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Фундаментальные исследования в практической медицине на современном этапе
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Введение. Транслокация t(12;21)(p13;q22) является одной из самых частых структурных генетических аномалий, выявляемых 
у детей с острым лимфобластным лейкозом (ОЛЛ). Ее невозможно обнаружить при стандартном цитогенетическом исследо-
вании, поэтому для ее диагностики используют обратно-транскриптазную полимеразную цепную реакцию (ПЦР) или флуорес-
центную гибридизацию in situ.
Целью исследования являлась оценка прогностического значения качественного и количественного определения химерного транс-
крипта ETV6-RUNX1 на разных этапах терапии у детей с ОЛЛ из B-линейных предшественников (ВП-ОЛЛ).
Материалы и методы. У 34 из 166 (20,5 %) обследованных пациентов химерный транскрипт ETV6-RUNX1 был выявлен мето-
дами обратно-транскриптазной и количественной ПЦР в режиме реального времени. Качественное выявление ETV6-RUNX1 
на 36-й и 85-й дни терапии приводило к статистически достоверно более низким показателям выживаемости, в то время 
как результаты качественного определения ETV6-RUNX1 на 15-й день лечения не позволили разделить пациентов на прогности-
чески различные группы. Методом анализа характеристических кривых (ROC-анализа, receiver operator characteristic) были полу-
чены пороговые уровни (ПУ) отношения ETV6-RUNX1/ABL1, которые с наибольшей эффективностью позволяют разделять 
пациентов с разными исходами терапии.
Результаты. Практически применимые ПУ (приближенные к 10-кратной шкале) составили 500,0; 1,0; 0,1 и 0,01 % для 0, 15, 36 
и 85-го дней соответственно. Бессобытийная выживаемость и кумулятивная частота развития рецидива для пациентов со зна-
чениями, равными или превышающими ПУ, были достоверно хуже. Кроме того, отношение ETV6-RUNX1/ABL1 ≥500,0 % на мо-
мент диагностики сопровождалось замедленным клиренсом бластных клеток. Также была показана хорошая качественная 
(84,8 %) и количественная (R2 = 0,953) сопоставимость результатов выявления минимальной остаточной болезни при исследо-
вании методами проточной цитометрии и ПЦР в режиме реального времени с определением величины ETV6-RUNX1/ABL1. 
Прогностически значимые уровни минимальной остаточной болезни для 2 методов на 15, 36 и 85-й дни оказались идентичными.
Заключение. Нами показано, что качественное и количественное определение химерного транскрипта ETV6-RUNX1 методом 
ПЦР на разных этапах терапии ВП-ОЛЛ имеет важное прогностическое значение. На основании этого нами предложены под-
ходы к стандартизации количественного определения ETV6-RUNX1/ABL1 в рамках многоцентровой кооперативной клинической 
группы «Москва – Берлин».

Ключевые слова: острый лимфобластный лейкоз, дети, минимальная остаточная болезнь, транслокация t(12;21)(p13;q22), хи-
мерный транскрипт ETV6-RUNX1
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Introduction. Translocation t(12;21)(p13;q22) is one of the most common structural genetic abnormalities in childhood acute lymphoblastic 
leukemia (ALL). It cannot be detected by conventional G-banding, so a reverse-transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) or fluo-
rescent in situ hybridization are used for this purpose.
The aim of the study was to evaluate the prognostic significance of qualitative and quantitative detection of ETV6-RUNX1 fusion gene tran-
script at various time points in childhood B-cell precursor acute lymphoblastic leukemia (BCP-ALL) patients.
Materials and methods. ETV6-RUNX1 fusion gene transcript was revealed by both reverse-transcriptase PCR and quantitative real-time 
PCR (RQ-PCR) in 34 out of 166 (20.5 %) children with BCP-ALL. Qualitative ETV6-RUNX1-positivity at days 36 and 85 led to unfavor-
able outcome (lower event-free survival –EFS and higher cumulative incidence of relapse – CIR). While ETV6-RUNX1 status at day 15 
did not allow to divide patients with different outcomes. By ROC curve analysis we determined threshold levels (TL) for ETV6-RUNX1/ABL1 
ratio at days 0, 15, 36 and 85. Afterwards we adjusted obtained results to 10-fold scale.
Results. So practically applicable TL were as follows 500.0 %, 1 %, 0.1 % и 0.01 % for days 0, 15, 36 and 85, respectively. EFS and CIR 
were both worse in patients with ETV6-RUNX1/ABL1 ratio equal or above defined TL. Moreover, initial ratio ≥500,0 % corresponded 
to delayed blast clearance at days 15 and 36. We showed good qualitative (84.8 %) and quantitative (R2 = 0.953) concordance between 
ETV6-RUNX1/ABL1 ratio and MRD data obtained by flow cytometry at days 15, 36, 85. Of note, defined TL for ETV6-RUNX1/ABL1 
at days 15, 36, 85 were equal to prognostically important levels for flow cytometry MRD.
Conclusion. Thus, qualitative detection and quantitative value of ETV6-RUNX1 fusion gene transcript showed prognostic significance 
in the course of treatment in children with BCP-ALL. Based on these results we propose standardization approaches for Moscow – Berlin 
ALL study group.

