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Введение
Хронический лимфолейкоз (ХЛЛ) – 

это заболевание, характеризующее-
ся пролиферацией злокачественных 
В-лимфоцитов с иммунофенотипом 
CD19+, CD23+ и CD5+. [5, 9]. В диа-
гностическую панель ХЛЛ входят как 
обязательные маркеры CD19, CD5, 
CD23, каппа, лямбда, так и допол-
нительные для проведения диффе-
ренциальной диагностики с други-
ми В-клеточными опухолями: CD20, 
CD22, CD79b, CD43, CD200, CD10, 
ROR1 [6].

Важной проблемой лаборатор-
ной диагностики при лечении ХЛЛ 
представляется определение мини-
мальной остаточной болезни (МОБ). 
Большим клиническим вызовом яв-
ляется тот факт, что эрадикация кле-
ток ХЛЛ любой доступной терапией, 
кроме аллогенной трансплантации 
гемопоэтических стволовых клеток, 
не приводит к излечению от заболе-
вания, а лишь к временной ремиссии, 
во время которой заболевание не ма-
нифестирует клинически, но клетки 
ХЛЛ продолжают персистировать 
в организме. В дальнейшем они яв-
ляются субстратом для прогрессии 
заболевания, количественно коррели-
руя со степенью риска рецидива [5–8]. 

Для выявления МОБ после проведе-
ния противоопухолевой терапии ис-
пользуется многоцветная проточная 
цитометрия в соответствии со стан-
дартизированным протоколом [7, 8]. 
Этот многопараметрический анализ 
основан на скрининге антигенного 
представительства CD19, CD5, CD20, 
CD22, CD43, CD38, CD45, CD79b 
и CD81 [7, 8]. До настоящего време-
ни нет единого мнения о том, какие 
маркеры следует включать в диа-
гностические алгоритмы. Добав-
ление новых высокоспецифичных 
маркеров к стандартизированным 
панелям может улучшить точность 
выявления МОБ. Для ХЛЛ таким 
маркером может быть подобный ре-
цепторной тирозинкиназе орфанный 
рецептор‑1 (ROR1) [1–3, 10], учиты-
вая его профиль экспрессии на опу-
холевых клетках.

ROR1 является членом се-
мейства рецепторных тирозинки-
наз, состоящего из ROR1 и ROR2. 
ROR1 широко вовлечен в процессы 
нормального эмбрионального раз-
вития, но его экспрессия на боль-
шинстве зрелых клеток отсутствует. 
Во взрослом организме экспрессия 
ROR1 обнаружена в жировой ткани, 
паренхиме поджелудочной железы, 

легких, на мезенхимальных клет-
ках и на предшественниках В-лим-
фоцитов [1–3]. В последнее время 
возрос интерес к ROR1 в связи с его 
участием в патогенезе злокачествен-
ных новообразований. В большин-
стве исследований было высказано 
предположение, что ROR‑1 может 
стимулировать различные сигналь-
ные пути, результатом чего является 
увеличение выживаемости, пролифе-
рации и метастазирования опухоле-
вых клеток [1–3].

Первоначально отчетливая вы-
сокая экспрессия ROR1 была об-
наружена на опухолевых клетках 
при хроническом лимфолейкозе 
(ХЛЛ), в то время как ROR2 на них 
не определяется. В дальнейшем 
экспрессия ROR1 была обнаруже-
на при неходжкинских лимфомах, 
остром лимфобластном лейкозе, 
раке легкого, толстой кишки, под-
желудочной железы, матки, яичника, 
молочной железы, яичка, предста-
тельной железы и меланоме [1–3]. 
В работе Uhrmacher et al. [10] уро-
вень ROR1 был определен у 177 
пациентов с ХЛЛ: из них 105 па-
циентов ранее не получали лечение 
и 72 прошли различное количество 
курсов противоопухолевой тера-

