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Наряду со значительным прогрессом, достигнутым в лечении острых лейко
зов (ОЛ) у детей, и в первую очередь, острого лимфобластного лейкоза (ОЛЛ), 
остаются отдельные цитогенетические и молекулярно-генетические подгруп
пы, в которых эффективность терапии не столь высока. К цитогенетической 
подгруппе следует отнести транслокацию t(17;19)(q22;pl3), перестройки хро
мосомного района llq23, аберрации 17р, низкодиплоидный/окологаплоид- 
ный кариотип при ОЛЛ у детей, внутрихромосомную амплификацию 21 хромо
сомы [1-3], транслокации t(5 ;ll)(q35;pl5 .5), t(6;9) (p23;q34), t(7;12)(q36;pl3), 
inv(3)(q21q26.2)/t(3;3)(q21;q26.2), комплексный и, возможно, моносомный, 
кариотип при остром миелоидном лейкозе (ОМЛ) у детей [4]. Молекулярно
генетическая подгруппа, ассоциированная с неблагоприятным прогнозом, 
включает в себя делеции в гене IKZF1, BCR-ABL-подобный профиль экспрессии 
генов при ОЛЛ, внутренние тандемные повторы в гене FLT3 при ОМЛ и ряд дру



гих [5-8].
Наряду с этим, существует отдельная возрастная группа — дети перво

го года жизни — в которой прогноз для пациентов значительно хуже. Связы
вают это с несколькими факторами: высокая агрессивность опухолевых бла- 
стов, высокий инициальный лейкоцитоз в дебюте заболевания, значитель
ная экстрамедуллярная опухолевая масса, большая доля пациентов с наличи
ем перестроек хромосомного района llq23 с вовлечением гена MLL, плохой 
ответ на стандартную химиотерапию [9-11]. Исследователи в разных странах 
изучают различные клинико-лабораторные, цитогенетические и молекулярно
генетические предикторы плохого прогноза при лечении ОЛ у детей первого 
года жизни, которые включают возраст и уровень лейкоцитов на момент уста
новления диагноза, инициальная нейролейкемия, наличие и тип перестройки 
llq23 /MLL, гиперэкспрессия отдельных генов (FLT3, Evil и др.) и специфиче
ские профили экспрессии групп генов, ранний ответ на терапию, сохранение 
минимальной остаточной болезни (МОБ) [12-20].

Относительно недавно было показано, что общая выживаемость пациентов 
MZl-позитивными ОЛ в возрасте младше 24 мес., у которых точка разрыва в 
ДНК гена локализовалась в интроне 11, была достоверно ниже по сравнению с 
теми, у которых точка разрыва находились в регионе между интронами 7 и 11 
[21], что связывают с различиями в структуре белка MLL, и, в частности, в PHD- 
доменов (рис. 1) при различной локализации точек разрыва в гене MLL [22].

Рисунок 1. Различия в структуре PHD-доменов белка MLL в зависимости от 
различий в локализации точки разрыва в ДНК гена MLL. Светло-зеленым цве
том обозначен цистеин, темно-зеленым — гистидин, голубым -  ионы цинка. 
(Слева) Структура PHD-доменов в случае отсутствия перестроек гена MLL, а 
также при наличии перестроек с точками разрывов в интронах 9 и 10. Между 
PHD-доменами 2 и 3 находится цинковый палец (ZF1) (Справа) Структура PHD- 
доменов при наличии перестройки гена MLL с точкой разрыва в интроне 11. 
Утрачивается часть аминокислот, участвующая в образовании PHD-доменов 1 
и 2, а также цинковый палец. Рисунок приводится по Т. Roessler et al, 2013 [22].



Д О К Л А Д Ы ____________________________________
Однако, в упомянутой выше работе М. Emerenciano et al исследование прово
дилось в смешанной группе пациентов с ОЛЛ и О МЛ [21], что не позволяет сде
лать вывод о роли локализации точек разрыва при ОЛЛ и О МЛ по отдельности. 
Также вызывает сомнения правомочность объединения в одну группу пациен
тов старше и младше 12 мес.

Таким образом, целью нашей работы была оценка влияния локализации 
точки разрыва в геномной ДНК гена MLL на прогноз острых лейкозов (ОЛ) у де
тей первого года жизни.

