностике 
МДС могут служить выделение оптимального 
метода исследования клеточного материала и 
разработка минимального диагностического 
набора моноклональных антител, а также воз-
можность оценки дисплазии клеток костного 
мозга по методу проточной цитометрии. 

Материал и методы  
В настоящем исследовании проведен ана-

лиз иммунофенотипа бластных клеток костно-
го мозга у 71 пациента с первичными МДС и 
74 пациентов с острыми миелобластными лей-
козами (ОМЛ) как группой сравнения. Вариант 
заболевания установлен в соответствии с кри-
териями ВОЗ-классификации миелоидных не-
оплазий [6]. В качестве контроля использованы 
образцы костного мозга 9 здоровых доноров. 
Иммунофенотип клеток костного мозга опре-
деляли методом многоцветной проточной ци-
тофлуориметрии на проточном цитометре 
FACSCantoΙΙ (Becton Dickinson, США), осна-
щенном тремя лазерами (488 нм, 633 нм, 405 
нм). Для выявления фенотипа использовалась 
панель моноклональных антител, выявляющая  
поверхностные маркеры бластных клеток: 
CD45, CD34, CD117, CD13, CD33, CD15, 
CD11c, CD14, CD64, CD4, CD8, CD3, CD5, 
CD7, СD2, CD19, CD20, CD22, CD10, HLA-
DR, CD56, CD71, CD38, CD109, CD25. 

Результаты и обсуждение  
Известно, что иммунофенотипический про-

филь клеток миелоидного ряда во многом опре-
деляется линейным происхождением, уровнем 
созревания и дифференцировки. К основным ти-
пам аберрантности фенотипа при острых лейко-
зах можно отнести следующие: 

— эктопический фенотип, когда изменяет-
ся нормальная клеточная локализация (напри-
мер, тимус-ассоциированный при Т-ОЛЛ, то 
есть появление в костном мозге или перифери-
ческой крови бластов с фенотипом тимических 
лимфоцитов); 
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— фенотип с полным отсутствием или 
низким уровнем экспрессии антигена, харак-
терного для данной стадии дифференцировки 
(например, в некоторых случаях острого мие-
лолейкоза с признаками созревания уровень 
экспрессии линейного маркера несопоставим с 
уровнем его экспрессии на неизмененных 
клетках миелоидного ряда); 

— асинхронный фенотип, когда имеется 
одновременная экспрессия антигенов, относя-
щихся к разным стадиям дифференцировки (в 
норме никогда не определяется одновременная 
экспрессия ранних и поздних антигенов); 

— избыточная экспрессия антигена (на-
пример, очень высокий уровень экспрессии 
CD10 при B II варианте острого лимфобласт-
ного лейкоза); 

— фенотипический профиль, практически 
не встречающийся в норме (клетки с яркой 
экспрессией CD7 определяются в костном моз-
ге в норме с частотой < 1/104, но при Т-ОЛЛ 
гиперэкспрессия этого маркера достаточно 
частое явление); 

— выявление маркеров другой линейной 
принадлежности, то есть лимфоидных мар-
керов при острых миелоидных лейкозах или 
миелоидных маркеров при острых лимфоб-
ластных лейкозах (в частности, CD7, как Т-
линейный маркер, также экспрессируется на 
миелобластах в 20 % случаев острых миело-
лейкозов). 

Такой же подход мы использовали при ана-
лизе иммунофенотипа бластных клеток костного 
мозга для диагностики первичных МДС. 

Известно, что бластные клетки обладают 
сниженным по сравнению с лимфоцитами 
уровнем экспрессии панлейкоцитарного мар-
кера CD45. Тем не менее, оценка только таких 
клеток (CD45low) не позволяет получать дос-
товерную информацию по иммунофенотипу 
миелоидных предшественников. Аналогичным 
уровнем экспрессии CD45 обладают также ба-
зофилы (CD13+, CD33+, CD11b+, CD10-, CD117- 
и HLADR-), часть натуральных киллеров и Т-
киллеров (CD2+, CD7+ и CD56+), предшест-
венники В-клеток — гематогоны (CD19+, CD10+ 
и субпопуляция CD34+), часть незрелых моно-
цитов и плазматических клеток. 