Резюме
Актуальность и цели. Детекция минимальной остаточной болезни (МОБ) 
при хроническом лимфолейкозе (ХЛЛ) методом многоцветной проточной 
цитометрии нашла широкое применение в клинических исследованиях для 
оценки эффективности лечения. Метод совершенствуется в направлении 
поиска наиболее чувствительных и специфичных маркеров для приме-
нения в панели для 6–8 цветных цитометров. По литературным данным, 
ROR1 демонстрирует высокую экспрессию на ХЛЛ-клетках и отсутствие 
экспрессии на зрелых лимфоцитах, что отличает его от других маркеров, 
применяющихся для выявления МОБ при ХЛЛ. Цель исследования: опре-
деление информативности маркера ROR1 в четырехцветной панели для 
оценки минимальной остаточной болезни при ХЛЛ методом проточной 
цитометрии. Материалы и методы. Проанализировано 64 образца костного 
мозга 37 пациентов с верифицированным диагнозом ХЛЛ после 3-го и 6-го 
курса терапии по схеме «бендамустин + ритуксимаб» (BR) – 15 МОБ-отри-
цательных и 49 МОБ-положительных. Количественное определение МОБ 
проводилось стандартизованным методом четырехцветной проточной 
цитомерии по рекомендациям ERIC (Европейская инициатива по изучению 
ХЛЛ) с включением в диагностическую панель маркера ROR1. Выполнен 
дискриминационный анализ дифференцирующих свойств диагности-
ческих маркеров с помощью программы Statistica 10. Результаты. ROR1 
продемонстрировал высокие дифференцирующие свойства в отношении 
ХЛЛ-клеток и зрелых лимфоцитов. Во всех проанализированных образ-
цах отмечались яркая мономорфная экспрессия ROR1 на ХЛЛ-клетках 
и В-клеточных предшественниках и отсутствие его экспрессии на зрелых 
лимфоцитах. Выводы. ROR1 является высокоспецифичным и чувствитель-
ным маркером для выявления ХЛЛ-клеток среди зрелых лимфоцитов. 
Высокая экспрессия ROR1 на нормальных В-клеточных предшественниках 
требует применения ROR1 в сочетании с маркером, дифференцирующим 
ХЛЛ-клетки от клеток-предшественников (CD81).
Ключевые слова: хронический лимфолейкоз, минимальная остаточная 
болезнь, ROR1.

Summary
Background and Aims. The detection of minimal residual disease 
(MRD) of chronic lymphocytic leukemia (CLL) using multicolor 
flow cytometry has been widely used in clinical studies to evalu-
ate the effectiveness of treatment. The method is being improved 
by searching for the most sensitive and specific markers for use 
in panels for 6–8 color cytometers. According to published data, 
ROR1 shows high expression on CLL cells, and lack of expression 
on mature lymphocytes, which distinguishes it from other markers 
used to detect MRD in CLL. Aim: to determine a significance of 
ROR1 for detection of MRD CLL by flow cytometry in a 4-color 
panel. Materials and Methods. We analyzed 64 bone marrow 
samples of 37 patients with a verified diagnosis of CLL after the 
3rd and 6th cycles of therapy according to bendamustine and 
rituximab (BR) regimen – 15 MRD-negative and 49 MRD-positive. 
Quantitative determination of MRD was carried out by the stan-
dardized method of 4-color flow cytometry according to the 
recommendations of ERIC (European research initiative on CLL) 
with the inclusion of ROR1 in the diagnostic panel. A discrim-
inatory analysis of the differentiating properties of diagnostic 
markers was performed using Statistica 10. Results. ROR1 has 
demonstrated high differentiating properties on CLL cells and 
mature lymphocytes. All the analyzed samples showed a bright 
monomorphic expression of ROR1 on CLL cells and B-cell precur-
sors, and the absence of its expression on mature lymphocytes. 
Conclusion. ROR1 is a highly specific and sensitive marker for 
the detection of CLL cells among mature lymphocytes. The high 
expression of ROR1 on normal B-cell precursors requires the use 
of ROR1 in combination with a marker that differentiates CLL cells 
from progenitor cells (CD81).
Key words: chronic lymphocytic leukemia, minimal residual 
disease, ROR1.
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пии. В ходе анализа полученных 
данных было выявлено, что ROR1 
равномерно и высоко экспрессиро-
ван в 96,8 % (80,1–99,8 %) случаев 
на CD19+/CD5+-клетках на момент 
постановки диагноза ХЛЛ. Стадия 
и сопутствующая патология никак 
не влияли на профиль экспрессии 
ROR1, также не было выявлено зна-
чимой разницы уровня экспрессии 
ROR1 на ХЛЛ-клетках на всех ста-
диях лечения, независимо от режи-
ма проводимой противоопухолевой 
терапии. Уровень экспрессии ROR1 
не был ассоциирован с такими про-
гностическими факторами, как 
CD38 и ZAP70. В качестве контроля 
были проанализированы образцы 
периферической крови здоровых 
доноров. Для исследования были 
выбраны популяции Т-лимфоцитов, 
В-лимфоцитов, моноцитов, грану-
лоцитов и NK-клеток. Экспрес-
сия ROR1 была стабильно низкой 
на всех контрольных группах про-
анализированных клеток.

