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Введение. За последние 30 лет достигнуты значительные успехи в ле­
чении острого лимфобластного лейкоза (ОЛЛ) у детей. Бессобытийная вы­
живаемость пациентов возросла до 79-86%  [1, 2, 3]. В то же время эффек­
тивность терапии некоторых вариантов ОЛЛ заметно ниже. К этой катего­
рии можно отнести ОЛЛ у детей первого года жизни. 5-летняя бессобытий­
ная выживаемость в данной группе пациентов не превышает 47-54%  [4, 
5]. На сегодняшний день установлено, что ОЛЛ у детей первого года жизни 
является заболеванием, обладающим рядом биологических особенностей, 
в частности, высоким инициальным лейкоцитозом, большой экстрамедул- 
лярной массой опухоли, преобладанием рго-В иммунофенотипа (BI-ALL) 
с коэкспрессией миелоидных и нейральных маркеров (CD15, CD65, NG2), 
частым наличием перестроек гена MLL.

В настоящее время для лечения детей первого года жизни с ОЛЛ в Рос­
сийской Федерации и Республике Беларусь применяется отечественный 
протокол MLL-Baby [6, 7], в основе которого лежит использование, со­
вместно с программной химиотерапией, полностью транс-ретиноевой 
кислоты (ATRA) в качестве дифференцировочного агента. Важной особен­
ностью протокола является отслеживание эффективности терапии путем



оценки минимальной остаточной болезни (МОБ). Перестройки гена MIL 
у детей первого года жизни представляют собой удобную мишень для мо- 
ниторирования МОБ методом полимеразной цепной реакции (ПЦР), так 
как встречаются у 65% пациентов [5]. Одним из методов мониторирова- 
ния перестроек гена MLL является гнездная обратно-транскриптазная ПЦР 
(ОТ-ПЦР). Достижение молекулярной ремиссии является одним из наибо­
лее важных шагов на пути полного излечения от ОЛЛ. В доступной нам ли­
тературе не встретилось оценки прогностического значения достижения 
молекулярной ремиссии у пациентов с перестройками гена МП, что и по­
служило целью данной работы.

М атериалы  и методы . Критериями включения в данное исследование 
были следующие:

1. Верифицированный диагноз ОЛЛ у пациентов в возрасте до 365 дней, 
лечившихся по протоколу MLL-Baby (рис. 1).
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Рисунок 1. Схема протокола MLL-Baby с указанием точек наблюдения (ТН), в ко­
торые производилась оценка наличия ХТр.

2. Длительность наблюдения за пациентом не менее 12 месяцев, что по­
зволяет отследить развитие очень ранних рецидивов, которые до начала 
использования протокола MLL-Baby являлись одной из основных причин 
неудач терапии [7].

3. Наличие перестроек гена MLL.
4. Не менее 4-х точек наблюдения (ТН), в которые было проведено 

молекулярно-генетическое исследование костного мозга методом ПЦР. Та­
ким образом, за период с сентября 2003 по июнь 2008 в исследование было 
включено 18 детей первого года жизни с ОЛЛ и перестройками гена MLL.



В исследуемой группе было 7 мальчиков (39%) и 11 девочек (61%), меди­
ана возраста составила 7 мес. (диапазон 1 день-11 мес.). Лейкоцитоз бо­
лее 100*109/Л  в момент постановки диагноза имели 8 пациентов (44%). 
Инициальное поражение ЦНС был выявлено у 3 человек (17%). У иссле­
дованной группы пациентов выявлены следующие перестройки гена MLL: 
MLL-AF4 (п = 11), MLL-MLLT10 (n = 3), MLL-EPS15 (n = 2), MLL-MLLT1 и MLL- 
MLLT3 (по 1). Инициальное выявление перестроек Ilq23/M LL проводили 
при помощи стандартного цитогенетического исследования, а также мето­
дами гнездной ПЦР с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР) и флуоресцент­
ной гибридизации in situ (FISH). Для цитогенетического исследования кле­
ток костного мозга применяли технику приготовления «прямых препара­
тов» или краткосрочное культивирование клеток (24, 48 ч). Дифференци­
альную окраску хромосом на G-полосы проводили красителем Гимза по­
сле предварительной обработки препаратов трипсином. В большинстве 
случаев анализировали не менее 20 метафазных пластинок. Анализ хро­
мосом выполняли в соответствии с международной номенклатурой хро­
мосом человека, принятой на момент выполнения стандартного цито­
генетического исследования [8]. У 6 пациентов проведено дополнитель­
ное исследование методом флуоресцентной гибридизации in-situ (FISH) с 
локус-специфичным зондом LSIMLL Dual Color Rearrangement Probe llq 2 3  
(Abbott Molecular, США) согласно инструкции производителя.

