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Аннотация 
Острый мегакариобластный лейкоз (ОМегЛ) – это редкий вариант острого миелоидного лейкоза (ОМЛ), который характе-
ризуется неблагоприятным прогнозом для всех пациентов, кроме детей с t(1;22) или с синдромом Дауна. Частота полных 
ремиссий при ОМегЛ сравнима с таковой при других вариантах ОМЛ, при этом медиана выживаемости значительно ни-
же. Это обусловливает необходимость в уточнении критериев оценки эффекта проводимого лечения с использованием 
проточно-цитометрического определения уровня минимальной остаточной болезни (МОБ). В настоящее время единые 
стандартизованные подходы к измерению МОБ при миелоидных лейкозах, в том числе при ОМегЛ, отсутствуют, что пре-
пятствует адекватной оценке эффекта терапии и в ряде случаев – определению показаний к аллогенной трансплантации 
гемопоэтических стволовых клеток. В статье определены особенности диагностики и описаны подходы к измерению 
уровня МОБ при ОМегЛ.  
Цель. Продемонстрировать алгоритмы диагностики и определения МОБ при ОМЛ М7 у детей. 
Материалы и методы. В статье проанализированы клинические и иммунологические данные 10 мальчиков и 4 девочек 
с впервые выявленным диагнозом ОМегЛ в возрасте от 3 мес до 12 лет, 13 из которых получали лечение в ФГБУ «НМИЦ 
онкологии им. Н.Н. Блохина» и 1 – в ГБУЗ «Морозовская ДГКБ» в период с 1995 по 2020 г. У 6 пациентов оценена МОБ. 
Оценка МОБ проводилась как морфоцитохимическим методом, так и методом многопараметровой проточной цитомет-
рии с использованием маркеров мегакариоцитов (CD61, CD42, CD41) в сочетании с общемиелоидными маркерами (CD13, 
CD33), CD34, CD117 и маркерами аберрантности (наиболее часто – CD7). 
Результаты. Показано, что адекватное измерение уровня МОБ требует подробного иммунофенотипирования при диаг-
ностике для установления аберрантности мегакариобластов. Наиболее часто на бластных клетках ОМегЛ помимо мегака-
риоцитарных маркеров (100% случаев) экспрессированы маркеры CD9 (100%), общемиелоидный антиген CD33 (69,2%), 
стволовоклеточный антиген CD34 (46,2%), CD13 (38,5%). Антиген CD117 присутствовал на бластных клетках в 33,3% случа-
ев. Частой явилась экспрессия Т-клеточно-ассоциированного антигена CD7 (46,2%). Оценка МОБ проведена в процессе 
лечения (чаще – после индукционного курса) на основе маркеров мегакариоцитарной линии (CD61, CD41, CD42a, CD42b), 
слабой экспрессии CD45, а также особенностей иммунофенотипа при первичной диагностике. Уровни МОБ колебались 
от полностью отрицательных (0%; 0,006%) до явных (1,05%). 
Заключение. Выявление остаточных опухолевых мегакариобластов при ОМЛ М7 с помощью проточной цитометрии яв-
ляется перспективным методом оценки эффекта терапии. Адекватное измерение уровня МОБ требует подробного имму-
нофенотипирования при диагностике для установления аберрантности мегакариобластов. 
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Введение 
Острый мегакариобластный лейкоз (ОМегЛ) является био-

логически неоднородным морфологическим вариантом остро-
го миелоидного лейкоза (ОМЛ) и развивается из мегакариоци-
тарных предшественников. ОМегЛ впервые описан в 1931 г. 
J. von Boros [1, 2], однако в последующие годы сообщения о 
данном типе лейкоза редки в связи с отсутствием достоверных 
диагностических критериев. В 1978 г. J. Breton-Gorius и 
 соавт. [3] впервые применили технологию ультраструктурной 
идентификации с использованием тромбоцитарной пероксида-
зы, которая позволила выявить малые мегакариоциты и уве-
личить точность диагностики ОМегЛ. Далее в 1985 г. диагноз 
ОМегЛ с уточненными диагностическими критериями внесен 
во Франко-Американо-Британскую классификацию [4]. 

ОМегЛ является сложным для установления диагнозом. 
Его морфологические признаки недостаточно специфичны, 
так как бластные клетки морфологически могут быть как 
неотличимы от лимфобластов, так и характеризоваться вы-