Данные о применении ROR1 для 
детекции МОБ при ХЛЛ впервые 
были представлены в работе Farren 
et al [4]. Минимальная остаточная 
болезнь была определена методом 
проточной цитометрии у 56 боль-
ных (86 образцов) с использовани-

ем антител CD2 FITC, CD5 Pe-Cy7, 
CD19 PerCP5.5, CD45 V500, CD160 
PE, ROR‑1AF647. В работе отме-
чались высокая специфичность, 
экономичность и простота иссле-
дования. Вместе с тем количество 

проанализированных случаев было 
ограниченным. А. Rawstron отмечает, 
что ROR1 является перспективным 
маркером для детекции МОБ и его 
применение нуждается в дальнейшем 
исследовании [8].

Таблица 1
Четырехцветная панель для диагностики МОБ ХЛЛ (шесть пробирок)

№ пробирки
Флюорохромы для четырехцветной панели

FITC PE PerCP-Cy5.5 APC

1 CD45 CD14 CD19 CD3

2 CD20 CD38 CD19 CD5

3 CD81 CD22 CD19 CD5

4 CD79b CD43 CD19 CD5

5 sIgκ sIgλ CD19 CD5

6 CD160 ROR1 CD19 CD5

Примечание: (FITC – изотиоцианат флуоресцеина, PE – фикоэритрин, PerCP-Cy5.5 – перидинин 
хлорофилл протеин-цианин 5.5, APC – аллофикоцианин, CD – кластер дифференцировки).

Таблица 2
Чувствительность (SE), специфичность (SP) и прогностическая значимость 

отрицательного и положительного результатов (NPV и PPV) диагностических маркеров 
для определения МОБ ХЛЛ

CD20 CD38 CD22 CD81 CD79b CD43 CD160 ROR1

SE 0,71 1,00 0,18 0,97 0,88 0,97 0,29 0,97

SP 0,43 0,36 0,43 0,50 0,50 0,43 1,00 0,93

NPV 0,81 0,83 0,50 0,86 0,86 0,84 0,93 0,96

PPV 0,50 1,00 0,13 0,88 1,00 0,86 0,29 0,93

Рисунок 1. Выделение популяции ХЛЛ-клеток (выделены красным цветом) среди всех В-клеток (зеленые – зрелые В-лимфоциты, малиновые – 
В-клеточные предшественники или гематогоны).
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Целью исследования было определе-
ние возможности использования мар-
кера ROR1 в четырехцветной панели 
проточной цитометрии для оценки 
МОБ при ХЛЛ.

Материалы и методы
В исследование были включе-

ны 64 образца 37 пациентов с под-
твержденным диагнозом ХЛЛ после 
иммунохимиотерапии по схеме 
«бендамустин + ритуксимаб». МОБ 
оценивали после 3-го и 6-го курса 
лечения стандартизованным методом 
четырехцветной проточной цитоме-
трии на приборе BD FACS Calibur 
(США). Материалом для исследо-
вания был аспират костного мозга. 
Пробоподготовка была стандартной 
и включала в себя следующие этапы: 
определение клеточности образца 
с целью установления оптимально-
го объема пробы, мечение (окраска) 
моноклональными антителами, лизис 
эритроцитов, отмывку.

Для пробоподготовки исполь-
зовались реактивы BD FACS Lyse, 
Cell Wash и моноклональные анти-
тела производства BD Biosciences 
(США) и Dako (США), в том числе 
моноклональные антитела к ROR1, 
меченые фикоэритрином, производ-
ства BD Biosciences (США) (клон 
4А5) (табл. 1).