У 10 пациентов выявление перестроек гена MLL и последующий монито­
ринг уровня ХТр проводили методом гнездной ОТ-ПЦР по ранее описанным 
протоколам [9, 10, 11]. У 8 пациентов перестройки гена MLL выявлялись 
и мониторировались при помощи наборов «ЛК-Биочип» («Биочип-ИМБ», 
Москва) согласно инструкции производителя. Количественную ПЦР в ре­
альном времени проводили согласно рекомендациям международного 
протокола «Европа против рака» [12, 13]. Оценка наличия ХТр проводи­
лась в следующих ТН: ТН1-ТН2 — 15-й и 36-й дни индукционной терапии; 
ТНЗ-ТН9 — после каждого курса полностью-транс ретиноевой кислоты. 
Пациенты с наличием химерного гена MLL-AF4 получали терапию по вет­
ви высокого риска, все остальные, достигшие к 36-му дню ремиссии — по 
ветви промежуточного риска. Достижение молекулярной ремиссии расце­
нивалось как отсутствие химерного транскрипта в ходе гнездной ПЦР, под­
твержденное негативным результатом в следующей ТН [14].

Результаты терапии оценивались по количеству рецидивов и числу 
больных, находящихся в полной продолжительной ремиссии (ППР), а так­
же по кривым бессобытийной выживаемости (БСВ), построенным по ме­
тоду Каплана-Майера. Для сравнения кривых выживаемости использовал­
ся непараметрический log-rank критерий. При сравнении групп пациен­
тов по качественным признакам использовался точный критерий Фишера. 
Различия считались достоверными при р<0,05. Анализ результатов прово­
дился с использованием программ для статистической обработки данных 
STATISTIC A for Windows 6.0 и R-statistic. Отношение шансов рассчитано с 
использованием пакета программ SPSS 16.0.



