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Фундаментальные исследования в практической медицине на современном этапе
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Несмотря на постоянные попытки совершенствования терапии, исходы острых миелоидных лейкозов остаются практически 
неизменными уже на протяжении нескольких десятилетий. Пока не оправдывают надежд на изменение ситуации даже перспек-
тивные препараты, создаваемые с учетом более глубокого понимания биологии лейкозов. По-прежнему наилучшие результаты 
достигаются лишь при высокодозной индукционной химиотерапии, применение которой возможно только у ограниченного числа 
пациентов. Высокая фенотипическая и генотипическая разнородность миелоидных лейкозов определяет актуальность развития 
персонифицированных подходов к терапии, в том числе основанных на определении индивидуальной химиочувствительности 
опухолевых клеток.
В статье представлены результаты разработки модели острого миелоидного лейкоза ex vivo, а также апробации 2 методов 
исследования химиочувствительности in vitro: оценки генотоксичности противоопухолевых препаратов в микроядерном 
тесте, а также жизнеспособности и химиочувствительности отсортированных бластных клеток. Определены перспекти-
вы индивидуализированной терапии миелоидных лейкозов на основании внедрения и дальнейшего совершенствования резуль-
татов работы. 
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Despite continuous attempts to improve therapy, the outcomes of acute myeloid leukemia remain almost unchanged over last decades. Drugs 
made with a more complete understanding of the biology of acute myeloid leukemia do not equal the hopes for better prognosis. The best re-
sults are achieved only with high-dose chemotherapy, which is only possible for a limited number of patients. High phenotypic and genotypic 
heterogeneity of acute myeloid leukemia defines the relevance to develop personalized approaches to therapy, including those based on deter-
mination of individual drug sensitivity of blast cells. 
This article presents the results of developing an ex-vivo model of acute myeloid leukemia, as well as testing of two in vitro sensitivity assess-
ment methods: evaluation of the genotoxicity of drugs in the micronucleus test and vitality and sensitivity to chemotherapy in sorted blast 
cells. Prospects of individualized therapy of acute myeloid leukemia were determined based on introduction into clinical practice and con-
tinuing the research.
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Фундаментальные исследования в практической медицине на современном этапе

Введение
Несмотря на непрекращающиеся попытки совер-

шенствования подходов и методов специфической 
и сопроводительной терапии, острые миелоидные 
лейкозы (ОМЛ) являются одной самых серьезных 
проблем онкогематологии. Долгосрочные результаты 
терапии ОМЛ остаются практически неизменными 
уже более 20 лет, а среди лиц старше 60 лет, составля-
ющих большинство заболевших (при медиане возраста 
65 лет), – более 30 лет, что определяет особую актуаль-
ность интенсификации исследований, направленных 
хоть на какую-то положительную динамику в решении 
этой проблемы [1].

Медиана заболеваемости ОМЛ продолжает увели-
чиваться, несмотря на успехи в других областях про-
филактической и практической медицины, увеличе-
ние продолжительности жизни. Среди возрастных 
пациентов 5-летняя выживаемость не превышает 
10–12 % [1, 2]. Повышением результативности гема-
тологической и онкологической помощи считается 
увеличение числа пациентов с особой группой ОМЛ – 
вторичными ОМЛ (вОМЛ), принципиальными отли-
чиями которых является патогенетическая связь с дру-
гими новообразованиями, а также с предшествующей 
химио- или лучевой противоопухолевой терапией. 
В настоящее время вклад вОМЛ в общее число случа-
ев ОМЛ оценивается в пределах 25–35 % [2, 3], одна-
ко, по-видимому, он будет расти с увеличением выжи-
ваемости пациентов [4].

Выявление вОМЛ по сравнению с первичными 
ОМЛ уже при установке диагноза позволяет определить 
принципиально иной прогноз, выражающийся в суще-
ственно более низких показателях частоты ремиссий, 
длительности безрецидивной и общей выживаемости 
(ОВ) [2, 5, 6]. Наличие вОМЛ является фактором про-
гноза ранней смерти [7, 8]. Это определяется характе-
ром возникновения заболевания, связанного с прогрес-
сированием или с трансформацией «хронического» 
миелопролиферативного новообразования, истощени-
ем гемопоэтических резервов и генотоксичностью 
предшествующей химио- и лучевой терапии по поводу 
любых других опухолей [2]. Помимо этого, высокий 
средний возраст пациентов с вОМЛ, снижение актив-
ности, фоновая коморбидность и токсичность ранее 
проведенного лечения значительно ограничивают воз-
можности выбора специфической терапии.