Для анализа собиралось 500 тысяч 
событий в гейте лейкоцитов (СD 45+). 
Применялась стратегия гейтирования, 
рекомендованная ERIC [5], включа-
ющая в себя этапы выделения всех 
В-клеток по маркеру СD 19, исклю-
чение контаминации Т-лимфоцитами 
(по маркеру СD 3), выделение попу-
ляции ХЛЛ-клеток из всех В-клеток 
(пробирки № 2, 3, 4, 6).

Примеры выявления популяции 
опухолевых ХЛЛ-клеток среди всех 
CD19+ В-клеток (зрелых В-лимфо-
цитов и В-клеточных предшествен-
ников) представлены на рис. 1. Ре-
зультат анализа выдавался в виде 
процента всех В-клеток и ХЛЛ-кле-
ток от лейкоцитов костного мозга. 
МОБ-положительными считались 
образцы, содержащие 0,01 % и более 
ХЛЛ-клеток (1 и более ХЛЛ-клеток 
на 10 тысяч нормальных лейкоцитов).

Таким образом, в панели для диа-
гностики МОБ ХЛЛ маркер CD45 

Рисунок 2. Средняя интенсивность экспрессии ROR1 и других диагностических маркеров на популяци-
ях ХЛЛ-клеток (CLL), В-клеточных предшественников (gem), В-лимфоцитов (B-cell), Т-лимфоцитов (Т-сell).

Рисунок 3. Попарные диаграммы рассеяния Geomean в четырех типах клеток: А – ROR1 и CD160; 
Б – ROR1 и CD43; В – ROR1 и CD81; Г – ROR1 и CD79b. ХЛЛ-клетки выделены голубым цветом, В-кле-
точные предшественники – красным, В-лимфоциты – зеленым, Т-лимфоциты – фиолетовым.
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обеспечивал подсчет количества 
проанализированных лейкоцитов, 
СD19 – выделение всех В-клеток (как 
опухолевых, так и нормальных), анти-
тела к легким цепям каппа и лямбда – 
оценку клональности. Антитела СD5, 
СD38, CD20, CD81, CD79b, CD43, 
CD22, CD160 и ROR1 служили для 
выявления ХЛЛ-клеток среди всех 
В-клеток. Средняя интенсивность экс-
прессии каждого из диагностических 
маркеров оценивалась по параметру 
Geomean в группе МОБ-положитель-
ных пациентов в каждой из следую-
щих популяций: ХЛЛ-клетки, В-кле-
точные предшественники, зрелые 
В-лимфоциты, Т-лимфоциты. Ста-
тистическая обработка полученных 
данных осуществлялась с помощью 
программы Statistica 10, графики по-
строены с помощью программного 
обеспечения GraphPad Prism.

Результаты исследования
Из 64 проанализированных 

образцов костного мозга, соглас-
но стандартизированной страте-
гии и критериям ERIC [7], в 49 
пробах была выявлена МОБ и 15 
случаев были МОБ-отрицатель-
ными. На основании полученных 
данных по стандартной методике 
вычислены чувствительность (SE), 
специфичность (SP) и прогности-
ческая значимость отрицательно-
го и положительного результатов 
(NPV и PPV) по каждому из вось-
ми маркеров – СD38, CD20, CD81, 
CD79b, CD43, CD22, CD160 и ROR1 
(табл. 2).

Оптимальное сочетание чувстви-
тельности и специфичности выяв-
лено у ROR1, CD43, СD81 и СD79b. 
Во всех проанализированных случа-
ях отмечались яркая мономорфная 
экспрессия ROR1 на В-клеточных 
предшественниках и ХЛЛ-клетках 
и отсутствие экспрессии на зрелых 
В-лимфоцитах.