Таблица 1
Характеристика пациентов в зависимости 

от времени достижения молекулярной ремиссии
Быстрое достижение 

молекулярной ремиссии
Медленное достижение 
молекулярной ремиссии Р

Число пациентов 14 4

Пол
Мужской 6 1

0.485
Женский 8 3

Возраст, мес
0 -6 3 1

0.083
6 -1 2 11 3

Инициальный лейкоцитоз. *1 0 9/Л
<100 8 2

0.618
>100 6 2

Инициальное поражение ЦНС
Есть 2 1

0.554
Нет 12 3

Иммунофенотип
C010(-)cyt^(-) 10 2

0.407
CD10(-/+)cytyi(-) — 2
CD10(-)cytyj( +  ) 3 —

Острый недифференцированный 
лейкоз 1 —

Перестройки гена MLL
MLL-AF4 7 4

0.108
MLL-MLLT1 1 —

MLL-MLLT3 1 —

MLL-MLLT10 3 —

MLL-EPS15 2 —

Ответ на дексаметазон на день 8
Хороший 12 2

0.197
Плохой 2 2

Статус костного мозга на день 15
М1 12 2

0.197М2 2 2
М3 — —

Клинико-гематологическая ремиссия на день 36
Есть 14 4

0.999
Нет — —

Количество рецидивов 2 3
0.044

Количество пациентов в ППР 12 1



Результаты. В ТН1 у всех 18 пациентов был выявлено наличие ХТр. Сре­
ди исследованной группы не было пациентов, не ответивших на терапию к 
36 дню (ТН2), но только у 3-х из их числа зафиксирована молекулярная ре­
миссия в этой ТН. Это были 2 пациента с наличием MLL-MLLT10 и один па­
циент с MLL-AF4. В ТНЗ — после первого курса полностью-транс ретиное- 
вой кислоты — ХТр не был выявлен еще у 4 человек: двух пациентов, имев­
ших MLL-AF4, и у двух пациентов с наличием химерных генов MLL-MLLTI, 
MLL-MLLT10, соответственно. В ТН4 еще у 7 пациентов достигли молеку­
лярной ремиссии. Четверо из них имели ХТр MLL-AF4, двое — MLL—EPS15, 
один пациент — MLL-MLLT3. У двух пациентов с наличием MLL-AF4 молеку­
лярная ремиссия зафиксирована в ТН 9 (после 6 HR-блока) В то же время у 
3-х пациентов молекулярной ремиссии достичь не удалось.

Ретроспективно пациенты были разделены на 2 группы по времени до­
стижения молекулярной ремиссии. В первую группу — группу с быстрым 
достижением молекулярной ремиссии — вошло 14 человек, у которых эли­
минация ХТр произошла до наступления ТН4. Ко второй группе — груп­
пе с медленным достижением молекулярной ремиссии — было отнесено 
4 пациента, у которых элиминация ХТр произошла позже, чем ТН4 или не 
произошла совсем (рис. 2). Группы были сопоставимы между собой по де­
мографическим характеристикам и инициальным факторам риска ОЛЛ, 
таким как уровень лейкоцитоза, наличие нейролекемии, иммунофеноти- 
тип, наличие ХТр MLL-AF4. Также не было выявлено достоверных разли­
чий между двумя группами по ответу на терапию на 8-й и 15-й дни ин­
дукционной терапии, достижению клинико-гематологической ремиссии 
на 36-й день. (табл. 1). В группе с быстрым достижением молекулярной 
ремиссии 12 из 14 пациентов продолжают находиться в ППР, у двух раз­
вился костно-мозговой рецидив. В первом случае рецидив зафиксирован 
у пациента с MLL-AF4 в ТН8 (после блоком HR 2 (V)), а во втором — у па­
циента с MLL-EPS15 на поддерживающей терапии. Во второй группе, со­
стоящей из 4-х пациентов, все из которых имели ХТр MLL-AF4, выявлено 3 
костно-мозговых рецидива, что достоверно выше, чем в первой группе. От­
ношение шансов составило 18,00 [95% ДИ: 1,19-271,47] (р=0,044). Только 
1 пациент из группы с медленным достижением молекулярной ремиссии 
продолжает находиться в ППР. В отличие от других пациентов этой группы, 
у него при мониторинге МОБ методом количественной ПЦР-РВ было вы­
явлено постоянное снижение уровня ХТр (рис 2). 6-летняя бессобытийная 
выживаемость в группе с быстрым достижением молекулярной ремиссии 
составила 0 ,84±0Д 0, в группе с медленным достижением молекулярной 
ремиссии — 0,25 ±0,21 (р = 0,023). Кумулятивная вероятность развития ре­
цидива в первой группе — 0,15±0,01, во второй — 0,75±0,08 (р=0,022). 
Медиана наблюдения составила 32 месяца (диапазон 14-73 мес.).

Обсуждение полученных результатов. Ответ на терапию ОЛЛ уже в те­
чение длительного времени используется как один из важнейших факто­
ров прогноза и стратификации пациентов по группам риска. Исходя из 
времени оценки, ответ на терапию можно подразделить на ранний, кото­
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Рисунок 2. Количественный мониторинг МОБ у пациентов из группы с медлен­
ным молекулярным ответом. А) Пример постоянного снижения уровня ХТр у паци­
ента. Молекулярная ремиссия достигнута в ТН9. Начиная с этой ТН кривые чувстви­
тельности и МОБ сходятся, так как величина чувствительности является нижним 
пределом детекции, ниже которой ХТр не может быть обнаружен. Б) Пример, когда 
молекулярная ремиссия не достигнута.