Key words: acute lymphoblastic leukemia, children, minimal residual disease, translocation t(12;21)(p13;q22), ETV6-RUNX1 fusion gene 
transcript

Введение
Транслокация t(12;21)(p13;q22), ведущая к образо-

ванию химерного гена ETV6-RUNX1 (ранее известно-
го  как TEL-AML1)  [1–3],  является  одной  из  самых 
частых структурных генетических аномалий, выявля-
емых  у  детей  с  острым  лимфобластным  лейкозом 
(ОЛЛ)  [4–6].  Данная  транслокация  не  может  быть 
обнаружена  при  стандартном  цитогенетическом  ис-
следовании,  поэтому  для  этих  целей  используется 
обратно-транскриптазная полимеразная цепная реак-
ция  (ОТ-ПЦР)  [3,  7,  8]  или  флуоресцентная  гибри-
дизация in situ (fluorescence in situ hybridization, FISH) 
[9]. Считается, что при проведении современной ин-
тенсивной  полихимиотерапии  прогноз  пациентов 
с t(12;21)(p13;q22) благоприятный [5, 6, 10–13]. По 
мнению ряда авторов, улучшение результатов терапии 
стало  возможным  также  благодаря  стратификации 
пациентов  на  основании  результатов  определения 
минимальной  остаточной  болезни  (МОБ)  [12,  14]. 
Чаще всего для этих целей используют данные, полу-
ченные в ходе полимеразной цепной реакции (ПЦР) 
в режиме реального времени (ПЦР-РВ) с выявлением 
индивидуальных перестроек генов Ig и/или TCR [15] 
или при проведении многоцветной проточной цито-
метрии [12, 16]. При этом имеются только единичные 
работы,  в  которых  оценивалось  прогностическое  зна-
чение определения химерного транскрипта ETV6-RUNX1, 
выявляемого  методом  ПЦР-РВ  на  разных  этапах 
лечения,  включая  инициальную  диагностику  [17] 

и контроль МОБ [13, 18–23], что и послужило целью 
публикации данного исследования. В то же время пред-
ставленные  в  нашей  работе  данные  являются  лишь 
частью проспективного многоцентрового исследова-
ния ALL-MB-2008 [24], поэтому относиться к полу-
ченным результатам надо с определенной долей осто-
рожности.

Цель исследования – оценить значение качествен-
ного и количественного определения химерного транс-
крипта ETV6-RUNX1 на разных этапах терапии у детей 
с ОЛЛ из B-линейных предшественников (ВП-ОЛЛ), 
получающих лечение по протоколу ALL-MB-2008.

Материалы и методы
В  данное  моноцентровое  исследование  были 

включены 166 пациентов с ВП-ОЛЛ, получавших те-
рапию по протоколу ALL-MB-2008 в отделении дет-
ской онкологии и гематологии Областной детской 
клинической больницы № 1 (Екатеринбург) с апреля 
2008 г. по октябрь 2014 г. В группе исследования было 
78 (46,2 %) девочек и 91 (53,8 %) мальчик в возрасте 
от 1,3 года до 16 лет (медиана возраста 3,15 года). Ме-
диана времени наблюдения составила 5,2 года. Исходя 
из критериев стратификации протокола ALL-MB-2008 
[24]  в  группу  стандартного  риска  были  включены 
76 (45,7 %) больных, в группу промежуточного риска – 
77 (46,4 %), в группу высокого риска – 13 (7,8 %).

