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В работе описано применение клеточного биочипа для параллельного исследования морфологии, активности тартрат-резистент-
ной кислой фосфатазы и экспрессии различных поверхностных маркеров на лимфоцитах периферической крови 90 пациентов, 
поступивших для дообследования с подозрением на волосатоклеточный лейкоз (ВКЛ). Сформулированы критерии, позволяющие 
достоверно отличить типичный ВКЛ от вариантной формы ВКЛ (ВКЛ-В) и лимфомы из клеток маргинальной зоны селезенки 
(ЛКМЗС). Указанные критерии позволили предположить у 55 из обследованных пациентов типичную форму ВКЛ, у 7 больных – 
ВКЛ-В и ЛКМЗС – у 10 пациентов. Данные диагнозы, поставленные с помощью исследования на биочипе, были подтверждены 
стандартными методами диа г ностики во всех случаях. Таким образом, биочип может быть использован в дифференциальной 
диагностике ВКЛ. Высокая чувствительность метода позволяет обнаружить в крови опухолевые лимфоциты даже при глубокой 
лейкопении и малой доле ворсинчатых клеток.
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We describe an application of a cell-binding microarray – to parallel study of morphology, tartrate-resistant acid phosphatase activity and 
detection of surface markers on peripheral blood lymphocytes of 90 patients with suspected hairy cell leukemia (HCL). We have formulated 
the microarray-based diagnostic criteria for hairy cell leukemia, hairy cell leukemia variant (HCLv) and splenic marginal zone lymphoma 
(SMZL). According to these criteria we have suggested the presence of HCL for 55 patients, HCLv – for 7 patients and SMZL – for 10 pa-
tients from the studied cohort. These diagnoses were confirmed by standard diagnostic methods in all cases. These results show that the cell-
binding microarray can be used in differential diagnosis of HCL, while the high sensitivity of the microarray permits to detect the leukemic 
cells in spite of leukopenia and low hairy cell content.
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Введение
Волосатоклеточный лейкоз (ВКЛ) – хроническое 

лимфопролиферативное заболевание, протекающее 
с вовлечением костного мозга и селезенки. ВКЛ со-
ставляет около 2 % всех лейкозов [1]. Характерными 
клиническими проявлениями ВКЛ являются цитопе-
ния, лимфоцитоз и спленомегалия, а наиболее значимым 
диагностическим признаком – присутствие в крови 
и костном мозге субстрата опухоли, клональных В-лим-
фоцитов с характерной морфологией и иммунофе-
нотипом «ворсинчатых клеток» (ВК). Проточная ци-
тометрия определяет ВК как клон В-лимфоцитов 
с характерным для ВКЛ иммунофенотипом: CD19+, 
CD20+, sIgG+, CD22+, CD11с+, CD103+, CD25+, CD123+. 
Ни один из перечисленных маркеров, однако, не яв-
ляется специфичным для ВКЛ, поскольку часть из них 
может встречаться на опухолевых клетках и при других 
хронических В-зрелоклеточных заболеваниях, в том 
числе вариантной форме ВКЛ (ВКЛ-В) [2], лимфоме 
из клеток маргинальной зоны селезенки (ЛКМЗС) [3]. 
В литературе описаны как случаи ВКЛ с CD103– или 
CD25– опухолевыми клетками [4], так и случаи CD11c+ 
и CD103+ других хронических лимфопролифератив-
ных заболеваний [5]. Наличие лимфоцитов с выростами 
цитоплазмы, морфологически схожих с ворсинчатыми 
лимфоцитами, также свойственно не только ВКЛ, 
но и ВКЛ-В, и ЛКМЗС. Еще одним методом, исполь-
зуемым при дифференциальной диагностике ВКЛ, 
является определение активности в опухолевых клет-
ках тартрат-резистентной кислой фосфатазы (TRAP) 
цитохимически или с помощью TRAP-специфичных 
моноклональных антител.