Для определения совокупного 
вклада групп маркеров и их опти-
мального сочетания был выполнен 
дискриминантный анализ методом 
пошагового исключения позиций. 
Метод позволяет изъять те пере-
менные, которые не несут статис-
тически значимой информации для 
дискриминации (различения) групп 

на основании F-статистики или кри-
терия Фишера. В нашем случае та-
кой переменной являлась средняя 
интенсивность экспрессии (Geomean) 
каждого из исследуемых маркеров 
(СD38, CD20, CD81, CD79b, CD43. 
CD22, CD160 и ROR1). А группами, 
которые мы должны различить между 
собой, были популяции ХЛЛ-кле-
ток, В-предшественников, зрелых 
В-лимфоцитов и Т-лимфоцитов. По-
этому в качестве предварительной 
процедуры была оценена средняя ин-
тенсивность экспрессии (Geomean) 
каждого из исследуемых диагно-
стических маркеров (ROR1, CD43, 
СD81, CD20, СD22, CD38, СD79b 
и СD160) на популяциях ХЛЛ-клеток, 
В-предшественников (гематогонов), 
зрелых В-лимфоцитах и Т-лимфо-
цитах (рис. 2).

Нами было показано, что разница 
в экспрессии каждого из маркеров 
на различных популяциях клеток 
в части случаев значительна, а на ча-
сти графиков неочевидна. Разде-
ление всех типов клеток по паре 
выбранных маркеров графически 
представлено на диаграмме рассея-

ния. Для восьми исследованных мар-
керов и четырех типов клеток было 
построено 28 диаграмм рассеяния, 
которые представили дискримини-
рующие качества различных комби-
наций маркеров. Примеры наиболее 
информативных таких комбинаций 
представлены на рис. 3. Следует от-
метить, что полного разделения всех 
четырех типов клеток по изученным 
парам маркеров не выявлено.

Процедура дискриминантного 
анализа с пошаговым исключением 
была применена для построения ре-
шающего правила дифференциации 
клеток ХЛЛ и роли каждого из мар-
керов в этом процессе. Результаты 
суммированы в табл. 3.

F-статистика Фишера определяет 
меру различия между типами клеток 
для конкретного маркера (его чувстви-
тельность), лямбда Уилкса представ-
ляет меру сходства, а толерантность 
демонстрирует степень зависимости 
маркера от других маркеров, уже 
включенных в дискриминантные 
функции. При высокой степени связи 
всех восьми маркеров друг с другом 
ROR1 имеет наибольшую чувстви-

Таблица 3
Характеристики включения маркеров пошаговым критерием в итоговую 

дискриминантную комбинацию

Маркер Частичная 
лямбда Уилкса F-статистика P Толерантность

ROR1 0,1727 239,5632 0,000000000 0,9535

СD81 0,2042 194,8611 0,000000000 0,8165

СD22 0,6450 27,5249 0,000000000 0,8025

СD43 0,6720 24,4002 0,000000000 0,8469

СD79 0,7597 15,8177 0,000000005 0,8192

СD38 0,8581 8,2145 0,000042755 0,8397

CD160 0,8913 6,0603 0,000639468 0,8977

СD20 0,9313 3,6643 0,013830630 0,7620

Таблица 4
Факторные нагрузки и коэффициенты дискриминантных функций (ДФ) для ХЛЛ-клеток, 

В-клеточных предшественников, В-лимфоцитов, Т-лимфоцитов

Факторные нагрузки

ДФ1 ДФ2 ДФ3

СD 22 –0,50 –0,64 –0,08

СD 81 –0,06 0,29 0,83

СD 79b –0,13 –0,75 –0,12

СD 43 0,20 0,34 –0,11

ROR1 –0,77 0,55 –0,20
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тельность (F), три маркера (СD20, 
CD160, СD38) были исключены поша-
говым критерием (табл. 3). В итоговой 
комбинации осталось пять маркеров 
из восьми (СD22, СD81, СD79, СD43, 
ROR1).

Факторные нагрузки дискрими-
нантной функции (ДФ) показывают, 
какие переменные в данной модели 
имеют наибольшее дискриминиру-
ющее значение для каждой из групп, 
и поэтому позволяют подобрать 
наилучшее сочетание переменных. 
В частности, ДФ1 в нашей модели 
представляет разделение Т-лимфо-
цитов от ХЛЛ-клеток и В-предше-
ственников, ДФ2 – В-лимфоцитов 
от ХЛЛ-клеток и В-предшественни-
ков а ДФ3 – дискриминатор ХЛЛ-кле-
ток и В-предшественников друг 
от друга (табл. 4).