Диагноз ОЛЛ устанавливали на основании стан-
дартных морфологических показателей [25] и данных 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иммунофенотипирования согласно критериям клас-
сификации  Европейской  группы  по  иммунологиче-
ской  характеристике  лейкозов  (European  Group  for 
the Immunological Characterization of Leukemias, EGIL) 
[26, 27]. При цитогенетическом исследовании приме-
няли краткосрочное культивирование клеток в течение 
24 ч. Дифференциальную окраску хромосом на G-по-
лосы проводили красителем Гимза после предваритель-
ной обработки препаратов трипсином. В большинстве 
случаев анализировали не менее 11 метафазных плас-
тинок.  Анализ  хромосом  выполняли  в  соответствии 
с международной номенклатурой хромосом человека, 
принятой на момент выполнения стандартного цито-
генетического  исследования  [28–30].  В  ходе  данной 
работы все кариотипы были повторно оценены с учетом 
рекомендаций  International  System  for  Human  Cyto-
genetic Nomenclature (ISCN 2016) [31]. У 3 (1,8 %) де-
тей с ОЛЛ диагностирована болезнь Дауна. 22 паци-
ентам  дополнительно  проведено  исследование 
методом  флуоресцентной  гибридизации  in situ  с  ис-
пользованием  зондов  Vysis  LSI  ETV6(TEL)/RUNX1 
(AML1)  ES  Dual  Color  Translocation  Probe  (Abbott 
Molecular, США) (n = 10) и XL t(12;21) ETV6/RUNX1 
(Meta systems, Германия) (n = 12).

Наличие  МОБ  определяли  методом  проточной 
цитометрии по методике, описанной ранее [16, 32–34], 
с выделением групп риска на основании данных оцен-
ки на 15, 36 и 85-й дни (а для группы высокого риска – 
после 1-го блока интенсификации) [16]. Оценка МОБ 
на 15-й день выполнена 163 пациентам, на 36-й день – 
166, а на 85-й день – 161.

При определении химерного транскрипта ETV6-
RUNX1 лейкоциты и бластные клетки выделяли из кост-
ного  мозга  путем  лизиса  в  0,84 %  растворе  хлорида 
аммония, после чего проводили подсчет ядросодержа-
щих клеток на гематологическом анализаторе KX-21 
(Sysmex, Япония). В работу брали 5 × 106 ядросодер-
жащих  клеток.  Для  выделения  РНК  использовали 
TRIreagent (Molecular Research Center, США) в коли-
честве  1,0  мл  согласно  инструкции  производителя. 
Полученную РНК обрабатывали ДНКазой I (Thermo 
Fischer Scientific, Латвия) согласно инструкции про-
изводителя. Качество выделенной РНК исследовали 
с  использованием  микроструйных  чипов  RNA  6000 
Nano LabChip (Caliper Technologies, США) на биоана-
лизаторе Agilent 2100 (Agilent, Германия). В дальнейшую 
работу  брались  образцы  с  показателем  целостности 
РНК  более  4,2,  который  достаточен  для  получения 
достоверных результатов в ходе ПЦР [35]. Концентра-
цию полученной РНК определяли спектрофотометри-
чески, после чего 1 мкг РНК переводили в комплемен-
тарную ДНК в ходе реакции обратной транскрипции, 
которая проходила при 37 °С в течение 60 мин с ис-
пользованием реактива MML–V обратной транскрип-
тазы (Promega, Германия) и смеси случайных нонаме-
ров  (ДНК-синтез,  Россия).  Гнездную  ОТ-ПЦР 
проводили  в  объеме  20  мкл  в  2  этапа.  На  1-м  этапе 

гнездной  ОТ-ПЦР  брали  комплементарную  ДНК 
в количестве, эквивалентном 100 нг РНК, на 2-м этапе 
в ПЦР-смесь вносили 1 мкл ПЦР-продукта, получен-
ного на 1-м этапе. Для проведения ПЦР использовали 
реагент «ДиаТак-полимераза» (ФГУН «Центральный 
НИИ  эпидемиологии»  Роспотребнадзора)  и  ампли-
фикатор  «GeneAmp  PCR  system  9700  Gold»  (Applied 
Biosystems, Сингапур). Конечная концентрация ионов 
магния в ПЦР-реакции составляла 3 ммоль/л. Темпе-
ратурные  условия  ПЦР  и  нуклеотидные  последова-
тельности праймеров для выявления химерного транс-
крипта ETV6-RUNX1 в ходе гнездной ПЦР были взяты 
из работы J. Harbott и соавт. [36]. Детекцию проводили 
методом горизонтального электрофореза в 2 % агароз-
ном геле. Верификацию выявленных ПЦР-продуктов 
выполняли  с  помощью  прямого  секвенирования  на 
генетическом анализаторе «ABI Prism 3130» (Applied 
Biosystems, Япония) с использованием набора «BigDye 
Terminator 3.1» (Applied Biosystems, США) и праймеров 
из  2-го  этапа  гнездной  ОТ-ПЦР.  Чувствительность 
гнездной ОТ-ПЦР, которую оценивали методом лими-
тирующих разведений клеточной культуры REH, со-
ставила 5 × 10–5. Для исключения ложно-негативных 
результатов  во  всех  образцах  определялось  наличие 
ПЦР-фрагмента транскрипта нормального гена ABL1 
в ходе ОТ-ПЦР, идентичной гнездной ОТ-ПЦР на 1-м 
этапе.