рый оценивается в ходе индукционной терапии, и поздний, оцениваемый 
на этапах консолидации/интенсификации.

Первым в историческом плане стало выявление прогностической зна­
чимости уровня лейкоцитов в периферической крови на 8-й день иници­
альной терапии преднизолоном. Величина бессобытийной выживаемости 
у пациентов, лечившихся по протоколу ALL-BFM 83 и имевших более 1000



лейкоцитов в 1 мл периферической крови (так называемый, «плохой ответ» 
на терапию преднизолоном), составила 47%, что было достоверно ниже, 
чем у детей, имевших хороший ответ на преднизолон —76% [15]. Начиная 
с этого времени, данный критерий стал широко использоваться во всех по­
следующих протоколах, использующих в качестве базисного стероидного 
препарата преднизолон [1 ,5 ]. Еще одним прогностическим фактором при 
терапии по протоколам группы BFM является уровень МОБ, определяемый 
методом количественной ПЦР-РВ в геномной ДНК на момент окончания 
индукционной терапии (день 33) и консолидации (день 78). В этом слу­
чае производится определение специфических для каждого пациента пе­
рестроек генов тяжелых цепей иммуноглобулинов и Т-клеточных рецепто­
ров. Пациентов, у которых МОБ не определяется в обеих ТН, стратифици­
руют в группу стандартного риска, пациентов, имеющих уровень МОБ на 
78-й день терапии более или равный 10"3 — в группу высокого риска, всех 
остальных — в группу промежуточного риска. В группе стандартного ри­
ска 10-летняя бессобытийная выживаемость составляет 93%, в группе про­
межуточного риска — 74%, в группе высокого риска — 16% [16]. Несколь­
ко позднее была показана прогностическая ценность оценки уровня МОБ 
в костном мозге на 15 день индукционной терапии, определяемого мето­
дом проточной цитометрии. У пациентов получавших терапию по прото­
колу AIEOP-BFM-ALL 2000 и имевших более 10% бластных клеток на 15-й 
день индукционной терапии, вероятность развития рецидива достигала 
47% по сравнению с 7,5% вероятности развития рецидива при наличии ме­
нее 0,1% бластных клеток и 17,5% в промежуточной группе. При исполь­
зовании многофакторного анализа было показано, что данный показатель 
является независимым фактором риска [17]. Схожие результаты были по­
лучены в американских исследовательских группах, где показатели отве­
та на 19-й [18] или 29-й дни индукционной терапии [19] позволяли разде­
лить пациентов на группы риска по вероятности развития рецидивов ОЛЛ.

Поздний ответ на терапию, оцениваемый во время консолидации как 
методом ПЦР, так и проточной цитометрией, показал, что сохранение МОБ 
в этих ТН связано с высокой вероятностью развития рецидива вне зависи­
мости от уровня МОБ [19, 20, 21].

В то же время наличие ХТр, выявленное методом ОТ-ПЦР, используется 
в качестве фактора ответа на терапию гораздо реже. Одной из причин это­
го является то, что химерные гены выявляются только у части пациентов 
с ОЛЛ [22]. Еще одним часто упоминаемым недостатком использования 
ХТр для мониторирования МОБ является отсутствие прямой связи между 
экспрессией гена, то есть уровнем ХТр и количеством бластных клеток в 
костном мозге [22], что осложняет использование выявления ХТр для ко­
личественной оценки ответа на терапию. Однако проведенное сравнение 
результатов оценки МОБ методами проточной цитометрии и гнездной ОТ- 
ПЦР показало хорошую качественную сходимость результатов, составив­
шую 94% [23].

Заклю чение. Время достижения молекулярной ремиссии является



важным прогностическим фактором ответа на терапию по протоколу MLL- 
Baby. Медленное достижение молекулярной ремиссии связано с более вы­
сокой вероятностью развития рецидива ОЛЛ.
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