раженной базофилией и отростчатостью цитоплазмы [5]. 
Цитохимически в бластных клетках при этом заболевании 
отсутствует миелопероксидаза, а гликоген располагается в 
цитоплазме в форме гранул, что также является цитохими-
ческими признаками лимфобластного лейкоза [5, 6]. Наибо-
лее специфичным цитохимическим признаком ОМегЛ счита-
ется тромбоцитарная пероксидаза: для ее выявления необхо-
дима электронная микроскопия в сочетании с 
ультрацитохимическим исследованием, которые позволяют 
выявить положительную реакцию с тромбоцитарной перок-
сидазой в оболочке ядра и эндоплазматическом ретикулуме 
опухолевых мегакариобластов [7]. Достоверное установле-
ние диагноза ОМегЛ возможно только при полноценном им-
мунофенотипировании с использованием Т- и В-лимфоид-
ных, мегакариоцитарных, эритроидных и пан-миелоидных 
маркеров. В педиатрической практике ОМегЛ наиболее ча-
сто встречается у детей до 1–3 лет, а также у детей с синдро-
мом Дауна [2]. 
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Abstract 
Acute megakaryoblastic leukemia (AMKL) is a rare subtype of acute myeloid leukemia (AML), which is associated with poor pro-
gnosis for all patients except children with t(1;22) or Down syndrome. The frequency of complete remission in case of AMKL is 
comparable to the frequency of complete remission in other variants of AML, and the median survival is much lower. This deter-
mines the necessity to update criteria for assessment of the effect of treatment using flow cytometry definition of the level of mi-
nimal residual disease (MRD). Nowadays, there are no unified and standardized approaches for the measurement of MRD in case 
of myeloid leukemia, including AMKL, which prohibits adequate assessment of the therapy effect and in some cases – determi-
nation of the indications for allogeneic hematopoietic stem cells transplantation. The article identifies diagnostic features and 
describes approaches for the measurement of the level of MRD in case of AMKL. 
Aim. The aim is to demonstrate the algorithms for diagnosing and measuring MRD in case of AML-M7 in children. 
Materials and methods. The article analyzes the clinical and immunological profile of 10 boys and 4 girls with the initial diagno-
sis of AMKL between the ages of 3 months – 12 years old, 13 of them have received treatment in the FSBI "N.N. Blokhin National 
Medical Research Center of Oncology" and one – in the GBUZ "Morozovsky DGKB" between 1995 and 2020, The measurement of 
MRD was carried out in 6 patients. The measurement of MRD was carried out using both morphocytochemical method and mul-
tiparameter flow cytometry with megakaryocyte markers (CD61, CD42, CD41) in combination with other myeloid markers (CD13, 
CD33), CD34, CD117 and aberrant markers (mainly CD7). 
Results. We showed that adequate measurement of the level of MRD had required detailed immunophenotyping during diag-
nosis to determine the aberration of megakaryoblasts. CD9 marker (100%), CD33 myeloid marker (69.2%), stem cell antigen 
CD34 (46.2%), CD13 (38.2%) in addition to megakaryocyte markers (100%) were most often expressed on blast cells in case of 
AMKL. The CD117 antigen was present on the blasts in 33.3% of cases. The expression of the T-cell-associated CD7 antigen 
(46.2%) was frequent. The measurement of MRD was carried out during the treatment (usually after an induction course) on the 
basis of the markers of megakaryocytic cell line (CD61, CD41, CD42a, CD42b), weak CD45 expression, as well as the immunophe-
notype characteristics during initial diagnosis. The level of MRD ranged from completely negative (0%; 0.006%) to evident 
(1.05%). 
Conclusion. The detection of residual tumor megakaryoblasts in case of AML-M7 using flow cytometry is a promising method to 
evaluate the effect of therapy. The adequate measurement of the level of MRD requires detailed immunophenotyping during 
the diagnosis to determine the aberration of megakaryoblasts. 
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Пролиферирующие мегакариобласты синтезируют тромбо-
цитарный фактор роста PDGF-ВВ, а также некоторые другие 
факторы роста фибробластов, что приводит к выраженным 
реактивным фибротическим изменениям стромы костного 
мозга. Эти изменения препятствуют адекватной аспирации 
костного мозга при пункции, полученные пунктаты зачастую 
имеют недостаточный объем и клеточность, а пропорция в 
них бластных клеток может быть занижена. Фиброз костного 
мозга вкупе с особенностями кроветворения детей 1–2-го года 
жизни обусловливает сравнительно низкий процент опухоле-
вых бластных клеток в костном мозге и трудности диагности-
ки при ОМегЛ [8–10]. 

 
Цитогенетические особенности М7-варианта ОМЛ 

До недавнего времени для этого варианта ОМЛ выделяли 
только одну специфическую цитогенетическую аномалию: 
наличие t(1;22)(p13;q13) в бластных клетках, в результате ко-
торой образуется химерный ген RBM15-MKL1, чаще всего эта 
транслокация обнаруживается у пациентов в возрасте до 
2 лет. Наличие этой аномалии рядом исследователей призна-
ется как благоприятный прогностический признак [9, 11, 12]. 

Однако в последние годы с появлением метода полногеномно-
го секвенирования обнаружены другие цитогенетические по-
ломки, характерные для ОМегЛ: это inv(16)(p13.3q24.3), 
t(11;15)(p15;q35), реаранжировки гена KMT2A и др. Эти ано-
малии имеют различные частоту выявления и прогностиче-
ское значение [8]. Также в опухолевых клетках при ОМегЛ 
могут встречаться и другие цитогенетические поломки, неспе-
цифичные для этого заболевания, например, моносомия хро-
мосомы 5, 7, 9, гипердиплоидный, сложный кариотип. Нали-
чие таких хромосомных аномалий является дополнительным 
фактором плохого прогноза.  