Дифференциальная диагностика типичной формы 
ВКЛ с ЛКМЗС и ВКЛ-В имеет большое значение, по-
скольку последние, в отличие от ВКЛ, резистентны 
к терапии интерфероном и аналогами пуринов (кла-
дрибин и пентостатин). Для подтверждения диагноза 
«волосатоклеточный лейкоз» оптимально обнаруже-
ние в крови или костном мозге пациента всех харак-
теристик ВК (характерной морфологии, активности 
TRAP и иммунофенотипа) одновременно, поскольку 
иммунофенотип и морфологические особенности кле-
ток данных опухолей существенно перекрываются. 
Однако существующие на сегодняшний день диа-
гностические методы не позволяют проводить данные 
исследования на одних и тех же клетках. Дифферен-
циальный диагноз «волосатоклеточный лейкоз» в слу-
чае аберрантного иммунофенотипа или нестандартной 
морфологии может представлять существенную труд-
ность. Данную проблему позволяет решить использо-
вание клеточного биочипа.

Биочип (рис. 1) представляет собой прозрачную 
пластиковую подложку, на которой иммобилизованы 
антитела к CD-антигенам лимфоцитов (рис. 1б). Био-
чип инкубируется с суспензией лимфоцитов. Лим-
фоциты, несущие определенный поверхностный ан-
тиген, связываются с иммобилизованными на биочипе 

антителами к нему. После этого к связавшимся с био-
чипом клеткам применяются стандартные методы 
морфологической или цитохимической окраски, раз-
работанные для мазков. На клеточном биочипе дости-
гается высокая, по сравнению с мазком, поверхностная 
концентрация клеток, что дает возможность обнару-
живать даже редко встречающиеся ВК (рис. 1ж). Кро-
ме того, биочип позволяет «сортировать» клетки по их 
поверхностным антигенам, что обеспечивает прове-
дение корреляции морфологии ВК с иммунофеноти-
пом (рис. 1д).

Ранее было показано, что плотность связывания 
мононуклеаров периферической крови с антителами 
к антигену CDх, нормированная на плотность связы-
вания клеток на антителах положительного контроля, 
совпадает с долей клеток, положительных по CDх, 
в исследуемой клеточной суспензии, а морфология 
нормальных и патологических лимфоцитов перифе-
рической крови на биочипе совпадает с морфологией 
тех же клеток в стандартных мазках (А. Н. Хвастунова, 
С. А. Кузнецова, неопубликованные данные).

На основании литературных данных нами были 
сформулированы диагностические критерии для диф-
ференциальной диагностики ВКЛ с помощью биочипа.

Целью данной работы была валидация критериев 
дифференциальной диагностики ВКЛ с помощью кле-
точного биочипа, а также исследование особенностей 
иммунофенотипа, морфологии и активности TRAP 
в популяции опухолевых лимфоцитов пациентов с по-
дозрением на ВКЛ.

Пациенты и методы
Изготовление биочипов. На покровные стекла 22 × 

22 мм и толщиной 0,2 мм из пластифицированного 
поливинилхлорида (Fisher Scientific, USA) наносили 
растворы моноклональных мышиных антител к CD2, 
CD3, CD5, CD7, CD10, CD16, CD19, CD20, CD21, 
CD22, CD23, CD38, CD45, CD56 (ООО «Сорбент», 
Москва), CD4, CD8, CD11c, CD13, CD14, CD15, 
CD25, CD33, CD41a, CD43, CD45ra, CD45ro, CD64, 
CD85j, CD103, CD123, CD200, CD235a, HLA-DR, IgM, 
κ и λ легким цепям Ig, а также смесь мышиных IgG 
(eBioscience, USA) в карбонат/бикарбонатном буфере, 
рН 9,4–9,6, в концентрации 0,25–0,50 мг/мл по 1 мкл/пят-
но, помещали во влажную камеру и выдерживали 14 ч 
при +4 ˚С, затем высушивали и инкубировали час с 6 % 
BSA (бычий сывороточный альбумин) в PBS (фосфатный 
буфер) при комнатной температуре, ополас кивали дистил-
лированной водой, высушивали и хранили при +4 ˚С.