Для пациентов с вОМЛ также характерна более 
высокая частота неблагоприятных цитогенетических 
и молекулярных аберраций (моносомии 5, 7, делеции 
5q, 7q, мутации 11q23, inv(3), t(3;3) и др.), самостоя-
тельно определяющих худший прогноз и резистент-
ность к терапии [5, 9–11]. В таких случаях практиче-
ски нивелируется прогностическое значение возраста, 
других хромосомных аномалий и многих других фак-
торов [2].

Все вышеперечисленное определяет осознание 
необходимости создания новых индивидуализирован-

ных подходов к терапии ОМЛ, особенно вОМЛ, выбор 
тактики с учетом генотипической, фенотипической 
и прогностической разнородности опухолевых клонов 
в пределах одного заболевания.

Современные подходы к терапии острых миелоидных 
лейкозов
Несмотря на значительные патогенетические 

и прогностические различия, подходы к индукцион-
ной терапии ОМЛ и вОМЛ остаются практически 
одинаковыми и неизменными на протяжении не-
скольких десятилетий. Частота достижения полных 
ремиссий после стандартных схем терапии на основе 
цитозина-арабинозида и даунорубицина («7 + 3») 
при вОМЛ находится в пределах 30–60 %, а длитель-
ность ОВ не превышает 9 мес [2, 12–14]. При этом 
применение монотерапии цитарабином (малые дозы 
цитарабина) и других схем со сниженной токсично-
стью из-за возрастных и коморбидных особенностей 
пациентов приводит к еще менее обнадеживающим 
результатам [7, 12]. В связи с неблагоприятным 
по факту выявления вОМЛ прогнозом практически 
всем пациентам показана аллогенная трансплантация 
гемопоэтических стволовых клеток. Однако даже 
для той небольшой когорты пациентов, рассматрива-
емой в качестве кандидатов на аллогенную трансплан-
тацию гемопоэтических стволовых клеток после учета 
возраста, коморбидности, других факторов риска, 
оценки результатов и осложнений индукционной те-
рапии, предполагается гораздо более высокая ассоци-
ированная с трансплантацией летальность и худший 
прогноз [15, 16].

Неудовлетворительные результаты лечения ОМЛ 
обусловливают актуальность внедрения новых подхо-
дов к терапии. Наиболее широкое распространение 
в качестве альтернативных получили схемы на основе 
гипометилирующих агентов – азацитидина и децита-
бина. В исследовании на когорте пациентов с ОМЛ 
и миелодиспластическим синдромом для сравнения 
эффективности гипометилирующих агентов и цитара-
бинсодержащих схем были показаны более высокая 
частота достижения полных ремиссий (41 % против 
35 %) и увеличение времени до возникновения реци-
дива (9 мес против 5 мес) для альтернативных препа-
ратов [17]. Однако при выделении в отдельную группу 
пациентов с вОМЛ различий в эффективности гипо-
метилирующих агентов и цитарабинсодержащих схем 
уже не выявляется, хотя и сохраняется некоторое 
преимущество в длительности ОВ (6,9 мес против 
5,4 мес) [18]. Подобные результаты в отношении вО-
МЛ были достигнуты и при сравнении азацитидина 
с полихимиотерапией по схеме МЕС (митоксантрон, 
этопозид, цитарабин): показана даже меньшая часто-
та ответов на гипометилирующую терапию при сохра-
нении преимущества в показателях выживаемости 
[19]. Несмотря на наличие некоторых преимуществ, 
в отечественных гематологических центрах 
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применение гипометилирующих агентов в целом 
не влияет на общие результаты лечения ОМЛ [1]. От-
носительно более высокая стоимость препаратов 
и связанные с этим организационные сложности 
не только существенно ограничивают охват пациентов 
современной терапией, но иногда и являются причи-
ной низкой воспроизводимости протоколов.

