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ИССЛЕДОВАНИЕ СПОНТАННОГО АПОПТОЗА У ДЕТЕЙ, 
НАХОДЯЩИХСЯ НА ПРОГРАММНОЙ ХИМИОТЕРАПИИ 

ОСТРОГО ЛИМФОБЛАСТНОГО ЛЕЙКОЗА 
 
Анализируется динамика процессов спонтанного апоптоза клеток периферической крови и костного мозга, 

возникающих при лечении острого лимфобластного лейкоза у детей. Проводится сравнительное исследование 
двух групп больных детей – с хорошим ответом на проводимую терапию и резистентных к полихимиотерапии. 
Отмечено значимое уменьшение доли апоптотических клеток у детей с резистентностью к терапии. Использова-
ние уровня спонтанного апоптоза клеток периферической крови и костного мозга может являться прогностиче-
ским фактором результата лечения острого лейкоза. 
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Острый лимфобластный лейкоз (ОЛЛ) 

является самой распространенной опухолью 
кроветворной ткани в детском возрасте и 
составляет 25–30 % от всех злокачествен-
ных опухолей у детей и 80–90 % случаев 
острого лейкоза. Современные возможности 
терапии позволили существенно изменить 
прогноз у детей с ОЛЛ, пятилетняя безреци-
дивная выживаемость составляет от 70 до 
84 % [1; 2]. 

Существующая на сегодня программная 
противоопухолевая полихимиотерапия, в 
том числе используемая для лечения ОЛЛ у 
детей, основана на способности применяе-
мых лекарственных средств вызывать апоп-
тотическую гибель опухолевых клеток [2; 
3]. Традиционно рассматривают три вида 
ответа на воздействие лекарственных пре-
паратов, диагностируемые с помощью из-
менения уровня спонтанного апоптоза:  
хороший ответ, когда в исследуемом мате-
риале после непосредственного воздействия 
накапливаются апоптотические клетки (оп-
ределяемые как морфологически, так и  
молекулярно-биологически) в поздней, не-
обратимой стадии апоптоза; умеренная ре-
акция, при которой происходит накопление 
клеток в меньшем количестве в ранней ста-
дии, и отсутствие ответа, при котором про-
исходящие изменения ничтожны [3–5]. 

Наиболее широко используемые методики 
выявления апоптоза основаны на том факте, 
что в процессе апоптоза геномная ДНК 
расщепляется на межнуклеосомные фраг-
менты избирательно активируемыми эндо-
нуклеазами. В конечном итоге, клетка акку-
мулирует несколько миллионов разрывов 
двухнитчатой ДНК. Межнуклеосомальной 
фрагментации ДНК предшествует, по-види- 
мому, образование больших фрагментов 
ДНК с длиной от 50 до 300 кб. В целом, эн-
зиматическая фрагментация ДНК – это 
позднее событие апоптоза [6; 7]. 

Экстернализация фосфатидилсерина и 
фосфатидилэтанола – важный признак из-
менений клеточной поверхности во время 
апоптоза. Эти фосфолипиды в норме изоли-
рованы внутри клетки на цитоплазматиче-
ской поверхности плазматической мембра-
ны и других внутренних мембранах. Точная 
причина появления фосфатидилсерина на 
поверхности клетки неясна. Однако показа-
но, что ингибирование каспазной активно-
сти также блокирует появление фосфати-
дилсерина на поверхности. Это дает 
возможность предполагать, что экстернали-
зация фосфатидилсерина обусловлена ак-
тивностью тех же каспаз, что и другие про-
явления апоптоза. Связывание аннексина V 
с фосфатидилсерином на наружном листке 
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клеточной мембраны маркирует ранние фа-
зы апоптоза [3; 6; 7]. 

Современные представления патогенеза 
развития острого лейкоза включают, как 
необходимый этап, нарушение регуляции 
двух клеточных функций: пролиферации и 
программированной клеточной гибели – 
апоптоз. В многочисленных исследованиях 
показано, что генетические или эпигенети-
ческие изменения регуляции этих процессов 
закономерно наблюдаются в абсолютном 
большинстве вариантов острого лейкоза у 
детей. При этом продемонстрировано, что в 
случае ОЛЛ имеют место противоречивые 
данные о прогностической значимости 
уровня апоптоза. Использование уровня 
спонтанного апоптоза для диагностики, мо-
ниторинга и прогноза опухолевого процес-
са, а также попытки построения лечебных 
алгоритмов с учетом апаптотического ста-
туса являются основным направлением ис-
следовательского процесса в настоящее 
время. 

Цель исследования – изучить связь пока-
зателей спонтанного апоптоза с динамикой 
терапии больных с острым лимфобластным 
лейкозом. 