Следовательно, с учетом морфологических, цитохимиче-
ских, иммунологических и цитогенетических особенностей 
ОМегЛ нельзя рассматривать как мономорфную нозологиче-
скую единицу, что нашло отражение в классификации опухо-
лей кроветворной и лимфоидной тканей Всемирной организа-
ции здравоохранения (2016 г.). В соответствии с данной клас-
сификацией к ОМегЛ относятся: ОМЛ (мегакариобластный) 
с транслокацией t(1;22)(p13.3;q13.1);RBM15-MKL1, с инверси-
ей inv(3)(q21.3;q26.2), c транслокацией t(3;3)(q21.3;q26.2), 
с транслокацией t(9;11)(p21.3;q23.3);KMT2A-MLLT3 [5, 13]. 

Таблица 1. Основная панель моноклональных антител, использованных в работе 
Table 1. The main panel of monoclonal antibodies used in the study

Флуорохромы 
 

№ пробы
V450 V500 F PE PE-cy5 PEcy7 APC APCH7

1 HLA-DR CD45 CD16* CD13 CD34 CD117 CD11b CD10

2 HLA-DR CD45 CD35 CD64 CD34 CD117 CD300e CD14

3 HLA-DR CD45 CD36 CD105 CD34 CD117 CD33 CD71 

4 HLA-DR CD45 nuTdT CD56 CD34 CD117 CD7 CD19

5 HLA-DR CD45 CD15 NG2 CD34 CD117 CD22 CD38 

6 HLA-DR CD45 CD42a/CD61 CD203c CD34 CD117 CD123 CD4

7 HLA-DR CD45 CD41 CD25 CD34 CD117 CD42b CD9 

*Антитела, специфичные к указанным кластерам дифференцировки. 
*Antibodies specific to the specified differentiation clusters.

Таблица 2. Иммунофенотипы пациентов, включенных в исследование 
Table 2. Immunophenotypes of patients included in the study

Маркер
Пациент Сводное количество 

(+/всего) Процент 
позитивных

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

МРО - - - - - 0/5 0

CD34 + + - + - - - - - + + - + 6/13 46,2

CD117 - + - - - - - + + 3/9 33,3

CD13 + + - - + - - - - + + - - 5/13 38,5

CD33 + + - - + + + - + + + + - 9/13 69,2

CD64 - - - - - - - - 0/8 0

CD4 - - - - - - 0/7 0

CD7 + - - + + + + - - + - - - 6/13 46,2

HLA-DR + - - - - - - + - - + + - 4/13 30,8

CD9 + + + + + + 6/6 100

CD56 - - - - - + 1/6 16,7

CD38 + - - - - + + + 4/8 50

GPA - - - - - - 0/6 0

CD36 - - + - 1/4 25

CD105 - - - 0/3 0

CD(61+42a)/CD61 + + + + + + + + + + + + + 13/13 100

CD41 + + + + 4/4 100

CD42b + + - + + + 5/6 83,3

CD71 + - - 1/3 33,3

CD22 - - - - - - - 0/7 0

TdT - - - - 0/4 0

CD11b + - - - - - 1/6 16,7

CD123 - + - - - - 1/6 16,7
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По оценке исследовательских групп, частота достижения 
полной ремиссии (ПР) при ОМегЛ у детей составляет 
70–80%, что сравнимо с другими вариантами ОМЛ; однако 
медиана общей выживаемости значительно ниже, чем при 
других вариантах ОМЛ [9, 14, 15]. Это диктует необходи-
мость более эффективной, чем клинико-морфологическая, 
оценки глубины ремиссии при ОМегЛ, в том числе с примене-
нием проточно-цитометрической оценки минимальной оста-
точной болезни (МОБ). Для введения этого метода в практику 
необходимы установление алгоритма определения МОБ, кри-
териев позитивности МОБ и оценка влияния полученных ко-
личеств остаточных опухолевых клеток на прогноз заболева-
ния. Также такой низкий уровень общей выживаемости озна-
чает необходимость повышения эффективности 
существующей терапии консолидации ремиссии с возможным 
применением метода аллогенной трансплантации гемопоэти-
ческих стволовых клеток. Измерение МОБ необходимо при 
оценке статуса заболевания перед аллогенной трансплантаци-
ей костного мозга (аллоТКМ), а также в установленные сроки 
после ее выполнения (30, 60, 100, 180, 360-й дни), однако еди-
ные стандартизованные подходы к измерению МОБ при 
ОМЛ, в том числе при ОМегЛ, отсутствуют, что препятству-
ет адекватной оценке эффективности лечения.  

В настоящей статье на основании характеристики 14 слу-
чаев ОМегЛ описаны критерии диагностики и оценки МОБ 
при ОМегЛ.  

 
Материалы и методы 

В нашей работе проанализированы данные 14 детей с впер-
вые выявленным ОМегЛ: 10 мальчиков и 4 девочки в возрасте 
от 3 мес до 12 лет (6 пациентов младше 1 года), 13 из них полу-
чали лечение в ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н.Н. Блохина» и 
1 – в ГБУЗ «Морозовская ДГКБ» с период с 1995 по 2020 г.  

Уровень лейкоцитов крови находился в пределах 
2,5–53,0×109/л, бластные клетки в костном мозге 20,2 – 90%. 