Анализ лимфоцитов при помощи клеточного биочипа. 
Мононуклеары периферической крови получали путем 
центрифугирования в градиенте плотности Histopaque- 
1077. Суспензию мононуклеаров (5 × 106 клеток/мл 
в PBS с 1 % BSA и 20 % эмбриональной телячьей сы-
воротки) наносили на биочип, инкубировали 30 мин 
при 4 ˚C, отмывали от неспецифически связавшихся 
клеток, высушивали и окрашивали по Паппенгейму.
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При определении иммунофенотипа лимфоцитов 
на биочипе процентное содержание клеток, экспрес-
сирующих антиген CDx, определяли как плотность 
связывания клеток с анти-CDx на биочипе, нормиро-
ванную на плотность связывания с анти-CD45. Плот-
ность связывания клеток определялась подсчетом 
в программах ImageJ и CellProfiler.

Активность тартрат­резистентной кислой фосфа­
тазы в лимфоцитах на биочипе определялась методом 
Гольдберга–Барки [6] с добавлением тартрата натрия 
в концентрации 7,5 мг/мл.

Пациенты и общая клиническая характеристика. 
В работе исследованы образцы периферической крови 
90 пациентов с подозрением на ВКЛ. Основными кли-
ническими признаками заболевания ВКЛ были пан-
цитопения с лимфоцитозом и спленомегалия. Редко 
наблюдалось увеличение лимфатических узлов, и по-
чти всегда это увеличение касалось не перифериче-
ских, а внутри- и забрюшинных групп лимфоузлов 
в воротах печени и селезенки. Медиана возраста больных 
соста вила 54 (17–82) года. Среди пациентов 19 (21 %) 
были молодого возраста – от 17 до 45 лет. Наблюда-

лось преоб ладание лиц мужского пола с соотноше-
нием М:Ж 1,3:1. Лейкопения выявлена в 60 случаях, 
медиана уровня лейкоцитов составила 3,1 × 109 кл/л 
(с разбросом 0,7–115 × 109 кл/л).

Диагностика. Диагноз «волосатоклеточный лей-
коз» устанавливался в соответствии с утвержденным 
протоколом диагностики [7] на основании морфоло-
гического анализа периферической крови и пунктата 
костного мозга, гистологического исследования тре-
панобиоптата, определения TRAP в мазках крови или 
костного мозга цитохимическим методом, выявления 
мутации гена BRAF V600E методом полимеразной цеп-
ной реакции и результатов иммунофеноти пирова-
ния лимфоцитов периферической крови или костно-
го мозга.

Диагностические критерии волосатоклеточного лей­
коза на клеточном биочипе. После инкубации монону-
клеаров периферической крови каждого из пациентов 
с биочипом, отмывки и окраски исследовалась мор-
фология клеток, связавшихся с каждым из иммобили-
зованных антител, и производился подсчет лимфоцитов 
с ворсинчатым или фестончатым краем цитоплазмы. 

Рис. 1. Принцип работы биочипа: а – биочип со связавшимися мононуклеарами периферической крови здорового донора, окраска по Паппенгей-
му; б – схема расположения пятен антител на биочипе; в – биочип со связавшимися мононуклеарами периферической крови пациента с ВКЛ, 
окраска по Паппенгейму; г – фотография клеток, связавшихся с иммобилизованным антителом к CD3, окраска по Паппенгейму, увеличение × 40; 
д – нормированная плотность связывания лимфоцитов периферической крови пациента с ВКЛ на биочипе, красные прямоугольники – ВК, синие 
прямоугольники – остальные клетки; е–з – морфологическая картина клеток, связавшихся с антителами к CD3 (е), CD11c (ж), CD45 (з), 
окраска по Паппенгейму, увеличение × 1000

Здоровый донор                                           Схема биочипа                                       Пациент с ВКЛ

Ворсинчатые клетки            Нормальные лимфоциты

CD3+                                                                                                      CD11c+                                                                                               CD45+ 

CD3+
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Для определения иммунофенотипа клеток с патоло-
гической морфологией сначала проводился подсчет 
данных клеток, связавшихся с анти-CD45 (положи-
тельный контроль), для определения размера опухоли. 
Опухолевые клетки считались положительными по 
маркеру CDх, если плотность клеток с патологической 
морфологией, связавшихся с анти-CDх, превышала 
75 % от плотности данных клеток на положительном 
контроле. Клональность определялась по связыванию 
опухолевых клеток с антителами к kappa и lambda лег-
ким цепям иммуноглобулинов.