 
Материал и методы 
 
Представлены результаты наблюдения 

72 детей в возрасте от 10 мес. до 14 лет, 
страдающих ОЛЛ. Средний возраст боль-
ных составил 7,1 ± 0,8 лет, мальчиков было 
43, девочек – 39. Диагностика и лечение 
ОЛЛ у всех детей проводились в соответст-
вии с российскими критериями по протоко-
лу ALL MB-2002. Для проведения анализа 
использовались образцы, полученные при 
первичном подтверждении диагноза ОЛЛ 
(до начала противоопухолевой терапии),  
а также в фиксированные временные точки 
протокола лечения. Диагноз ОЛЛ устанав-
ливался на основании морфологического, 
цитохимического и иммунологического ис-
следований костного мозга пациентов при 
наличии бластоза более 25 %, с лимфобла-
стными цитохимическими и иммунологиче-
скими характеристиками опухолевого суб-
страта. 

Достижение ремиссии констатировалось 
при наличии в костно-мозговом пунктате 
менее 5 % бластных клеток при полиморф-
ной цитологической картине костного моз-
га, нормальном анализе крови и отсутствии 

экстрамедуллярных проявлений лейкемии. 
Смерть в индукции определялась как ле-
тальный исход в течение первых 60 дней 
терапии. Рефрактерными к терапии (non- 
responder) считались пациенты, не достиг-
нувшие ремиссии на 36-й день терапии. Ре-
цидив регистрировался при определении 
более 25 % бластов в костном мозге после 
достижения ремиссии. 

Родители обследованных пациентов под-
писали информированное согласие на уча-
стие в исследовании и использование пер-
сональных данных. 

Контрольную группу составили образцы 
ДНК и лимфоциты периферической крови 
220 здоровых детей в возрасте 5–14 лет – 
лиц, не страдающих системными и онколо-
гическими заболеваниями, не получавших 
гормональных препаратов и не имеющих на 
момент исследования острых заболеваний. 
Выделенная ДНК данной группы получена в 
лаборатории молекулярной биологии отдела 
биохимии вирусов Государственного науч-
ного центра вирусологии и биотехнологии 
«Вектор» (Новосибирск). 

Для определения спонтанного апоптоза 
использовали методику [7] проточной ци-
тофлюориметрии с окраской аннексином V 
и пропидиум йодидом. Исследование апоп-
тотических изменений проводили с приме-
нением проточного цитофлюориметра 
FACScan («Becton Dickinson»). Долю апоп-
тотических клеток определяли на нефикси-
рованных клетках. 

Для оценки достоверности отличия ре-
зультатов использовали t-критерий Стью-
дента. Статистический анализ проводили с 
использованием программы Statistica 5.0. 

 
 
Результаты исследования  
и обсуждение 
 
Проведено исследование уровня спон-

танного апоптоза в различных временных 
точках индукционной части полихимиоте-
рапии (ПХТ) по протоколу ALL-MB 2002: 
исходный уровень до начала проведения 
ПХТ (в момент постановки диагноза), на 
этапе интенсифицирования лекарственной 
нагрузки (8-й день от начала ПХТ), на этапе 
развернутой противоопухолевой терапии 
(15-й день), по завершении индукционной 
терапии (36-й день, ожидаемое наступление 
клинико-гематологической ремиссии). 
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Средний уровень спонтанного апоптоза 
среди всех пациентов в исследуемой группе 
до начала проведения ПХТ был достоверно 
ниже, чем в контрольной группе (табл. 1). 

Уже к 8-му дню отмечалось значитель-
ное увеличение показателей спонтанного 
апоптоза клеток периферической крови и 
костного мозга. По результатам индукцион-
ной терапии больные разделены на 2 под-
группы: 1-я – 40 больных, чувствительных к 
химиотерапии (количество бластных клеток 
в ПК ниже 1 000 в 1 мкл на 8-е сут.), и 2-я – 
32 ребенка, условно устойчивых к ПХТ на 
8-е сут. (количество бластных клеток более 
1 000). Уровень спонтанного апоптоза на  
8-е сут. в сопоставляемых группах стати-
стически не отличался, но выявлена досто-
верная разница (р < 0,05) между инициаль-
ным уровнем спонтанного апоптоза и 
показателями на 8-е сут. в данных группах 
(табл. 2). 