Цитогенетическое исследование проводилось 10 пациентам. 
У 2 пациентов выявлена транслокация t(1;22). У 3 пациентов 
определялись различные варианты химерного гена MLL: 
46XY?, t(10;11)(p11q23)[14]/46XY[6], t(10:11) MLL/MLLT10 и 
t(9;11)(p22;q23) MLL-AF9. У 4 пациентов определялся слож-
ный кариотип: 45XY,-7, t(3;3)(q21q26), 48XY,+21,+21, der(17), 
53XX,t(1;7)(q21;p15),der(1),+2,+6,+7,+7,der(7)t(1;7),+8,+10, 
+19[8]/46,XX[10] и 50,XX,+6,+7,+8, +13, der(11), add(p15), 
del(17)(q24.). У 1 пациента цитогенетические аномалии не вы-
явлены: 46XY. 

Cледовательно, в соответствии с классификацией опухолей 
кроветворной и лимфоидной тканей Всемирной организации 
здравоохранения (2016 г.) у 2 больных диагностирован ОМЛ 
(мегакариобластный) с транслокацией t(1;22)(p13.3;q13.1); 
у 2 – ОМЛ с транслокацией t(10;11); у 1 – ОМЛ с транслока-
цией t(9;11); у 4 – ОМЛ с комплексным (сложным) кариоти-
пом и у 1 больного – ОМЛ с нормальным кариотипом.  

При проведении диагностики всем больным осуществляли 
подробное иммунофенотипирование бластных клеток. В осно-
ве подхода лежит концепция EuroFlow [16], которая включает 
оценку линейности лейкоза по ориентационной пробе ALOT с 
последующим анализом бластных клеток согласно их линей-
ной принадлежности (табл. 1). 

Большинство пациентов (8 из 14) получали лечение по про-
токолу НИИ ДОГ ОМЛ 2012; 3 – по AML-BFM 87 и 3 – 
по AML-BFM 2004. Протоколы НИИ ДОГ ОМЛ 2012 и AML-
BFM 2004 состояли из 4–5 курсов химиотерапии (ХТ). У па-
циентов, включенных в группы промежуточного и высокого 
рисков, ХТ включала 5 курсов: AIE (Ara-C, IDA, этопозид), 
НАМ (Ara-C 3000 мг/м2 №6, митоксантрон), AI (Ara-C 
500 мг/м2 1–5-й дни и IDA), hAM (Ara-C 1000 мг/м2 и мито-
ксантрон) и НАЕ (Ara-C 3000 мг/м2 №6 и этопозид). Поддер-
живающая терапия состояла из постоянного приема 6-меркап-
топурина, четырехдневных курсов Ara-C 1 раз в 28 дней и дли-
лась до 73-й недели от начала индуктивного курса. В отличие 
от протокола AML-BFM 2004 в протоколе НИИ ДОГ ОМЛ 
2012 наряду с ХТ применялось эпигенетическое лечение (де-
цитабин, вальпроевая и полностью транс-ретиноевая кисло-
та – ATRA). 

Протокол AML-BFM 87 состоял из: индукции ремиссии 
длительностью 8 дней, включавшей Ara-C 100 мг/м2 в сутки 
внутривенно капельно 24 ч в 1–2-й дни, 100 мг/м2 внутривенно 
капельно в течение 1 ч каждые 12 ч в 3–8-й дни, даунорубицин 
60 мг/м2 в сутки внутривенно капельно 1 ч в 3–5-й дни и вепе-
зид (VP-16) 150 мг/м2 в сутки внутривенно капельно 2 ч в 
6–8-й дни; консолидации ремиссии – Ara-C 75 мг/м2 в сутки 
внутривенно струйно в 3–6-й, 10–13-й, 17–20-й и 24–27-й дни, 
даунорубицин 30 мг/м2 в сутки внутривенно капельно в тече-
ние 2 ч в 1, 8, 15 и 22-й дни, 6-МП 60 мг/м2 в сутки внутрь 
ежедневно в 1–27-й дни; и 2 курсов ранней интенсификации – 

Рис. 1. Коэкспрессия CD7 на бластной популяции при ОМегЛ. 
Fig. 1. CD7 coexpression on the blast cell population in case of acute megakaryoblastic 
leukemia (AMKL).
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Рис. 3. Пример коэкспрессии CD300 на бластных клетках при ОМегЛ. 
Fig. 3. The example of CD300 coexpression on the blasts in case of AMKL.
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Рис. 2. Коэкспрессия антигена CD56 на бластной популяции при ОМегЛ. 
Fig. 2. CD56 antigen coexpression on the blast cell population in case of AMKL.
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Ara-C 1000 мг/м2 внутривенно капельно каждые 12 ч в 
1–3-й дни и VP-16 125 мг/м2 в сутки внутривенно капельно в 
2–5-й дни. 

С целью консолидации полученной ремиссии 2 пациентам 
проведена аллоТКМ. 

 
Результаты 

Диагноз ОМегЛ во всех случаях установлен на основании 
детального морфологического, цитохимического и иммуно-
фенотипического обследования. 