Диагностические критерии для ВКЛ, ВКЛ-В 
и ЛКМЗС на основе анализа лимфоцитов на биочипе 
были сформулированы на основании литературных 
данных о морфологии, цитохимии и иммунофенотипе 
лимфоцитов периферической крови при данных забо-
леваниях [5, 8–11] и были следующими. Диагноз «во-
лосатоклеточный лейкоз» предполагался, если в крови 
обнаруживали моноклональную популяцию ВК на ан-
тителах к CD11c, CD103, CD25, CD123, CD19, CD20, 
CD22 и реакция на TRAP в ВК была положительной. 
ВКЛ-В предполагали в случае связывания опухолевых 
клеток с антителами к CD11c, CD103, CD19, CD20, 
CD22, отсутствия связывания с антителами к CD25, 
CD123 и отрицательной реакции на TRAP в опухоле-
вых клетках. В случае, если популяция опухолевых 
клеток была морфологически разнородна, в части кле-
ток наблюдалась вакуолизация в цитоплазме, отдель-
ные клетки имели короткие цитоплазматические вы-
росты [12] и опухолевые клетки были положительны 
по пан-В-клеточным маркерам CD19, CD20, CD22 
и IgM, но не CD11c, CD103 и CD123, то предполага-
лось наличие у пациента ЛКМЗС.

Результаты исследования  
и их обсуждение
В работе были исследованы плотность связывания 

с биочипом, морфология и активность TRAP лимфо-
цитов периферической крови 90 пациентов с подозре-
нием на ВКЛ. У 55 (61 %) больных на основании сфор-
мулированных выше диагностических критериев было 
предположено наличие ВКЛ. У 7 (8 %) пациентов опу-
холевые клетки отличались слабой экспрессией CD25 
на опухолевых клетках и отсутствием активности TRAP, 
что соответствует предложенным критериям для ВКЛ-В. 
Десяти (11 %) больным был поставлен предваритель-
ный диагноз «лимфома из клеток маргинальной зоны 
селезенки». У оставшихся 18 пациентов результаты ис-
следования клеток на биочипе не удовлетворяли пред-
ложенным нами диагностическим критериям ВКЛ, 
ВКЛ-В и ЛКМЗС, при этом у 12 (14 %) больных онко-
гематологических заболеваний выявлено не было.

При сравнении полученных результатов с оконча-
тельными диагнозами, поставленными на основании 
совокупности клинико-лабораторных диагностиче-
ских методов, оказалось, что для всех 72 пациентов, 
которым на основании биочипа были поставлены 

предварительные диагнозы «волосатоклеточный лей-
коз» (55 больных), «вариантная форма волосатокле-
точного лейкоза» (7 пациентов) или «лимфома из кле-
ток маргинальной зоны селезенки» (10 больных), 
данные диагнозы подтверждены стандартной диагно-
стикой. Для 12 пациентов, у которых при исследо-
вании лимфоцитов периферической крови биочип 
не выявил отклонений от нормы, изменений  при ис-
следовании периферической крови стандартными 
методами также обнаружено не было. У оставшихся 
6 больных были выявлены другие онкогематологиче-
ские заболевания (хронический лимфолейкоз, острый 
миелобластный лейкоз, Т-клеточная лимфома). Это 
свидетельствует о том, что выбранные нами диагно-
стические критерии работают и могут быть использо-
ваны при дифференциальной диагностике ВКЛ с по-
мощью клеточного биочипа.