К 15-му дню от начала терапии число 
«условно устойчивых к терапии» пациентов 
(лица, у которых на 15-е сут. доля бластных 
клеток в КМ превышала 5 %) значимо со-
кратилось и составило 8 человек против 32 
на 8-е сут. терапии. Сравнение уровней 
спонтанного апоптоза лейкемических кле-
ток у больных из «чувствительной» и «ус-
ловно устойчивой» групп на 15-й день вы-
явило достоверные (p < 0,05) отличия: доля 
клеток КМ, подвергшихся спонтанному 
апоптозу, в 1-й подгруппе «чувствительных 
к терапии» достоверно превышала таковую 
в «условно устойчивой» группе (табл. 3). 
При этом определена следующая тенденция: 
у больных, имевших более высокие показа-
тели бластоза КМ на 15-е сут., наблюдалось 
высокое содержание бластов в ПК на  
8-е сут. от начала терапии.  

При определении спонтанного апоптоза к 
моменту ожидаемого наступления клинико-
гематологической ремиссии (36-й день) 
больные были разделены на две подгруппы: 
лица, достигшие ремиссии (n = 64), и паци-
енты с поздним наступлением ремиссии  
(n = 6). Отмечено, что все шесть больных, у 
которых к 36-му дню терапии не отмечалось 
наступления ремиссии, ранее не характери-
зовались адекватным ответом на проводи-
мую терапию (наличие бластных клеток в 
периферической крови на 8-е сут. и в кост-
ном мозге на 15-е сут. от начала терапии). 
Также для данной группы был характерен 
более низкий уровень спонтанного апопто-

за, чем у больных, достигших ремиссии 
(табл. 4). 

Следует отметить, что у пациентов, пока-
завших хороший ответ на проводимое лече-
ние (малое число бластных клеток в пери-
ферической крови на 8-е сут., малая доля 
бластных клетой на 15-е сут. в КМ, достиг-
нутая ремиссия на 36-е сут. от начала тера-
пии), отмечаются стабильно более высокие 
показатели спонтанного апоптоза, чем у де-
тей из «условно устойчивой» подгруппы,  
в то время как доля апоптотических клеток у 
пациентов, не имевших адекватного ответа 
на полихимиотерапию, постоянно уменьша-
лась с течением времени. На основании по-
лученных данных сформировано предполо-
жение, что дети, имеющие низкий уровень 
спонтанного апоптоза в начальном периоде 
индукционной терапии, могут иметь повы-
шенный риск «невыхода» в ремиссию и / или 
формирования рецидива заболевания. Для 
проверки данной гипотезы был проведен 
анализ взаимосвязи между уровнем спонтан-
ного апоптоза и наличием стандартных фак-
торов риска развития рецидива ОЛЛ. Выяв-
лено отсутствие статистически достоверных 
отличий в содержании апоптотических кле-
ток во всех исследуемых временных точках 
при выделении групп сравнения по следую-
щим параметрам – пол и возраст ребенка, 
уровень инициального лейкоцитоза, количе-
ство бластных клеток на 8-е сут. индукции, 
иммунологическая разновидность ОЛЛ, на-
личие хромосомных аберраций. 

Для выяснения биологических свойств 
лейкемических клеток в случае отсутствия 
ранней реакции на проводимую терапию 
проводилось исследование показателей 
спонтанного апоптоза в группах пациентов с 
развитием раннего рецидива в ходе терапии 
и не ответивших на терапию / погибших от 
опухолевой прогрессии (табл. 5). Исследо-
вание проводилось на момент установления 
события (рецидива или неконтролируемой 
опухолевой прогрессии). 

Отмечено, что у пациентов с отсутствием 
ответа на терапию доля апоптотических 
клеток была наименьшей из всех обследо-
ванных. У детей, страдавших от развития 
раннего рецидива ОЛЛ, доля апоптотиче-
ских клеток достигала промежуточной ве-
личины между резистентными к терапии и 
достигшими ремиссии детьми. 

Полученные результаты свидетельству-
ют о возможном использовании показателя 
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Таблица 1 
Исходные средние значения спонтанного апоптоза клеток костного мозга (КМ)  

и периферической крови (ПК) (M ± m) 
 

Показатель 

Больные с ОЛЛ 
Контрольная  
группа, % 

Уровень спонтан-
ного апоптоза КМ, 

% 

Уровень спонтан-
ного апоптоза ПК, 

% 
Доля апоптотических 
клеток 

4,91 ± 0,37 * 7,12 ± 0,62 * 14,4 ± 0,72 * 

 
Примечание: * – отличия достоверны (p < 0,05) между исследуемыми и контрольной группами. 
 