Костный мозг чаще средне- или гипоклеточный. По дан-
ным морфоцитохимического исследования выявлялось бо-
лее 20% бластных клеток (от 20,2 до 90%, среднее количе-
ство составило 48). В большинстве случаев бластные клет-
ки имели неправильные очертания и отростчатую 
цитоплазму, умеренное и высокое ядерно-цитоплазматиче-
ское соотношение, округлые ядра; цитоплазма характеризо-
валась базофилией и отсутствием зернистости. Однако в не-
скольких случаях бластные клетки не имели специфиче-
ских морфологических признаков дифференцировки при 
морфологическом исследовании. 

Для верификации диагноза ОМегЛ использовали антитела к 
мегакариоцитарным антигенам: СD61 (практически всегда в 
сочетании с CD42a), CD41a, CD42b. Следует отметить, что 
реакция с антителами к CD42b отрицательная лишь 
в 1 из 6 случаев, в этом случае положительная реакция от-
мечена с антителами к CD61+CD42a и CD41. В 1 случае анти-
тела к CD61 не использовали, при этом отмечена положитель-
ная реакция с CD42b – 30%. 

Как видно из данных, представленных в табл. 2, экспрессия 
мегакариоцитарных антигенов на бластных клетках наиболее 
часто сочеталась с экспрессией общемиелоидных антигенов 
(CD33 – 9/13, CD13 – 5/13), маркера стволовых клеток 
(CD34 – 6/13), CD9 – 6/6. Необходимо отметить, что в 6 из 
13 изученных случаев на бластных клетках присутствовал 
Т-клеточно-ассоциированный антиген CD7. Маркер СD117 
обнаружен в 1/3 случаев – 3/9.  

Совокупность иммунофенотипов у больных ОМегЛ пред-
ставлена в табл. 2. 

Наиболее интересные иммунофенотипы с признаками абер-
рантности, позволяющими мониторировать МОБ у больных, 
представлены на рис. 1–3. 

Следует отметить, что у отдельных больных наряду с мега-
кариобластами присутствовала достаточно выраженная про-
порция В-линейных предшественников. Эти клетки ни в од-
ном из случаев не имели признаков аберрантности и расцене-
ны как нормальные В-линейные предшественники. 

Лечение больных осуществлялось по протоколам, представ-
ленным в разделе «Материалы и методы». Ремиссия достигну-
та у 10 (71,4%) из 14 больных. 

Уровни МОБ оценивали у 6 больных в различные сроки, 
в 1 случае – дважды: на 15 и 34-й дни, 26, 42, 50-й дни, 8 мес. 

Приводим некоторые примеры определения МОБ у детей с 
ОМЛ М7 (ОМегЛ). 

Больная С. (№3 в табл. 2). Оценка МОБ у данной пациентки 
впервые проведена после индукционного цикла AIE с Дакоге-
ном на 42-й день от установления диагноза. Морфологически 
бластные клетки в костном мозге составили 3,8%, пунктат кле-
точный, уменьшено количество лимфоцитов – 7,6%. Грануло-
цитарный росток снижен – 20,2%, отмечена задержка созрева-
ния нейтрофилов на уровне миелоцитов. Эритроидный росток 
значительно раздражен (62,6%), умеренно выражены явления 
дизэритропоэза. Мегакариоциты в достаточном количестве. 

Примененная панель антител при определении МОБ пред-
ставлена в табл. 3. 

Клетки с коэкспрессией мегакариоцитарных антигенов 
CD42b и CD41 составили 2,16% среди миелокариоцитов. 
Клетки с экспрессией CD41a/CD61 – 3,63%, с учетом слабой 
экспрессии CD45 содержание этих клеток среди миелокарио-
цитов составило 1,05%.  

Уровень остаточных лейкозных клеток на 42-й день лечения 
ОМегЛ у данной пациентки ниже, чем число морфологически 
выявляемых бластов (3,8%), и составил 1,05%. Это соответ-
ствует МОБ-позитивному статусу. Таким образом, у ребенка 
7 мес с диагнозом ОМегЛ на 42-й день лечения оставались 
бластные клетки мегакариоцитарного ряда. Следует отметить, 
что при диагностике лейкоза нами не установлено иммунофе-
нотипических особенностей злокачественных мегакариобла-

Таблица 3. Панель моноклональных антител, использованная при диагностике МОБ у пациентки 3 
Table 3. The panel of monoclonal antibodies used in the diagnosis of minimal residual disease (MRD) in women 3

Флуорохромы  
 
№ пробы

V450 FITC PE APC APC-H7

1 SYTO-41 CD41 CD19 CD42b CD9

2 CD45 CD41a+CD61 CD7

3 CD45 CD7 CD10 CD9

Таблица 4. Маркеры, использованные при диагностике МОБ у пациента 4 
Table 4. Markers used in the diagnosis of MRD in patient 4

Флуорохромы 
 

№ пробы
V500 V450 FITC PE PerCP Cy-5 PE-Cy-7 APC

1 CD45 CD9 CD61+42a CD33 CD34 CD13 CD117

Табл. 5. Маркеры, использованные при диагностике МОБ у пациентки 5 
Table. 5. Markers used in the diagnosis of MRD in women 5

Флуорохромы 
 

№ пробы
V500 V450 FITC PE Cy-5 APC APC-H7

1 CD45 SYTO 41 CD58 CD19 CD34 CD10 CD38

2 CD45 CD61+CD42a CD19 CD33

Таблица 6. Маркеры оценки МОБ у больного 7 
Table 6. Markers used in the diagnosis of MRD in patient 7