В настоящее время в нашей стране недоступен 
и целый ряд перспективных препаратов для терапии 
ОМЛ. Так, значительное преимущество в показателях 
ОВ было показано для комплексного липосомального 
агента цитарабина и даунорубицина (CPX-351) 
по сравнению со стандартной схемой «7 + 3» (9,56 мес 
против 5,95 мес), при этом безрецидивная выживае-
мость была почти сопоставима (2,53 мес против 
1,31 мес), а частота достижения ремиссии для CPX-351 
оказалась даже ниже [20]. Одобренное в США в 2000 г. 
решение о применении гемтузумаба озогамицина 
было отозвано в 2010 г. по причине отсутствия пре-
имуществ по сравнению со стандартными схемами 
терапии и токсичности в виде развития синдрома 
слабости синусового узла [21]. После повторного одо-
брения в 2017 г. на основании доказательств лучшей 
переносимости при снижении дозировки [22] гем-
тузумаба озогамицин вновь не показал преимуществ 
в показателях ОВ по сравнению с другими доступны-
ми методами [22, 23].

Ожидания от исследований перспективных аген-
тов в большинстве случаев исходят из теоретического 
обоснования принципиально новых фармакодинами-
ческих свойств. Предполагалось, что применение 
амонафида – нового ингибитора топоизомеразы II – 
получит преимущество над антрациклинами вследст-
вие отсутствия характерной для последних утраты Р-
гликопротеина. Однако результаты клинического 
исследования не выявили различий при использова-
нии комбинации амонафида и цитарабина по сравне-
нию со схемой «7 + 3» [24]. Ингибитор PARP (белок, 
угнетающий репарацию ДНК) велипариб смог пока-
зать значимую активность при вОМЛ лишь в испыта-
ниях in vitro [25]. Селективный ингибитор циклинза-
висимых киназ алвоцидиб в исследовании II фазы 
показал бόльшую эффективность в комбинации с ци-
тарабином и митоксантроном в достижении полных 
ремиссий при вОМЛ по сравнению со схемой «7 + 3» 
(60 % против 35 % пациентов) [26].

Неоднозначность перспектив появления и внедре-
ния в клиническую практику новых направлений 
противоопухолевого воздействия определяет сохране-
ние актуальности исследований, направленных на мо-
дификацию уже существующих схем терапии, прежде 
всего основанных на цитозине-арабинозиде. Так, 
в исследовании EORTC-GINEMA AML-12 оценивали 
сочетания высоких доз цитарабина с этопозидом и да-
унорубицином у 105 пациентов с вОМЛ. Было пока-
зано значительное, по сравнению со стандартными 
подходами, увеличение частоты полных ремиссий 

(94,1 % против 59,1 % в группе пациентов в возрасте 
младше 45 лет и 82,8 % против 52,9 % в группе старше 
45 лет), а также повышение 6-летней ОВ у молодых 
пациентов (76,5 % против 28,7 %) [27]. В 2 похожих 
исследованиях эффективности схемы FLAG (флуда-
рабин, высокие дозы цитарабина и гранулоцитарного 
колониестимулирующего фактора) у пациентов в воз-
расте до 60 лет частота достижения ремиссий состави-
ла 58 и 64 % соответственно, летальность, ассоцииро-
ванная с лечением, – 12 и 16 %. В 1-м исследовании 
ОВ превысила 12 мес (для 54 % пациентов), во 2-м 
исследовании составила 8 мес (для всей выборки) [28, 
29]. Применение режима GCLAC (гранулоцитарный 
колониестимулирующий фактор – праймер с клофа-
рабином и высокими дозами цитарабина) позволило 
достичь полных ремиссий у 76 % пациентов, медиана 
ОВ составила 24,3 мес, а летальность, ассоциирован-
ная с лечением, не превышала 2 % [30]. Возможно, 
более обнадеживающие результаты терапии были 
связаны с относительно низким средним возрастом 
испытуемых – 53 года. Результаты большинства иссле-
дований подтверждают правило о том, что при любых 
подходах к терапии увеличение среднего возраста 
и доли пациентов с вОМЛ всегда ассоциируется 
со снижением частоты ответов и сроков ОВ и безре-
цидивной выживаемости при росте летальности, свя-
занной с лечением.

Недостаточная эффективность современной тера-
пии ОМЛ и не соответствующая ожиданиям клиниче-
ская эффективность перспективных препаратов могут 
объясняться, прежде всего, алгоритмическими прин-
ципами при создании и совершенствовании подходов 
к терапии, разрабатываемых без учета индивидуаль-
ных особенностей каждого случая заболевания – уни-
кального патологического процесса в рамках весьма 
гетерогенной группы ОМЛ, существенно более разно-
образной, чем формы, представленные в современной 
классификации. Поэтому отсутствие в ближайшей 
перспективе внедрения новых, активных в отношении 
большинства вариантов ОМЛ терапевтических аген-
тов, оправдывает попытки дальнейшего совершенст-
вования помощи на основе разработки индивидуали-
зированных подходов к лечению.