 
 

Таблица 2 
Показатели спонтанного апоптоза клеток ПК в зависимости от ответа на 8-й день терапии 

у обследованных больных с ОЛЛ, % 
 

Показатель 
Контрольная 
группа 

Количество бластных клеток  
в периферической крови 

более 1 000 в 1 мкл 
(n = 32) 

менее 1 000 в 1 мкл 
(n = 40) 

Доля апоптотических 
клеток 

14,4 ± 0,72 34,7 ± 3,21 32,4 ± 3,36 

 
 
 

Таблица 3 
Показатели спонтанного апоптоза клеток КМ  

в зависимости от ответа на 15-й день терапии, % 
 

Показатель 
Контрольная 
группа 

Количество бластных клеток в костном мозге 
на 15-й день 

более 5 % (n = 8) менее 5 % (n = 63) 
Доля апоптотических 
клеток 

14,4 ± 0,72 25,4 ± 1,63 * 34,6 ± 2,92 * 

 
Примечание: * – отличия достоверны (р  0,05). 
 
 
 

Таблица 4 
Показатели спонтанного апоптоза клеток КМ  

в зависимости от ответа на 36-й день терапии, % 
 

Показатель 
Контрольная 
группа 

Уровень спонтанного апоптоза у больных  
с ОЛЛ, % 

Ремиссия отсутствует 
(n = 6) 

Ремиссия достигнута 
(n = 64) 

Доля апоптотических 
клеток 

14,4 ± 0,72 22,7 ± 4,85 * 33,6 ± 0,98 * 

 
Примечание: * – отличие статистически значимо (р  0,05). 
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Таблица 5 
Показатели спонтанного апоптоза у обследованных больных с ОЛЛ  

в зависимости от ответа на терапию, % 
 

Исход заболевания 

Ответ на терапию 

ранний рецидив 
(n = 11) 

смерть от прогрессии 
основного заболевания 

(n = 5) 

выжившие 
(n = 54) 

Доля апоптотических 
клеток 

12,4 ± 0,96 * 2,56 ± 1,48 * 34,6 ± 1,83 

 
Примечание: * – отличие статистически значимо (р  0,05). 
 
 
 
уровня спонтанного апоптоза клеток пери-
ферической крови и костного мозга для ди-
намического контроля ответа на проводи-
мую химиотерапию. Выявлено, что при 
положительном ответе на проводимое лече-
ние с использованием химиопрепаратов, 
индуцирующих апоптоз, доля клеток, в ко-
торых инициированы процессы клеточной 
смерти, значимо увеличивается уже к  
8-м сут. от начала терапии и остается на вы-
соком уровне в течение всего периода ин-
дукции ремиссии, что, по-видимому, и 
обеспечивает хорошую элиминацию опухо-
левого клона. Напротив, у пациентов с от-
сутствием ответа на проводимое лечение 
доля апоптотических клеток после первич-
ного подъема неуклонно снижалась. Коли-
чество клеток, подвергшихся апоптозу, у 
таких пациентов было даже меньше, чем  
у детей из контрольной группы. 

 
Заключение 
 
При детальном анализе динамики пока-

зателей спонтанного апоптоза в индукцион-
ной фазе лечения острого лимфобластного 
лейкоза у детей установлено, что уровень 
спонтанного апоптоза значимо снижен до 
начала химиотерапии у больных по сравне-
нию со здоровыми. По мере проведения 
ПХТ доля апоптотических клеток значимо 
возрастала у детей, отвечающих на терапию, 
и оставалась низкой у лиц, не достигших 
ремиссии. Уровень спонтанного апоптоза у 
детей, не ответивших на терапию и погиб-
ших в результате прогрессии основного за-
болевания, остается низким, сравнимым с 
начальным уровнем (до проведения ПХТ). 

Высокий уровень спонтанного апоптоза 
характерен для пациентов с адекватным от-

ветом на индукционную терапию, низкий 
уровень – для пациентов, частично рези-
стентных к индукционной терапии. Показа-
тели спонтанного апоптоза могут рассмат-
риваться как независимый фактор прогноза 
ответа на химиотерапию и использоваться 
для выявления возможной резистентности к 
химиотерапии. 
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RESEARCH SPONTANEOUS APOPTOSIS AT CHILDREN 
OF PROGRAM CHEMOTHERAPY OF ACUTE LYMPHOBLASTIC LEUKEMIA 

 
Dynamics of processes spontaneous apoptosis cages of peripheral blood and a marrow, arising at treatment acute lym-

phoblastic leukemia at children is analyzed. Comparative research of two groups of sick children - with the good answer 
to spent therapy and resistant to polychemotherapy is conducted. Significant reduction of a share apoptotic cages at child-
ren with resistance to therapy is noted. Use of level spontaneous apoptosis cages of peripheral blood and a marrow can be 
prognostic the factor of result of treatment acute lymphoblastic leukemia. 

Keywords: children, acute lymphoblastic leukemia, apoptosis. 
 
 
 