Флуорохромы 
 

№ пробы
V450 V500 FITC PE PE-Cy5 PE-Cy7 APC APC-H7

1 HLA-DR CD45 CD61+CD42a CD25 CD34 CD117 CD42b CD9

2 CD45 SYTO-16 CD34 CD42b
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стов, поэтому оценка МОБ проводилась на основании опреде-
ления бластных клеток с мегакариоцитарными антигенами. 
Единственной иммунофенотипической особенностью можно 
было бы считать экспрессию на бластных клетках антигена 
CD9, однако для использования данного антигена в оценке 
МОБ требуется дальнейшее накопление материала. У паци-
ентки отсутствовала t(1;22), хотя кариотип характеризовался 
рядом особенностей: 50,XX,+6,+7,+8:der(11)add(p15), 
+13,del(17)(q24). 

Пример определения МОБ у ребенка 1 года и 8 мес 
(№4 в табл. 2) на 30-й день от постановки диагноза ОМегЛ. 
Морфологически пунктат костного мозга среднеклеточный, 
полиморфный. Бластные клетки составляют 2,4%, лимфо-
циты – 22,4%. В гранулоцитарном ростке отмечается не-
значительное ускорение созревания нейтрофилов. Выражена 
моноцитарная реакция (13,6%). Эритроидный росток реду-
цирован (2,8%). Количество мегакариоцитов снижено. 

При определении МОБ использовались следующие марке-
ры (табл. 4). 

При определении МОБ I этапом объединены клетки с 
коэкспрессией антигенов CD61+42a, CD117, CD34, CD9. 
Из полученной популяции исключены клетки с экспрессией 
CD13 и CD33. Итоговое содержание клеток, соответствую-
щих иммунофенотипу таковых при диагностике, составило 
0,01%; рис. 4.  

Пример определения МОБ у ребенка 5 мес, №5 в табл. 2. 
Определение МОБ у данной больной проведено через 50 дней 
от момента диагностики по окончании индукционного курса 
AIE с Дакогеном. Морфологически пунктат костного мозга 
гипоклеточный. Бластные клетки составляют 2,8%, лимфоци-
ты – 24,4%. Гранулоцитарный росток сужен (32,4%). Уве-
личено количество моноцитов (8,8%). Эритроидный росток 
раздражен (31,6%), есть явления дизэритропоэза. Мегакарио-
циты в достаточном количестве. 

Окрашены 2 пробы, набор маркеров представлен в табл. 5. 
Ядросодержащие клетки в анализируемом образце костного 

мозга составили 96% (SYTO-41+). Отчетливой популяции 
(CD42a+CD61)-клеток не определялось, соответственно, нет 
подобных клеток с экспрессией CD33 (маркер присутствовал 
на мегакариобластах при диагностике). По-видимому, это 
можно рассматривать как эффективность проведенного лече-
ния и МОБ-негативный статус.  

Пример определения МОБ у пациента 7 лет, №6 в табл. 2. 
Использованная при диагностике панель моноклональных 

антител указывала на мегакариобластный вариант острого 

лейкоза с коэкспрессией антигена CD7: CD33+CD13-
CD7+CD(42a+61)+CD41+CD9+CD71+MPO-HLA-DR-CD117-
CD42b-. 

На 15-й день лечения произведено определение МОБ. 
При морфологическом исследовании пунктат костного моз-

га крайне беден клеточными элементами. Подсчет произведен 
на 100 клеток. Бластные клетки не найдены; преобладают 
лимфоциты (94,0%). Умеренно выражена плазмоклеточная 
реакция (4,0%). Эритроидный росток отсутствует. Мегака-
риоциты не найдены (уровень лейкоцитов крови – 0,59×109/л; 
тромбоциты – 8×109/л; гемоглобин – 9,8 г/дл). 

При определении МОБ I этапом выделены ядросодержащие 
синглетные клетки, и в их пределах взяты в гейт клетки с экс-
прессией мегакариоцитарных антигенов (СD42a+CD61)+ – 
0,21% от миелокариоцитов. 

Полученный гейт размещен в осях CD7/CD33. На рис. 5 вид-
но, что коэкспрессия CD7 присутствует на 73,8% мегакарио-
цитарных клеток, в то время как CD33 практически отсутству-
ет. Объединенный гейт (CD42a/CD61)+ CD7+ характеризуется 
слабой экспрессией CD45 (клетки-предшественники). Эти 
клетки составили 0,15% от миелокариоцитов. Данный процент 
клеток мог быть расценен как МОБ у данного пациента. 

Повторное определение МОБ проведено на 34-й день лече-
ния. По данным морфологического исследования пунктат 
костного мозга гипоклеточный. Бластные клетки не найдены, 
лимфоциты составляют 18,0%. В гранулоцитарном ростке 
(63,0%) отмечается преобладание зрелых форм (53,2%). Уме-
ренно выражена моноцитарная реакция (13,8%). Содержание 
клеток эритроидного ростка снижено до 5,2%. Мегакариоциты 
единичные в препарате. На момент исследования уровень лей-
коцитов крови составил 2,57×109/л, тромбоцитов – 72×109/л. 