Индивидуализация противоопухолевой терапии 
в онкогематологии
Концепция пациент-специфичного выбора тера-

пии на основе изучения восприимчивости к фармако-
логическому воздействию известных этиопатогенети-
ческих факторов болезни не нова. Наибольшие успехи 
в этом отношении достигнуты в области антимикроб-
ной терапии в виде применения в клинике результатов 
микробиологических исследований. В то же время 
лишь недавно были сделаны первые шаги к исполь-
зованию таких подходов и при выборе противоопу-
холевых препаратов [31–36]. До настоящего време-
ни применение методов оценки воздействия 
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на опухолевые клетки различных препаратов было 
ограничено доклиническими этапами испытаний 
разрабатываемых фармакологических субстанций. 
В качестве объекта в таких исследованиях выступают 
или модели на животных, или воспроизводимые кле-
точные линии различных новообразований.

Несмотря на то что реализация идеи скрининга 
чувствительности к цитостатикам конкретного опухо-
левого субстрата кажется вполне возможной, ее ис-
пользованию в практической онкологии препятствуют 
почти непреодолимые трудности: неоднородность 
строения и клеточная гетерогенность новообразова-
ний, выделение и лабораторное воспроизведение ве-
дущего пролиферирующего клона, а также выполне-
ние дополнительной биопсии в необходимый 
для исследования момент. Кроме этого, оценка куль-
туральной модели опухоли вне организма не учитыва-
ет таких условий, как микроокружение, васкуляриза-
ция, барьерные свойства, нарушение межклеточных 
контактов, иммунный ответ, взаимодействие препа-
ратов [37].

В то же время опухоли системы крови представ-
ляют собой гораздо более перспективный в этом 
отношении предмет для изучения. Большинство 
онкогематологических заболеваний характеризуется 
однородностью опухолевого клона, его относительно 
равномерным распределением в костном мозге 
или периферической крови. Даже при лимфомах зло-
качественные инфильтраты в различных участках 
лимфоидной и других тканях фенотипически и гено-
типически однородны.

Пригодность для культурального изучения клеток, 
полученных из аспиратов костного мозга или перифе-
рической крови, подтверждена многими исследовате-
лями [38, 39], а первые шаги по разработке методов 
оценки химиочувствительности лейкозных клеток 
in vitro и определению их клинического и прогности-
ческого значения были сделаны еще в начале 1990-х 
годов [40, 41]. И только в последние несколько лет 
стали появляться работы, посвященные результатам 
реального применения подобных лабораторных тестов 
при выборе терапии, в том числе при ОМЛ [42–47].

Разработка ex vivo‑модели острого миелоидного 
лейкоза
В настоящее время на кафедре факультетской те-

рапии Военно-медицинской академии им. С. М. Ки-
рова совместно с научно-исследовательским центром 
академии и кафедрой клинической биохимии и лабо-
раторной диагностики академии проводится работа 
по разработке методов индивидуализации противо-
опухолевой терапии при ОМЛ, основанной на иссле-
дованиях химиочувствительности бластных клеток.

Прежде всего была оценена возможность создания 
воспроизводимой ex vivo-модели ОМЛ путем выделе-
ния и культивирования линии бластных клеток, полу-
ченных из периферической крови или костного мозга 

у пациентов с вОМЛ и первичным ОМЛ. В период 
с декабря 2018 г. по февраль 2019 г. были исследованы 
материалы от 2 пациентов.