Отличительной особенностью бластных кле-
ток при МДС является высокий уровень экспрес-
сии и частота встречаемости 99 % маркера кле-
ток-предшественников CD34, что позволяет оце-
нивать их иммунофенотипическую характеристи-
ку в регионе CD45 low CD34+, учитывая их осо-
бенности распределения по FSC/SSC (прямое и 
боковое светорассеяние), и CD45, используя по-
стадийное гейтирование. Многоцветная проточ-
ная цитофлюориметрия позволяет оценить фено-
тип клеток, с чувствительностью 1 лейкемическая 
клетка на 100 000–1 000 000 лейкоцитов и повы-
шает достоверность учета за счет исключения не-
специфического связывания (рисунок 1). 

 

 

Рисунок 1 — Выделение региона CD34+клеток для исследования фенотипа 
бластных клеток при миелодиспластических синдромах 

 
 
В результате проведенных исследований 

установлено, что, несмотря на гетерогенность 
иммуноцитологического состава клеток костно-
го мозга при разных вариантах МДС, просле-

живается общая основная характеристика им-
мунофенотипа, которая соответствует таковой 
совершенных миелоидных предшественников 
(CD34+, HLA-DR+, CD13+, CD33+). В популя-
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ции бластных клеток обнаруживается асин-
хронная экспрессия антигенов, связанных с со-
зреванием клеток гранулоцитарного ряда, а 
также аберрантная экспрессия антигенов лим-
фоидных линий (CD5,CD7, CD2, CD19, CD10) 

и нелинейно специфических маркеров (СD25, 
CD56 , CD9, CD109, CD71). Наряду с этим оп-
ределены значительные различия в частоте 
встречаемости и степени экспрессии некоторых 
антигенов при МДС и ОМЛ (таблицы 3, 4). 

Таблица 3 — Иммунофенотипическая характеристика бластных клеток костного мозга при первичных 
миелодиспластических синдромах и острых миелобластных лейкозах 

Экспрессия маркеров на бластных клетках костного мозга в зависимости от заболевания (%) 
Маркеры 

МДС, n = 71 ОМЛ (М0–М2), n = 74 Контроль, n = 9 
Маркеры миелоидного ряда 

СD33 57,72 ± 30,95 67,77 ± 34,88* (p = 0,03) 46,89 ± 10,28 
CD13 82,27 ± 20,35 63,35 ± 33,87* (p = 0,0001) 61,00 ± 7,21* (p = 0,00003) 
CD117 88,92 ± 12,85 82,08 ± 20,51* (p = 0,02) 82,56 ± 4,47 
CD15 11,75 ± 16,88 23,16 ± 24,13* (p = 0,001) 10,78 ± 4,81 

Маркеры лимфоидного ряда 
CD19 1,8 ± 7,07 2,99 ± 8,64 0,0 
CD10 2,28 ± 7,61 0,08 ± 0,48* (p = 0,01) 0,0 
CD5 6,56 ± 16,69 0,69 ± 4,49* (p = 0,006) 0,0 
CD7 22,34 ± 30,86 13,38 ± 26,61 0,89 ± 0,54* (p = 0,03) 
CD2 1,55 ± 4,69 0,77 ± 5,29 0,0 

Нелинейно-специфические маркеры 
HLA-DR 84,03 ± 20,46 63,64 ± 34,86* (p = 0,0003) 92,56 ± 7,14 
CD34 97,34 ± 13,45 56,77 ± 41,38* (p = 0,00001) 99,89 ± 0,14 
CD38 71,13 ± 29,38 81,19 ± 25,99* (p = 0,03) 92,22 ± 4,04* (p = 0,03) 
CD109 25,3 ± 35,93 15,51 ± 25,46 0,78 ± 0,87* (p = 0,04) 
CD56 15,86 ± 27,6 14,95 ± 27,91 0,0 
CD25 8,27 ± 15,63 8,24 ± 17,2 0,1 ± 0,1 
CD9 30,9 ± 30,9 24,66 ± 28,47 5,89 ± 1,81* (p = 0,02) 
CD71 58,42 ± 26,74 54,23 ± 31,28 77,0 ± 9,71* (p = 0,04) 

Таблица 4 — Частота встречаемости маркеров на бластных клетках костного мозга при первичных 
миелодиспластических синдромах и острых миелобластных лейкозах 

Частота встречаемости на бластных клетках костного мозга (%) 
Маркеры 

MDS (n = 71) AML (М0–М2) (n = 74) 
Маркеры лимфоидного ряда 

CD19 2 8 
CD10 11* (p = 0,004) 0 
CD5 17* (p = 0,003) 0 
CD7 37* (p = 0,04) 22 
CD2 6 1 