При проточно-цитометрическом определении МОБ в преде-
лах гейта ядросодержащих клеток, исключающего дуплеты, 
выделены клетки с экспрессией CD42a, их количество соста-
вило 0,67%. Четкого кластера CD7+ событий в пределах кле-
ток с экспрессией CD42a не наблюдалось, а в целом коэкс-
прессия CD7 на этих клетках составила 7,74%. Таким обра-
зом, клетки с иммунофенотипом, соответствующим таковому 
при диагностике лейкоза, – CD42a+CD33+CD13-CD7+ соста-
вили 0,02%, что близко к МОБ-негативному статусу. 

Еще один пример. Мальчик, 1 год 7 мес, №7 в табл. 2. При 
диагностике определяется экспрессия миелоидного антигена 
CD33 при отсутствии CD117 и CD13, а также яркая экспрессия 
мегакариоцитарных антигенов CD42a, CD61, CD42b, CD41.  

Поскольку в этом случае мегакариоцитарные маркеры мо-
номорфно экспрессированы на бластах, оценка МОБ прово-
дилась как при ОМегЛ и включала 2 пробы (табл. 6). 

При оценке МОБ последовательно выделены клетки, экс-
прессировавшие мегакариоцитарные антигены, в пределах 
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клеток-предшественников CD45low с низкими уровнями бо-
кового рассеяния (SSC). При оценке коэкспрессии на этих 
клетках CD117 и CD34 уровень МОБ составил 0,006%, что по 
всем международным критериям соответствует МОБ-нега-
тивному статусу.  

Представленные примеры наглядно иллюстрируют возмож-
ности иммунодиагностики и определения уровней МОБ при 
ОМегЛ у детей. 

 
Обсуждение 

Нами приведены примеры диагностики и оценки МОБ при 
ОМегЛ у детей.  

Интересно отметить, что у 3 пациенток младше 1 года в 
костном мозге присутствовало 2 популяции бластов: одна 
представлена нормальными В-линейными предшественника-
ми, другая – опухолевыми мегакариобластами. В связи с этим 
необходимо остановиться подробно на особенностях крове-
творения детей младшего возраста. Популяционный состав 
клеток костного мозга новорожденных и детей в возрасте ме-
нее 1 года значительно отличается от костного мозга детей 
более старшего возраста и взрослых [10]. В табл. 7 представ-
лены возрастные особенности состава клеток костного мозга. 

Таким образом, в костном мозге детей 1–2-го года жизни 
присутствуют популяции нормальных бластных клеток, отно-
сящихся к В-линейным и миелоидным предшественникам, 
и популяция В-линейных предшественников широко варьиру-
ет от 2,2 до 32,9%. Для точной морфоцитохимической и про-
точно-цитометрической диагностики острого лейкоза необхо-
димо тщательное разделение бластной популяции на нормаль-
ные В-линейные, миелоидные и опухолевые бласты.  

Иммунологически опухолевые клетки представлены мега-
кариобластами, на которых может присутствовать аберрант-
ная коэкспрессия лимфоидных маркеров – чаще всего CD7, 
могут отсутствовать пан-миелоидные маркеры CD33 и CD13, 
а также отсутствовать некоторые из мегакариоцитарных мар-
керов, что также будет являться аберрантностью. Длительное 
время считалось, что мегакариоциты продуцируются общим 
бипотентным мегакариоцитарно-эритроидным предшествен-
ником (биМЭП). Иммунологически такая клетка в различных 
исследованиях охарактеризована как Lin−Sca1−cKit+ 
CD34−FcγRII/IIIlow/- или Lin−Sca1−cKit+CD41−CD150+ 
Endoglin−FcγRII/III−. Однако существовала гипотеза о том, 
что мегакариоцитопоэз протекает в обход биМЭП. В недавних 
исследованиях показано существование отдельной популяции 
гемопоэтических стволовых клеток, которые являются пред-
шественниками клеток, продуцирующих тромбоциты. В круп-
ных экспериментальных работах по трансплантации един-
ственной клетки-предшественника также показано существо-
вание таких мегакариоцитарных предшественников, 
способных восстановить популяцию мегакариоцитов [17, 18]. 
Таким образом, в экспериментах получены данные о том, что 
клетка-предшественник мегакариоцитопоэза находится на бо-
лее высоком уровне в иерархии гемопоэза, чем считалось 
прежде. Однако стадии мегакариоцитопоэза от такого пред-
шественника до тромбоцитов все еще охарактеризованы недо-
статочно. 

Для изучения мегакариоцитопоэза необходимо выделение ме-
гакариоцитарных предшественников. Ранее для выделения из 
компартмента Lin-Sca1-cKit+ предшественников унипотентных 
мегакариоцитарных предшественников (уМКП) использовались 
такие маркеры, как CD9, CD41, CD150 в различных комбина-
циях. Однако ни один из этих маркеров не линейно-специфичный 
для мегакариоцитарной линии дифференцировки [18–20]. 