пациент 1, мужчина 70 лет, у которого в возрасте 
67 лет впервые установлен диагноз миелопролифера-
тивного новообразования: атипичный хронический 
миелоидный лейкоз BCR-ABL1, пересмотрен в пер-
вичный миелофиброз промежуточного-2 риска 
по шкалам IPSS, DIPSS, DIPSS+, высокого риска 
по MIPSS, MIPSS+, GIPSS (тройной негативный 
статус по драйверным мутациям, ASXL1+). В хрони-
ческой фазе миелопролиферативного новообразова-
ния гематологический ответ (длился 18 мес) достигнут 
на фоне комбинированной терапии руксолитинибом 
и цепэгинтерфероном альфа-2b. Бластная трансфор-
мация – через 26 мес после установки диагноза: 
вОМЛ (M1 по FAB-классификации); фенотип CD7+
CD9+CD11b+CD33+CD34+CD36+CD38+CD56+ 
CD117+HLA-DR+; мутация 45,ХY,-7,inv(3)(q23q26); 
бластоз в крови 65 % (уровень лейкоцитов 32,4 × 
109 / л), в миелопунктате – 74,4 % (клеточность 39,6 × 
109 / л). После проведения терапии децитабином 
(1 курс), цитарабином (малые дозы, 2 курса), азаци-
тидином / цитарабином / идарубицином (2 курса) ответ 
не достигнут.

пациент 2, мужчина 19 лет, у которого впервые 
установлен диагноз: острый промиелоцитарный лей-
коз (M3 по FAB-классификации); t(15;17)(q22;q21); 
бластоз в крови 48 % (уровень лейкоцитов 35,7 × 
109 / л), в миелопунктате – 54,4 % (клеточность 228,3 × 
109 / л). Материалы получены до начала индукционной 
терапии.

Дополнительный забор крови и костного мозга 
для исследования у пациентов не проводили, так 
как использовались пробы, полученные в диагности-
ческих целях в рамках клинической практики. У па-
циентов получено добровольное информированное 
согласие на биомедицинское исследование.

Пробы крови и миелопунктата центрифугировали 
в стандартных вакутейнерах на 6 мл с гепарином. Лей-
коцитарную пленку и часть плазмы добавляли в сте-
рильные пробирки на 15 мл. Полученная в результате 
полная питательная среда (ППС) для культивирова-
ния содержала 80 % RPMI 1640, 10 % эмбриональ-
ной телячьей сыворотки, 10 % оригинальной сыво-
ротки больного, 10 мкл фитогемагглютинина (ФГА) 
и 100 ЕД / мл пенициллина. Суспензионные клеточные 
культуры инкубировали в термостате (37 °C, в воздуш-
ной среде с 5 % CO

2
).

В результате проведенной работы была показана 
возможность создания ex vivo-моделей ОМЛ, пригод-
ных для определения чувствительности бластных 
клеток к противоопухолевым препаратам (см. далее). 
Продемонстрировано, что в качестве источника бласт-
ных клеток для создания модели ОМЛ ex vivo пригод-
ны как миелопунктат, так и образцы периферической 
крови (при наличии бластоза).
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химиочувствительности бластных клеток при ОМЛ 
в моделях ex vivo. Приводим их краткое описание.

Исследование химиочувствительности бластных 
клеток методом оценки генотоксичности 
противоопухолевых препаратов в микроядерном 
тесте (метод ХЧ‑МЯТ)
Материал от больных (периферическая кровь 

от пациентов 1 и 2) культивировали с 5 мл ППС. Через 
24 ч в пробы эксперимента добавляли разведенные 
в ППС в различных концентрациях противоопухоле-
вые препараты (цитарабин, даунорубицин, идаруби-
цин, митоксантрон, децитабин, интерферон альфа-
2а, даунорубицин в комбинации с интерфероном 
альфа-2а) или чистую ППС в качестве контроля. Да-
лее пробы культивировали в течение 48 ч, после чего 
оценивали генотоксичность препаратов in vitro в ми-
кроядерном тесте (МЯТ): в культуры добавляли 
по 6 мкл / мл цитохалазина, через 24 ч клетки фикси-
ровали, раскапывали по предметным стеклам и окра-
шивали по Романовскому–Гимзе. В каждом препара-
те подсчитывали по 100 бластных клеток с блоком 
цитокинеза. Оценку генотоксичности производили 
по определению соотношения количества клеток 
с микроядрами к количеству «чистых» делящихся 
клеток, а также по общему количеству микроядер 
на 100 клеток.

При оценке результатов кратность различий в ко-
личестве клеток с микроядрами в различных пробах 
и контроле составляла от 1,7 до 14,4 в зависимости 
от выбранного препарата или их сочетаний, что пол-
ностью подтвердило возможность применения МЯТ 
для оценки генотоксичности терапии в условиях 
in vitro (рис. 1).