Нелинейно специфические маркеры 
CD34 (< 20 %) 1* (p = 0,00001) 32 
CD38 (< 20 %) 25* (p = 0,001) 2 
CD109 34 22 
CD56 30 19 
CD25 23* (p = 0,02) 9 

* Статистически значимые различия между группами 
 
 
При МДС по сравнению с ОМЛ и донор-

ским костным мозгом  наблюдается гиперэкс-
прессия миелоидных маркеров (СD13, CD117) 
при нормальном уровне CD33 и CD15. Экс-
прессия В-клеточного лимфоидного маркера 
CD19 встречается в единичных случаях и более 
выражена при ОМЛ. Бластные клетки CD10+ 
определяются только при МДС. Наиболее частая 

аберрантная экспрессия Т-клеточного маркера 
CD7, которая встречается как при МДС, так и 
ОМЛ, по частоте встречаемости достоверно 
выше на бластных клетках при МДС. Экспрес-
сия СD5 характерна для МДС, но не определя-
ется при ОМЛ. Нелинейно-специфические мар-
керы экспрессируются вариабельно. При ОМЛ 
наблюдается снижение (или полное отсутст-
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вие) CD34 и HLA-DR. Маркеры CD56, CD109 
не определяются на миелоидных клетках - 
предшественниках донорского костного мозга, 
но наблюдается их экспрессия при МДС и 
ОМЛ. Частота встречаемости рецептора CD25 
достоверно выше при МДС. Также при МДС 
часто наблюдается достоверное снижение или 
полная потеря CD38. Таким образом, фенотип 
бластных клеток при МДС можно представить 
следующими основными характеристиками: 

— полное отсутствие или низкий уровень 
экспрессии антигена, характерного для данной 
стадии дифференцировки (CD33, CD38); 

— асинхронный фенотип, то есть одновремен-
ная экспрессия антигенов, относящихся к разным 
стадиям дифференцировки (CD15, CD117, CD34); 

— избыточная экспрессия антигена (очень 
высокий уровень экспрессии CD13, CD117); 

— фенотипический профиль, практически 
не встречающийся в норме (клетки с яркой 
экспрессией CD109, CD25); 

— выявление маркеров другой линейной 
принадлежности (CD7, CD5, CD19, CD10, CD56). 

Помимо уже охарактеризованной панели 
моноклональных антител для изучения фено-
типа бластных клеток при МДС нами были ис-
пользованы CD95 и CD135. Эти рецепторы 
выбраны с целью исследования основных па-
тогенетических составляющих МДС — про-
цессов апоптоза и пролиферации. Установле-
но, что средние значения степени экспрессии 
рецепторов CD95 и CD135 при первичных 
МДС и ОМЛ имеют значительные различия: 
высокая степень экспрессии антигена CD95 
при МДС (40,56 ± 3,88 %), в то время как при 
ОМЛ среднее значение этого параметра со-
ставляет 10,23 ± 1,60 %. Маркер CD135 при 
ОМЛ обнаруживается в 100 % случаев в высо-
кой степени экспрессии (70,53 ± 6,40 %) в от-
личие от МДС, когда выраженность этого по-
казателя значительно ниже (31,22 ± 4,13 %). В 
дальнейшем планируется оценка вероятной взаи-
мосвязи степени экспрессии CD95 и CD135 бла-

стными клетками костного мозга с основными 
клинико-морфологическими характеристиками 
заболевания, что, возможно, позволит сформи-
ровать дополнительные критерии диагностики 
и прогноза первичных МДС. Но уже по имею-
щимся данным можно предложить эти рецеп-
торы в состав диагностической панели моно-
клональных антител для МДС. 

Заключение  
Опухолевый клон клеток при МДС, имею-

щий однородные морфоцитохимические ха-
рактеристики, является гетерогенным по анти-
генной структуре бластных элементов, что оп-
ределяет перспективы использования иммуно-
фенотипического анализа. Иммунофенотипи-
рование клеток костного мозга с использова-
нием специфического набора моноклональных 
антител является опорным моментом в диагно-
стике МДС. При анализе иммунофенотипа бла-
стных клеток костного мозга при МДС удалось 
выделить МДС-ассоциированный фенотип, ко-
торый представлен CD45low CD34+ CD117+(high) 
CD13+(high) CD33low/- CD7+ CD5+ CD10+ 
CD38low/- CD109+ CD56+CD25+ и встречается 
в 93 % случаев МДС в различных комбинациях. 
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