Общий иммунофенотип лимфоцитов. Для всех 
90 пациентов, вошедших в исследование, с помощью 
биочипа определялась нормированная плотность свя-
зывания лимфоцитов на всех антителах панели био-
чипа. Использовавшаяся панель антител представлена 
на рис. 1б и включает как антитела к В- и Т-клеточ-
ным маркерам, так и к маркерам, используемым при 
дифференциальной диагностике ВКЛ: CD11c, CD25, 
CD103, CD123 [8, 9].

Среди пациентов с типичной формой ВКЛ у 25 боль-
ных из 55 вследствие небольшого количества опухоле-
вых клеток (от 1 до 25 % всех лимфоцитов), плотности 
связывания лимфоцитов с антителами к маркерам  
Т- и В-лимфоцитов (CD2, CD3, CD4, CD5, CD7, CD8, 
CD19, CD20, CD22) не отличались от плотностей свя-
зывания, полученных для лимфоцитов 55 здоровых 
доноров (рис. 2а, красные и синие столбики соответ-
ственно), а значимые отличия в плотности связывания 
по сравнению с нормой наблюдались только для ан-
тител к CD11c, CD25, CD103, CD123.

На рис. 2б приведены гистограммы иммунофено-
типов лимфоцитов 10 пациентов с ЛКМЗС (синие 
столбики), 7 пациентов с ВКЛ-В (красные столбики) 
и 30 больных с типичной формой ВКЛ, для которых 
количество В-лимфоцитов превышало 25 % (зеленые 
столбики). Для всех 3 групп пациентов характерно 
значимое увеличение плотности связывания клеток 
с антителами к В-клеточным маркерам CD19, CD20 
и CD22 по сравнению с нормой (рис. 2а, синие стол-
бики). Для типичной и вариантной форм ВКЛ значи-
мые различия по сравнению с нормой наблюдались 
в плотности связывания лимфоцитов с антителами 
к CD11c и CD103. Лимфоциты, связавшиеся с анти-
телами к CD25 и CD123, были найдены в количестве, 
превышающем норму, только у больных c типичной 
формой ВКЛ.

Морфологические характеристики опухолевых кле­
ток. В периферической крови всех пациентов с типич-
ной формой ВКЛ была обнаружена популяция ВК, 
составлявшая от 1 до 97 % всех лимфоцитов (медиа-
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на – 19 %). ВК представляли собой лимфоциты диа-
метром от 10 до 16 мкм со средним или большим коли-
чеством цитоплазмы бледно-голубого или серо-голубого 
цвета с неровным, ворсинчатым, изрезанным или фе-
стончатым краем. Ядро клеток круглое, овальное, 
реже бобовидной или гантелевидной формы, иногда 
встречались двухядерные ВК; ядерный хроматин раз-
рыхленный, деконденсированный (рис. 3а–в). У 12 из 
55 пациентов с типичной формой ВКЛ (22 %) наблю-
дались крупные ворсинчатые лимфоциты с хромати-
ном в виде толстых нитей и наличием видимых ядры-
шек (рис. 3г). Данные пациенты были либо на поздней 
стадии заболевания, либо ранее они получали курс 
терапии, не характерной для ВКЛ. У 6 больных данной 
группы ворсинчатые лимфоциты были положительны 
по CD10.

При ВКЛ-В у всех 7 пациентов опухолевые клетки  
в ПК были представлены клетками с короткими ци-
топлазматическими выростами, выпячиваниями ци-
топлазмы, расположенными неравномерно по конту-
ру клетки (рис. 3д). Цитоплазма некоторых клеток 
была вакуолизирована. У всех пациентов в среднем 
в 20 % клеток визуализировалось одно округлое яд-
рышко. У 2 из 7 больных были обнаружены крупные 
ВК, как при типичной форме ВКЛ.

При ЛКМЗС опухолевые клетки  в ПК были сред-
них размеров с ядрами правильной округлой или 
овальной формы с рыхлой или глыбчатой структурой 
хроматина и широкой голубой цитоплазмой, часто 
с перинуклеарным просветлением, в редких случаях 
вакуолизированной. В среднем в 10 % клеток визуали-
зировалось одно округлое ядрышко. У 2 из 10 пациентов 
у части опухолевых клеток цитоплазма образовывала 
короткие цитоплазматические выросты, локализован-
ные, как правило, на одном из полюсов клетки (рис. 3е).