С наибольшими сложностями нам пришлось 
столкнуться при выборе оптимальных концентраций 

После 3-кратной последовательной смены ППС 
(на 1 / 3) из одного из образцов крови больного с поли-
резистентной формой вОМЛ (пациент 1) была полу-
чена морфологически однородная стабильная линия 
бластных клеток, представляющая перспективный 
научный интерес. Эта клеточная линия была криокон-
сервирована для последующего изучения. Получен-
ный материал планируется использовать (в качестве 
универсальной модели полирезистентного ОМЛ) 
для дальнейшей отработки и совершенствования раз-
личных методов культивирования бластных клеток 
и определения химиочувствительности к противоопу-
холевым препаратам. Например, планируется оценка 
возможности усовершенствования модели ex vivo 
совместным культивированием бластов и мезенхи-
мальных стволовых клеток. На данном этапе прово-
дится апробация методов культивирования мезенхи-
мальных стволовых клеток.

Разработка и апробация методов определения 
химиочувствительности бластных клеток  
в модели ex vivo
Недоступность сложных и дорогостоящих методов 

тестирования перспективных фармакологических суб-
станций, применяемых при их разработке и доклини-
ческих фармакологических испытаниях, а также раз-
рабатываемых и уже апробируемых в зарубежных 
центрах систем комплексного автоматического фар-
макологического анализа, таких как PharmaFlow 
platform [47], предопределили необходимость поиска 
альтернативных подходов в планировании и органи-
зации лабораторного обеспечения работы по внедре-
нию персонифицированной терапии.

Исходя из имеющихся возможностей, нами были 
отобраны и адаптированы к локальным материально-
техническим условиям 2 методики определения 

а б в

рис. 1. Двуядерные клетки в микроядерном тесте: а – без микроядер (контроль); б – с двумя микроядрами; в – с множественными микроядрами
fig. 1. Binuclear cells in micronucleus test: a – without micronuclei (control); б – with two micronuclei; в – with multiple micronuclei
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добавляемых в клеточную культуру химиотерапевти-
ческих агентов и времени экспозиции. Существен-
ные различия в фармакодинамических свойствах, 
степени и скорости биотрансформации каждого 
из изучаемых препаратов в подобных исследованиях 
принимаются как достаточные основания к эмпири-
ческому подбору таких величин, при которых удается 
достичь в среднем 50 % гибели опухолевых клеток 
(условно LD50). В качестве предполагаемых медианы 
и диапазона разведений химиопрепаратов в питатель-
ной среде нами были избраны данные о средней 
равновесной концентрации и другие фармакодина-
мические параметры (при наличии достоверной ин-
формации).

При выполнении МЯТ для каждого препарата 
было использовано от 1 до 3 разведений, максималь-
но для децитабина (290, 580 и 1160 нг / мл) и для дау-
норубицина (1700, 3400 и 6800 нг / мл), минимально 
для интерферона альфа-2а (только 3600 МЕ / мл). 
На данном этапе эксперимента нами были отобраны 
только парентерально применяемые при ОМЛ пре-
параты с водорастворимой фармакологической ос-
новой: цитарабин, даунорубицин, идарубицин, мито-
ксантрон, интерферон альфа-2a, децитабин. 
В настоящее время продолжается работа по доработ-
ке методов разведения и режимов экспонирования 
препаратов в целях совершенствования и стандарти-
зации методики.

Необходимо отметить, что с учетом результатов 
добавления в среду интерферона альфа-2а как в мо-
норежиме, так и в сочетании с даунорубицином уда-
лось показать значимое влияние данного препарата 
на количество клеток с микроядрами, что является 
одним из возможных подтверждений (по крайней 
мере, на нашей модели ОМЛ ex vivo) до сих пор обсу-
ждаемых механизмов прямого цитотоксического 
действия интерферона альфа-2а и требует дальнейше-
го изучения.

Исследование химиочувствительности 
отсортированных клеток CD34+ методом оценки 
количества жизнеспособных клеток по маркировке 
свободной ДНК (метод ХЧ‑Sort)
Сортировке бластных клеток предшествовало ди-

агностическое иммунофенотипическое исследование 
периферической крови пациента с вОМЛ (пациент 1) 
на проточном цитометре Cytomics FC500 (Beckman 
Coulter, США) с использованием различных комбина-
ций прямых моноклональных антител и соответству-
ющих контролей (Beckman Coulter, США). Обнаруже-
на область бластных клеток с аберрантным 
фенотипом: CD7+CD9+CD11b+CD33+CD34+CD36
+CD38+CD56+CD117+HLA-DR+. В связи с преобла-
данием бластной популяции в образце, а также отсут-
ствием в других областях клеток, положительных 
по CD34+ (антитела CD34 PE; Beckman Coulter, 
США), этот маркер был отобран для протокола даль-
нейшей сортировки.