Уровень статистической значи-
мости различий по F-критерию со-
ответствовал p < 0,0001. Точность 
классификации по выборке соста-
вила 100 % (отсутствие инверсий). 
При анализе факторных нагрузок 
видно, что для дифференцировки 
ХЛЛ-клеток от зрелых лимфоцитов 
наибольшее значение имеют маркеры 
ROR1, CD22, CD79b, CD43. Лучшим 
и единственным маркером в данной 
панели для разделения ХЛЛ-клеток 
и В-клеточных предшественников 
является СD81.

Обсуждение
Выбор диагностических марке-

ров для диагностики МОБ при ХЛЛ 
определен современными протоко-
лами и обусловлен вариабельностью 
иммунофенотипа при ХЛЛ при пер-
вичной диагностике, изменением 
его после терапии, а также харак-
теристиками проточного цитометра. 
Так, например, известным фактом 
является потеря экспрессии СD20 
ХЛЛ-клетками на фоне широко 
применяющейся иммунохимиоте-
рапии анти-СD20 моноклональными 
антителами (ритуксимаб), которая 
снижает диагностическую ценность 
данного маркера [6]. Проблему при 
выявлении МОБ ХЛЛ представля-
ют случаи со сниженной экспрес-

сией СD5, яркой экспрессией СD20, 
CD79b, и cниженной экспрессией 
СD43, особенно когда исследова-
тель не имеет подробной инфор-
мации о характеристиках первич-
ного иммунофенотипа [1, 3, 6, 7]. 
На этапе детекции МОБ небольшое 
количество клеток с подобным фе-
нотипом могут интерпретировать-
ся как нормальные В-лимфоциты. 
С другой стороны, возможны случаи 
гипердиагностики МОБ за счет на-
личия в костном мозге и перифери-
ческой крови нормальных клеток 
с ХЛЛ-подобным иммунофенотипом 
или контаминации В-клеточного 
гейта Т-лимфоцитами [6].

Поэтому включение в диагно-
стическую панель опухольспеци-
фичного маркера, не экспрессиру-
ющегося на нормальных клетках, 
является актуальным. Маркер ROR1 
демонстрирует свойства, полезные 
для детекции МОБ при ХЛЛ: от-
мечается его мономорфная и ста-
бильная экспрессия на ХЛЛ-клетках 
и отсутствие экспрессии на зрелых 
клетках периферической крови 
[8–10]. В нашем исследовании 
ROR1 показал высокие дифферен-
цирующие свойства в отношении 
ХЛЛ-клеток и зрелых В- и Т-лимфо-
цитов. Во всех случаях наблюдалась 
его яркая мономорфная экспрес-
сия на ХЛЛ-клетках и В-клеточ-
ных предшественниках. Однако 
именно высокая экспрессия ROR1 
на В-клеточных предшественниках 
оказалась лимитирующим факто-
ром для этого маркера в плане его 
дифференцирующих свойств. Поэ-
тому в диагностической панели для 
МОБ ХЛЛ он должен применяться 
в сочетании с маркером, надежно 
разделяющим ХЛЛ-клетки и В-кле-
точные предшественники (СD 81). 
Примененная процедура дискрими-
нантного анализа позволила опре-
делить наиболее информативные 
цитометрические маркеры для диф-
ференцировки ХЛЛ-клеток от нор-
мальных лимфоцитов. Этот анализ 
позволил исключить ряд маркеров 
из панели как не несущих дополни-
тельной информации (СD 20, CD160, 

СD 38). Вместе с тем он показал вы-
сокие дифференцирующие свой-
ства маркеров ROR1, CD79b, CD22, 
CD81 для выявления МОБ при ХЛЛ.

Выводы
1.	 ROR1 является высокоспецифич-

ным и чувствительным маркером 
для выявления ХЛЛ клеток среди 
зрелых лимфоцитов.

2.	 Высокая экспрессия ROR1 на нор-
мальных В-клеточных предшествен-
никах требует применения ROR1 
в сочетании с маркером, диффе-
ренцирующим ХЛЛ-клетки от кле-
ток-предшественников (СD 81).
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