Материалы и методы
В исследование было включено 68 детей первого года жизни (29 мальчиков 

и 39 девочек с медианой возраста 4,8 мес.) с MLL-позитивными ОЛЛ (п=46), 
О МЛ (п=20) и ОЛ неясной линейности (п=2). Диагноз ОЛЛ устанавливали на 
основании стандартных морфологических показателей [23] и данных иммуно- 
фенотипирования согласно критериям группы EGIL [24, 25], О МЛ -  на основа
нии морфологических критериев Франко-Американо-Британской (FAB) клас
сификации [23], а ОЛ неясной линейности -  по данным иммунофенотипиро- 
вания [26]. В последнюю группу было отнесено по одному пациенту с острым 
недифференцированным лейкозом (ОНдЛ) и острым билинейным лейкозом 
(ОБЛ). В дальнейшем пациенты с ОЛ неясной линейности анализировались со
вместно с пациентами с О МЛ. Пациенты получали терапию по одному из сле
дующих химиотерапевтических протоколов: MLL-Baby (n=46), AML-BFM-98 
(п=7), AML-BFM-2004 (п=8), ОМЛ-ММ-2000 (п=2), НИИ ДОГ ОМЛ-2007 (п=5) 
в детских онкогематологических клиниках Российской Федерации и Республи
ки Беларусь. Информированное согласие на проведение диагностических и ле-
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Рисунок 2. Схема протокола MLL-Baby с указанием точек наблюдения (ТН), 
в которые проводилась оценка минимальной остаточной болезни.



чебных процедур было получено во всех случаях.
Определение перестроек Ilq23/MLL проводили при установлении диагно

за ОЛ с помощью стандартного цитогенетического исследования, а также ме
тодами гнездной ПЦР с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР) и флуоресцентной 
гибридизации in situ (FISH) [27-29]. Локализация точек разрыва в геномной 
ДНК гена MLL и генов-партнеров была определена методом длинной инверти
рованной ПЦР по ранее описанной методике [30,31]. Нумерация экзонов и ин- 
тронов гена MLL дана по работе I. Nilson et al, 1996 [32].

Определение МОБ проводили в образцах костного мозга по ранее описан
ным методикам [33-35] в точках наблюдения (ТН), определенных протоколом 
терапии MLL-Baby: ТН1—ТН2 — 15-й и 36-й индукционной терапии; ТНЗ—ТН7 
— после каждого курса ATRA (рис. 2). Пациенты с наличием t(4;ll)(q21;q23)/ 
MLL-AF4 получали терапию по ветви высокого риска, пациенты с любыми дру
гими перестройками Ilq23/MLL, достигшие к 36 дню гематологической ре
миссии, были отнесены к группе промежуточного риска [36, 37].

Для статистической обработки данных использовали программное обеспе
чение Statistica 8.0, SPSS 18.0, SAS. При сравнении групп больных по качествен
ным признакам применяли точный критерий Фишера и хи-квадрат. При срав
нении двух групп больных по количественным признакам использовали кри
терий Манна-Уитни. Результаты терапии оценивались по кривым бессобытий- 
ной выживаемости (БСВ), построенным по методу Каплана-Майера, а также 
по кумулятивной вероятности развития рецидива. Для сравнения кривых ис
пользовались непараметрические log-rank критерий и критерий Грея, соответ
ственно. Расчет отношения опасности (00 ) с 95% доверительным интервалом 
(ДИ) был проведен по методу Кокса в однофакторной и многофакторной моде
лях. Все различия считались достоверными при р<0,05.

Результаты
Наиболее частой локализацией точек разрыва в ДНК гена MLL при ОЛЛ яв

лялся интрон 11, на долю которого приходилось 29 из 46 (63,0%) случаев MLL- 
позитивного ОЛЛ у детей первого года жизни. Другие зоны разрывов выявля
лись значительно реже. При О МЛ у пациентов исследуемой возрастной груп
пы самой частой зоной разрывов был интрон 9 — 9 случаев из 22 (40,9%), реже 
разрывы в ДНК гена MLL происходили в интронах 9 и 10: по 5 (22,7%) случаев.

При оценке прогностической значимости локализации точек разрыва в ДНК 
гена MLL у 46 детей первого года жизни с ОЛЛ, включенных в исследование 
MLL-Baby, было показано, что 5-летняя бессобытийная выживаемость (БСВ) у 
пациентов с точкой разрыва в 11 интроне (п=29) была достоверно ниже, чем 
у пациентов с локализацией точек разрыва, начиная с 7 интрона по 11 экзон 
(п=17) (0,16±0,07 и 0,38±0,14 р=0,039). Одновременно с этим кумулятив
ная вероятность развития рецидива была значительно выше в группе с точкой 
разрыва в 11 интроне (0,74±0,09 и 0,52±0,17 р=0,045). Медиана времени на
блюдения составила 36 месяцев (диапазон 20-94 мес). (Рис. 4). В то же время- 
при проведении многовариантного регрессионного анализа по методу Кокса с 
включением в модель точки разрыва в 11 интроне, возраста, иммунофенотипа, 
инициального лейкоцитоза, инициальной нейролейкемии, типа перестройки 
гена MLL, абсолютного количества бластных клеток на 8 день профазы и МОБ 
в точке наблюдения 4 (ТН4) было показано, что единственным значимым фак-



Рисунок 3. Зоны разрыва в ДНК гена MLL при образовании химерных генов 
у пациентов с ОЛЛ (А) и ОМЛ (Б)

Рисунок 4. Прогностическое значение локализации точки разрыва у паци
ентов с ОЛЛ, получающих терапию по протоколу MLL-Baby, которую оценива
ли по бессобытийной выживаемости (А) и кумулятивной вероятности разви
тия рецидивов (Б).