Для сортировки бластных клеток из окрашенных 
антителами CD34 PE (Beckman Coulter, США) 7 AAD 
Viability Dye (Beckman Coulter, США) образцов пери-
ферической крови использовали клеточный сортер 
MoFlow Astrios EQ (Beckman Coulter, США) в конфи-
гурации с 3 лазерами 200 мВт 488 нм, 55 мВТ 405 нм, 
100 мВт 645 нм и стандартным набором фильтров, 
оптимизированных для каждого лазера. Настройку 
прибора и последующую сортировку осуществляли 
с насадкой сопла Jet-in-air 70 мкм, давлениями 59,7–
60 psi для потока обжимающей жидкости IsoFlow 
(Beckman Coulter, США) и 60,9–61,1 psi для потока 
образца соответственно. Скорость анализа образцов 
была до 10 000 событий в секунду (рис. 2).

Настройку протокола сортировки осуществляли 
с учетом полученных данных ранее выполненного 
диагностического иммунофенотипирования, в резуль-
тате из 300 мкл периферической крови отсортировали 
по 520 650 жизнеспособных клеток CD34+ в 2 

рис. 2. Выделение клеток CD34+ при сортировке (Fluorescence activated cell sorting)
fig. 2. Results of sorting CD34+ cells (Fluorescence activated cell sorting)
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пробирки, которые культивировали (37 °C, 5 % CO
2
) 

в течение 4 сут в 5 мл ППС, содержащей 80 % RPMI 
1640, 10 % эмбриональной телячьей сыворотки, 10 % 
оригинальной сыворотки больного, 10 мкл ФГА 
и 100 ЕД / мл пенициллина. В одну из проб после пер-
вых суток добавили децитабин в концентрации 1160 нг 
на 1 мл среды. Для оценки его генотоксичности 
на том же сортере через 5 сут культивирования опре-
делили количество клеток, сохранивших жизнеспо-
собность, путем оценки результатов маркировки сво-
бодной ДНК (рис. 3, 4).

В результате эксперимента была апробирована 
методика культивирования отсортированных CD34+ 
жизнеспособных бластных клеток ОМЛ из перифери-
ческой крови. В связи с тем что культивирование 
осуществляли без специальных смесей цитокинов 
для роста клеток CD34+, а также с предполагаемым 
повреждением при сортировке, погибших клеток 
в обоих пробах оказалось значительно больше, чем 
ожидалось. Тем не менее в пробе с добавлением деци-
табина живых бластных клеток оказалось почти 
в 2 раза меньше, чем в контрольной пробе (9330 

и 17 633 клеток соответственно), что подтвердило по-
тенциальную информативность метода.

Выбор набора антител, необходимых для настрой-
ки протокола сортировки в каждом конкретном слу-
чае, должен основываться на результатах предшеству-
ющего диагностического иммунофенотипического 
исследования.

Перспективы применения методов оценки 
химиочувствительности
Как в методе ХЧ-МЯТ, так и в методе ХЧ-Sort 

в качестве объекта исследования могут выступать 
не только непосредственно полученные от больного 
нативные биологические материалы (кровь, миело-
пунктат), но и полученные в результате культивирова-
ния ex vivo-модели ОМЛ, в том числе криоконсерви-
рованные стабильные линии бластных клеток 
(например, для оценки динамики формирования 
химиорезистентности).

С позиций оценки точности метода среди апроби-
рованных нами методик наибольшей прецизионно-
стью обладает исследование однородных («чистых») 
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fig. 3. Evaluation of cell viability after cultivation without chemotherapeutic agent (control)
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fig. 4. Evaluation of cell viability after cultivation with chemotherapeutic agent
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клеточных суспензий, полученных при проточно-
цитометрической сортировке бластных клеток 
с аберрантным фенотипом методом ХЧ-Sort. Однако 
выявленная на практике проблема снижения жизне-
способности отсортированных клеток значительно 
ограничивает возможности их дальнейшей культива-
ции и изучения без применения сложных многоцито-
киновых сред и создания особых физических условий. 
Кроме этого, немаловажными являются высокая 
стоимость и недостаточная распространенность спе-
циального оборудования в отечественных центрах, 
что дополнительно ограничивает возможности рас-
пространения такого опыта.