Цитохимическое определение тартрат­резистент­
ной кислой фосфатазы в лимфоцитах. Для 84 пациен-
тов проводилось цитохимическое определение TRAP 
в лимфоцитах периферической крови: в мазках у 26 % 
пациентов и у 74 % больных – с использованием кле-
точного биочипа. Сильная активность TRAP выявля-
лась в виде гранул ярко-красного цвета в цитоплазме 
лимфоцитов, слабая активность – в виде гомогенного 
розового окрашивания цитоплазмы. Цитохимическая 
активность TRAP была сильно положительной во всех 
49 исследованных случаях типичного ВКЛ, лишь 
в единичных ВК наблюдалась слабая активность фер-
мента (рис. 4б, в, е, ж). Цитохимическая реакция на 
биочипе не отличалась от цитохимической реакции 
в мазке (рис. 4д, е). Во всех 7 случаях ВКЛ-В (рис. 4г, з), 

Рис. 2. Медианы относительной плотности связывания лимфоцитов периферической крови с различными антителами на биочипе: а – 55 здоровых 
доноров (синие столбики) и 25 пациентов с ВКЛ, для которых количество В-лимфоцитов не превышало 25 % (красные столбики); б – 10 пациентов 
с ЛКМЗС (синие столбики), 7 пациентов с ВКЛ-В (красные столбики) и 30 пациентов с типичным ВКЛ, для которых количество В-лимфоцитов 
превышало 25 % (зеленые столбики). Столбики обозначают значение медианы, усы – 10–90 % доверительный интервал. Звездочки показывают 
антигены, на антителах к которым наблюдалось значимое (p < 0,01) отличие в плотностях связывания клеток

а

б
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Рис. 3. Морфологическая картина лимфоцитов, связавшихся в пятнах биочипа: а – при типичной форме ВКЛ, связавшихся с антителом к CD45, 
и б–г – с анти-CD11с. На рисунке а можно видеть 2 нормальных лимфоцита (слева) и 1 ВК (справа); д – при ВКЛ-В, связавшихся с антителом 
к CD19; е – при ЛКМЗС – в пятне анти-CD19

Рис. 4. Морфологическая и цитохимическая (реакция на TRAP) картины ворсинчатых лимфоцитов различных пациентов с ВКЛ: а, д – в мазке 
крови пациента Б. с типичным ВКЛ; б, е – в пятнах биочипа анти-CD45 пациента Е. с типичным ВКЛ можно видеть 2 нормальных лимфоцита, 
отрицательных по TRAP (внизу) и 1 положительную по TRAP ВК (вверху); в, ж – в пятнах биочипа анти-CD19 пациента Е. при типичном ВКЛ; 
г, з – в пятнах биочипа анти-CD19 пациента М. с ВКЛ-В

а

г

б

д

в

е

а б в г

зд е ж

10 случаях ЛКМЗС и для 18 пациентов без онкогема-
тологических нарушений или с другими диагнозами 
активности TRAP в опухолевых клетках выявлено не 
было.

Иммунофенотип опухолевых клеток. Особенности 
морфологии и иммунофенотипа опухолевых лимфо-
цитов периферической крови пациентов с ВКЛ, ВКЛ-В 
и ЛКМЗС представлены в таблице. Для типичной 
формы ВКЛ характерно связывание ВК с антителами 

к В-клеточным антигенам CD19, CD20, CD22 и ти-
пичными для ВКЛ антителами к CD11c, CD25, CD103, 
CD123. В ряде случаев было обнаружено также связы-
вание ВК с антителами к CD2 (10 %), CD5 (4 %), CD10 
(24 %), CD23 (13 %), CD38 (4 %) и IgM (22 %), но од-
новременного связывания ВК с антителами к CD5 
и CD23 обнаружено не было.