В исследовании H. Nishikii и соавт. [18] показано, что 
CD42b (гликопротеин Ibα), который считается специфичным 
мембранным антигеном зрелых мегакариоцитов и тромбоци-
тов, экспрессируется уМКП внутри компартмента Lin-Sca1-
cKit+. Также показано, что CD42b может использоваться для 
выделения уМКП: от 6 до 7% миелоидных предшественников 
с иммунофенотипом Lin-Sca1-cKit+CD34+FcγRII/RIIIlow/- в 
норме экспрессируют CD42b. В то же время CD42b отсут-
ствует на Lin-Sca1+cKit+ (LSK) клетках, на гранулоцитарно-
моноцитарных предшественниках (Lin-Sca1-cKit+CD34+ 
FcγRII/RIII+) и биМЭП. уМКП также имели мембранную 
экспрессию CD150, CD41high и CD9high, CD42c, CD42d и 
CD42a. При окраске по Романовскому–Гимзе уМКП имели 
морфологию одноядерных бластных клеток с базофильной 
цитоплазмой; морфологически сходство с мегакариоцитами 
отсутствовало. Через 5 дней культивации уМКП в жидких пи-
тательных средах в присутствии стволовоклеточного фактора 
роста и тромбопоэтина наблюдался рост однородной колонии 
крупных многоядерных клеток, морфологически сходных со 
зрелыми мегакариоцитами, позитивных по CD42b. При введе-
нии этих клеток мышам, получившим сублетальную дозу 
облучения, через 4 дня наблюдалось появление тромбоцитов в 
периферической крови. Также на этих клетках в отсутствие 
линейно-специфичных маркеров и Sca1 экспрессировались 
CD9 (ярко), CD150, CD41. Таким образом, сочетание CD42b 
и CD34 может использоваться для выделения уМКП. 

Такой метод может применяться для установления уровня 
МОБ, так как количество клеток с иммунофенотипом   
Lin-cKit+(CD117+)CD34+CD42b+ в костном мозге здорового 
донора не превышает 0,1% [21–23]. В то же время остается 
необходимость в подсчете клеток с таким иммунофенотипом 
в регенерирующем после цитостатического воздействия кост-
ном мозге, так как данные о таком подсчете в мировой литера-
туре единичны. Кроме того, при выделении клеток с иммуно-
фенотипом Lin-cKit+(CD117+)CD34+CD42b+ при определе-
нии МОБ важно дополнительно определять клетки с 
аберрантным иммунофенотипом, соответствующим таковому 
при диагностике, например, клетки CD117+CD34+ 
CD42b+CD7+, CD117+CD34+CD42b+CD41- и CD117-CD34-
CD42b+CD9+. 

Таким образом, выявление остаточных опухолевых клеток 
в ремиссии ОМегЛ принципиально отличается от выявления 
МОБ при других вариантах ОМЛ благодаря специфичному 
иммунофенотипу и низкому содержанию мегакариобластов в 
здоровом костном мозге. В целом можно отметить, что 
ОМегЛ является морфологически гетерогенным заболевани-
ем, и оценка ряда новых подходов, в частности компьютерно-
го моделирования с использованием экспертных систем ис-
кусственного интеллекта, основанных на морфологических и 
иммунологических признаках клеток, может способствовать 
дальнейшему уточнению критериев диагностики МОБ. 

 
Заключение 

При определении МОБ между курсами ХТ необходимо учи-
тывать аберрантность опухолевых клеток при первичной ди-
агностике, так как количество клеток с экспрессией мегака-
риоцитарных антигенов и мегакариоцитарных предшествен-
ников может быть увеличено по сравнению с нормой в связи с 
постцитостатической регенерацией костного мозга. Требу-
ется использование нуклеотропных красителей для достовер-
ного отделения ядросодержащих клеток с экспрессией мега-
кариоцитарных антигенов от тромбоцитов. Также необходима 
широкая панель антигенов как при диагностике – для выявле-

Таблица 7. Возрастные особенности состава клеток костного мозга 
Table 7. Age-related characteristics of the bone marrow cells

Популяции клеток костного мозга
Процентное содержание клеточных популяций костного мозга в зависимости от возраста

дети до 1 года дети от 1 до 7 лет дети старше 7 лет взрослые до 70 лет

CD34+ миелобласты составляют в среднем 1,4% (от 1 до 2%) 0,9% (0,6–1,6%) 0,6% (0,2–1,1%) 0,7% (0,3 1,3%)

Нейтрофилы 10,7% (6,2–15,0%) 16,7% (6,9–26,4%) 21,4% (12,8–29,4%) 22,8% (12,9–30,8%)

Эритробласты 8,4–10,3% 12,5–15,1%

В-линейные предшественники 15,5% (2,2–32,9%) 9,0% (1,3–22,8%) 2,0% (0,2–4,9%) 0,9% (0,0–2,6%)

Зрелые В-лимфоциты 1,4 2,8
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ния опухолеассоциированного аберрантного иммунофеноти-
па, так и при определении МОБ – для выделения клеток с ис-
тинной экспрессией мегакариоцитарных антигенов от миело-
идных предшественников с агрегацией на них тромбоцитов. 
Построение унифицированных алгоритмов определения МОБ 
при ОМегЛ требует дальнейшего набора материала ввиду ред-
кости заболевания и является перспективным, учитывая низ-
кий процент мегакариобластов в норме. 
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