Рисунок 5. Прогностическое значение локализации точки разрыва у паци
ентов с ОМЛ, которую оценивали по бессобытийной выживаемости (А) и куму
лятивной вероятности развития рецидивов (Б).



тором, ассоциированным с неблагоприятным прогнозом, остается сохранение 
МОБ в ТН4 (Отношение опасности 5,994, 95% ДИ 2,209-16,263, р<0,001). В 
многофакторный анализ было включено 42 и 46 пациентов, так как у 4-х паци
ентов не было проведено определение МОБ в ТН4.

Для 22 пациентов с ОМЛ связи между прогнозом и локализацией точки раз
рыва в ДНК гена MLL не выявлено. БСВ и кумулятивная вероятность развития 
рецидива у пациентов с точкой разрыва в 11-v интроне (п=5) достоверно не 
различались от таковых при других локализациях точек разрыва (п=17) (БСВ 
0,40±0,21 и 0,40±0,13, соответственно р=0,728; кумулятивная вероятность 
развития рецидива 0,66±0,37 и 0,39±0,09 р=0,180). Медиана времени наблю
дения составила 22 мес. (диапазон 8-53 мес.) (Рис 5).

Обсуждение
ОЛ, ассоциированные с перестройками гена MLL, являются одной из не

многих подгрупп лейкозов, результаты терапии в которой в настоящее время 
остаются неудовлетворительными [12,16]. Поэтому именно у этих пациентов 
крайне актуально выявление прогностически значимых показателей, позволя
ющих выделять подгруппы больных с различной вероятностью неудачи тера
пии. Ранее М. Emerenciano et al было продемонстрировано, что локализация 
точки разрыва в 11-м интроне гена MIL ухудшает прогноз при ОЛЛ, ассоции
рованном с перестройками Ilq23/MLL [21]. В настоящей работе нами были 
по отдельности проанализированы исходы терапии пациентов как с ОЛЛ, так и 
с ОМЛ. И была убедительно показана зависимость локализации точки разры
ва в 11-м интроне с неблагоприятными исходами терапии у детей первого года 
с ОЛЛ, получавших лечение по протоколу MLL-Baby, а также отсутствие связи 
между расположением точек разрыва в ДНК гена MLL и прогнозом ОМЛ у де
тей исследуемой возрастной группы. Полученная нами относительная частота 
встречаемости различных перестроек MIL совпадает как нашими собственны
ми ранее опубликованными, более крупными наблюдениями [38], так и с дан
ными международных групп [12,16,3 9], что позволяет говорить о достаточной 
репрезентативности наших данных.

В то же время, при проведении многофакторного анализа было выяснено, 
что локализация точки разрыва гена MLL не является независимым прогности
ческим фактором, а ее влияние на исход терапии ОЛЛ нивелируется результа
тами определения МОБ. Таким образом, можно говорить о том, что ответ опу
холи на терапию in vivo является одним из самых мощных факторов, влияю
щих на прогноз, гораздо более значимым, чем большинство инициальных фак
торов риска [40-42]. Даже тип перестройки гена MLL и структура химерного 
гена, определяющие во многом биологические особенности опухолевых кле
ток, не несут такой важной прогностической информации, как длительная пер- 
систенция МОБ. В этом полученные нами результаты хорошо согласуются с ра
нее опубликованными собственными данными [43] и результатами, получен
ными другими исследовательскими группами.

В то же время, исследование структуры химерного гена крайне важно для 
разработки методики определения остаточных опухолевых клеток на основе 
определения количества химерного гена [14, 44], что является более точным 
количественным методом оценки МОБ, чем применявшееся в данной работе 
выявление химерного транскрипта. Поэтому, несмотря на неоднозначные пер



спективы применения результатов ДИ-ПЦР для стратификации пациентов, это 
исследование крайне важно для точного определения МОБ и должно прово
диться всем пациентам с ОЛЛ, ассоциированным с перестройками llq23 /MLL.

Заключение
При ОЛЛ у детей первого года жизни, получавших лечение по протоко

лу MLL-Baby, наличие точки разрыва в интроне 11 гена MLL вело к достовер
но более низким показателям БСВ и более высокой кумулятивной вероятно
сти развития рецидива. Однако в многофакторной модели риска это нивелиро
валось сохранением МОБ в ТН4. У детей первого года жизни с О МЛ взаимосвя
зи между локализацией точки разрыва в ДНК гена MLL и прогнозом не выявле
но. Таким образом, представленные данные дают дополнительную информа
цию о молекулярно-генетических характеристиках ОЛ, ассоциированных с пе
рестройками гена MLL.
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