Опухолевые клетки периферической крови всех 
7 пациентов с ВКЛ-В связывались с антителами к CD19, 
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CD20, CD22 и CD11c. Основным отличием в иммуно-
фенотипе опухолевых клеток при ВКЛ-В от типичной 
формы ВКЛ являлось отсутствие связывания патоло-
гических клеток при ВКЛ-В с анти-CD25 и анти-CD123. 
У 5 (71 %) пациентов опухолевые клетки были обна-
ружены на анти-CD103, у 2 (29 %) – на анти-CD10.

Во всех 10 случаях ЛКМЗС опухолевые клетки 
экспрессировали CD19, CD20, CD22. У части пациен-
тов обнаружено связывание патологических лимфо-
цитов с антителами с CD11c (20 %), CD103 (10 %), CD25 

Сравнение данных медиан количества лейкоцитов, процента опухолевых клеток, морфологического исследования, исследования иммунофе-
нотипов лимфоцитов, частоты выявления мутации гена BRAF V600E и результатов реакции на TRAP опухолевых лимфоцитов пациентов 
с ВКЛ, ВКЛ-В и ЛКМЗС

№ Данные результатов различных исследований
Пациенты

типичная форма ВКЛ ВКЛ­В ЛКМЗС

1 Медиана количества WBC (диапазон), × 109  кл/л 2 (0,7–26) 41 (3,4–115) 6 (2,2–110) 

2 Медиана процента опухолевых клеток, % (диапазон) 19 (1–97) 87 (23–96) 70 (25–96) 

3

Связывание опухолевых клеток с антителами к:

Kappa 45 % 57 % 60 %

Lambda 55 % 43 % 40 %

CD19 100 % (55/55) 100 % (7/7) 100 % (10/10) 

CD20 100 % (55/55) 100 % (7/7) 100 % (10/10) 

CD22 100 % (55/55) 100 % (7/7) 100 % (10/10) 

IgM 22 % (12/55) 0 % (0/7) 80 % (8/10) 

CD11c 100 % (55/55) 100 % (7/7) 20 % (2/10) 

CD103 98 % (54/55) 71 % (5/7) 10 % (1/10) 

CD123 96 % (22/23) 0 % (0/3) 0 % (0/10) 

CD2 9 % (5/55) 0 % (0/7) 0 % (0/10) 

CD5 4 % (2/55) 0 % (0/7) 0 % (0/10) 

CD10 24 % (13/55) 29 % (2/7) 0 % (0/10) 

CD23 13 % (7/55) 0 % (0/7) 10 % (1/10) 

CD38 4 % (2/55) 0 % (0/7) 30 % (3/10) 

CD25 100 % (55/55) 0 % (0/7) 10 % (1/10) 

4 Положительная реакция на TRAP 100 % (49/49) 0 % (0/7) 0 % (0/10) 

5 Мутация гена BRAF V600E 100 % (55/55) 0 % (0/7) 0 % (0/10) 

6

Морфология клеток:

с ворсинчатым или фестончатым краем цитоплазмы 100 % (55/55) 27 % (2/7) 0 % (0/10) 

с короткими цитоплазматическими выростами, 
выпячиваниями

18 % (10/55) 100 % (7/7) 20 % (2/10) 

Процент ВК от общего количества клеток, связавшихся с антителом к:

CD11c 90 % < 30 % 0 %

CD103 90 % < 30 % 0 %

CD19 80 % < 30 % < 10 %

(10 %), однако одновременного связывания с антите-
лами к любым двум из указанных маркеров не наблю-
далось. Иммунофенотипы опухолевых клеток всех па-
циентов с ВКЛ, ВКЛ-В, ЛКМЗС, полученные при 
исследовании на клеточном биочипе, включая абер-
рантную экспрессию CD5, CD10 и CD23, были под-
тверждены результатами проточной цитометрии. Ис-
ключение составлял маркер CD123, наличие которого 
было исследовано с помощью проточного цитометра 
лишь для небольшого числа пациентов.
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Поскольку в норме CD11c и CD103 присутствуют 
на очень малых субпопуляциях лимфоцитов перифе-
рической крови [13], связывание нормальных лимфо-
цитов с антителами к данным маркерам практически 
отсутствует. Поэтому лимфоциты, связывающиеся с анти-
CD11c и анти-CD103, представляют собой практиче-
ски чистую популяцию опухолевых клеток, что упро-
щает их подсчет и морфологический анализ. Процент 
связавшихся клеток с антителами к CD11с и CD103 
совпадал с долей ВК, обнаруженных при морфологи-
ческом исследовании лимфоцитов в пятнах анти-CD45, 
и с размером опухоли, определенным методом проточ-
ной цитометрии. У пациентов с ВКЛ доля ВК среди 
клеток, связавшихся с анти-CD11c и анти-CD103, 
составляла 70–100 % (см. таблицу). В то же время, для 
пациентов с ВКЛ-В доля лимфоцитов с цитоплазма-
тическими выростами составляла менее 30 % общего 
количества клеток, связавшихся с антителами к данным 
маркерам, т. е. большинство опухолевых клеток при 
ВКЛ-В не являются ворсинчатыми. Отметим, что мор-
фологическая разнородность опухолевых клеток при 
ЛКМЗС хорошо известна [14, 15], но для ВКЛ-В она 
показана впервые. Неоднородность морфологическо-
го состава CD11с+- и CD103+-лимфоцитов при ВКЛ-В 
может также быть использована при дифференциаль-
ной диагностике с типичной формой ВКЛ.

Маркер CD11с был обнаружен на опухолевых клет-
ках всех пациентов с типичной и вариантной формами 
ВКЛ и у 20 % пациентов с ЛКМЗС в соответствии 
с литературными данными [9, 13, 16]. CD103 высо-
коспецифичный для типичной формы ВКЛ и, в мень-
шей степени, ВКЛ-В [5, 9, 13, 16] был обнаружен 
на поверхности опухолевых клеток 54 из 55 исследо-
ванных пациентов с ВКЛ и 5 из 7 пациентов с ВКЛ-В. 
CD25, по нашим данным (см. таблицу), является главным 
поверхностным маркером, отличающим ВКЛ от ВКЛ-В, 
что согласуется с данными литературы [9, 16].

CD123 в последнее время активно используется 
при диагностике лейкозов [17]. Показано, что во всех 
случаях стандартной формы ВКЛ опухолевые клетки 
положительны по CD123 с высокой экспрессией дан-
ного маркера [9–11], при ВКЛ-В CD123 присутст-
вует на опухолевых клетках лишь в 40 % случаев, при 

ЛКМЗС – менее чем в 25 % случаев и всегда с низким 
уровнем экспрессии [9, 10]. В нашей работе CD123+-
опухолевые клетки были обнаружены в 96 % случаев 
типичного ВКЛ и не были обнаружены ни у одного из 
пациентов с ВКЛ-В или ЛКМЗС.

Для всех обследованных больных определялось 
также наличие в опухолевых клетках мутации BRAF 
V600Е. Многочисленные исследования показывают, 
что из всех гемобластозов данная мутация характерна 
только для стандартной формы ВКЛ [18, 19]. В нашем 
исследовании все 55 пациентов с типичной формой 
ВКЛ были положительны по BRAF V600E, и в соответ-
ствии с литературными данными ни у одного из паци-
ентов с ВКЛ-В и ЛКМЗС данная мутация не была 
обнаружена.

Заключение
Использование клеточного биочипа позволяет 

одновременно исследовать морфологические особен-
ности опухолевых лимфоцитов, выявить активность 
TRAP и определить маркеры, присутствующие на по-
верхности клеток определенной морфологии или со-
держащие активную TRAP. Такой подход облегчает 
и ускоряет дифференциальную диагностику ВКЛ, ВКЛ-В 
и ЛКМЗС, в том числе и на ранних этапах развития 
заболевания, поскольку все диагностически значимые 
показатели определяются параллельно, в одном и том же 
образце, а высокая чувствительность описанного ме-
тода позволяет обнаружить опухолевые лимфоциты 
даже при глубокой лейкопении и малой доле ВК в крови.
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