Поэтому применение клеточного сортера может 
рассматриваться как метод контроля качества культу-
ральных способов выделения и пассажа бластных 
клеток, а также как один из контрольных методов 
оценки химиочувствительности (ХЧ-Sort). Оказалось, 
что культуральный метод выделения обладает доста-
точной специфичностью, а выделенные бластные 
клетки ОМЛ остаются достаточно жизнеспособными 
и для определения генотоксичности лекарственных 
препаратов, и для создания экспериментальных кле-
точных линий.

Обсуждение
В настоящее время успехи в терапии ОМЛ базиру-

ются на применении схем высокодозной химиотера-
пии и аллогенной трансплантации гемопоэтических 
стволовых клеток. Данные подходы вполне реализуе-
мы у молодых пациентов, в то время как пациенты 
старших возрастных групп из-за ряда ограничений 
в большинстве случаев лишены возможности получе-
ния эффективной помощи. Увеличивающиеся с воз-
растом частота вОМЛ, первичная и вторичная рези-
стентность к терапии дополнительно определяют 
низкую частоту ответов, рецидивирование и необхо-
димость повторного эмпирического подбора эффек-
тивной терапии.

По нашему мнению, недостаточно оптимистич-
ные результаты лечения ОМЛ, особенно вОМЛ, свя-
заны и с тем, что общепринятые типовые протоколы 
лечения, даже составленные с учетом фенотипических 
и генотипических различий внутри группы ОМЛ, 
не учитывают предлагаемой концепции о необходи-
мости разработки уникальной схемы лечения для каж-
дого пациента. Разработка персонифицированных 
подходов на основе изучения химиочувствительности 
опухолевых клеток может помочь избежать бесконеч-
ного эмпирического перебора режимов терапии, сни-
зить ее токсичность и в перспективе привести 

к улучшению результатов лечения даже в сравнении 
с новейшими, но протоколизированными подходами 
к лечению [43–47].

В настоящее время мы работаем над оценкой воз-
можностей модификации существующих протоколов 
лечения, основанных на создании индивидуальных 
лабораторных моделей ОМЛ ex vivo и применении 
наиболее эффективных и, главное, относительно до-
ступных методов оценки химиочувствительности 
бластных клеток.

Предварительные результаты нашего исследова-
ния показывают возможность выделения и культиви-
рования бластных клеток ОМЛ и достаточную, прежде 
всего с позиций относительной доступности и воспро-
изводимости, информативность избранных и апроби-
рованных методик оценки генотоксичности противо-
опухолевых препаратов. По предварительным данным, 
адаптированные к нашим локальным возможностям 
методы определения генотоксичности как с примене-
нием МЯТ, так и подсчет «живых» клеток при проточ-
но-цитометрическом анализе, обладают сопоставимы-
ми чувствительностью и специфичностью и могут 
рассматриваться в качестве перспективных методов 
определения химиочувствительности бластных клеток 
при ОМЛ.

Применение результатов определения химиочув-
ствительности выделенных от конкретного больного 
бластных клеток в модели ex vivo является одним 
из перспективных направлений разработки персони-
фицированных схем терапии. И даже несмотря на то 
что пока непосредственный перенос результатов из-
учения опухолевых клеток вне организма в клиниче-
скую практику имеет определенные сложности, полу-
ченные с помощью таких методов сведения уже сейчас 
могут как минимум помочь избежать назначения за-
ведомо неэффективных для конкретного пациента 
препаратов. Это может способствовать снижению 
общей токсичности терапии и предупреждению раз-
вития множественной лекарственной резистентности.

Заключение
В настоящее время мы оцениваем возможность 

применения новых принципов индивидуализации про-
тивоопухолевой терапии и при разработке схем терапии 
пациентов с резистентными формами ОМЛ. На данном 
этапе мы демонстрируем возможность лабораторного 
изучения чувствительности полученных от конкретно-
го больного бластных клеток к противоопухолевым 
препаратам. Данные литературы и уже полученные 
собственные наработки позволяют на деяться на пер-
спективность разрабатываемых подходов.
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