Пациенты,  у  которых  в  ходе  гнездной  ОТ-ПЦР 
в момент установления диагноза был выявлен химерный 
транскрипт ETV6-RUNX1, обследованы также методом 
ПЦР-РВ  согласно  рекомендациям  международного 
проекта «Европа против рака» [37, 38]. Нуклеотидная 
последовательность праймеров, флуоресцентных зон-
дов  и  температурные  условия  ПЦР-РВ  приведены 
в табл. 1. Чувствительность ПЦР-РВ составила 1 × 10–4. 
В качестве позитивного контроля применяли клеточ-
ную культуру REH, калибровочных стандартов – плаз-
миды, несущие фрагменты транскриптов ETV6-RUNX1 
и ABL1  (оба Qiagen, Франция). Для анализа брались 
образцы,  в  которых  экспрессия  нормального  гена 
ABL1 превышала 10 тыс. копий [39]. Для количествен-
ной  оценки  величины  МОБ  на  основании  данных, 
полученных в ходе ПЦР-РВ, использовалось отноше-
ние количества копий химерного транскрипта ETV6-
RUNX1 и нормального транскрипта ABL1 в процентах 
в  конкретной  точке  наблюдения  (ТН),  включая  мо-
мент установления диагноза.

Образцы костного мозга были исследованы в мо-
мент установления диагноза, а также в ТН, предусмот-
ренных  протоколом  терапии  для  оценки  морфоло-
гического  статуса  костного  мозга:  ТН

1 
–  15-й  день 

индукционной терапии, ТН
2 
– 36-й день индукцион-

ной терапии, ТН
3 
– 85-й день для пациентов стандарт-

ной или промежуточной групп риска или после первого 
блока интенсификации для пациентов группы высоко-
го риска. При мониторинге МОБ во избежание случай-
ной  ошибки  все  образцы  во  всех  ТН  тестировались 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Фундаментальные исследования в практической медицине на современном этапе

Таблица 1. Праймеры, флуоресцентные зонды и условия проведения полимеразной цепной реакции (ПЦР) для выявления и количественного опре-
деления химерного транскрипта ETV6-RUNX1
Table 1. Primers, fluorescent probes and PCR conditions for qualitative and quantitative detection of ETV6-RUNX1 fusion gene transcripts

Тип ПЦР 
Type of PCR

Исследуемый 
транскрипт 

Detected fusion 
gene transcript

Прямой праймер 
Forward primer

Обратный праймер 
Reverse primer

Флуоресцентный зонд 
Fluorescent probe

Гнездная обратно- 
транскриптазная ПЦР: 
Nested reverse-transcriptase PCR:

1-й этап 
1st phase

ETV6-RUNX1

agccccatcatgcaccctctgatcc gtggtcggccagcacctccacc  – 

94 °С – 2 мин, 35 циклов: 94 °С 15 с – 64 °С 45 с – 72 °С 45 с, 72 °С – 6 мин 
94 °С – 2 min, 35 cycles: 94 °С 15 sec – 64°С 45 sec – 72 °С 45 sec, 72 °С – 6 min

2-й этап 
2nd phase

gcagaattccactccgtggatttcaa
acagtcc

aacgcctcgctcatcttgcctgggctc  – 

94 °С – 2 мин, 25 циклов: 94 °С 15 с – 60 °С 45 с – 72 °С 45 с, 72 °С – 6 мин 
94 °С – 2 min, 25 cycles: 94 °С 15 sec – 60 °С 45 sec – 72 °С 45 sec, 72 °С – 6 min

Одностадийная ПЦР 
One-step PCR

ABL1

cggccagtagcatctgactttg ccttggccatttttggtttgg  – 

94 °С – 2 мин, 35 циклов: 94 °С 15 с – 64 °С 45 с – 72 °С 45 с, 72 °С – 6 мин 
94 °С – 2 min, 35 cycles: 94 °С 15 sec – 64 °С 45 sec – 72 °С 45 sec, 72 °С – 6 min

ПЦР в режиме реального 
времени 
Real-time PCR

ETV6-RUNX1 ctctgtctccccgcctgaa cggctcgtgctggcat
HEX-tcccaatgggcatg

gcgtgc-BHQ1

ABL1 agctccgggtcttaggctat tagttgcttgggacccagcc
FAM-ccatttttg 

gtttgggcttcacaccatt-BHQ1

95 °С – 15 мин, 50 циклов: 95 °С 15 с – 60 °С 60 с 
95 °С – 15 min, 50 cycles: 95 °С 15 sec – 60 °С 60 sec

2  методами  –  гнездной  ОТ-ПЦР  и  ПЦР-РВ.  МОБ-
негативными считали образцы, в которых химерный 
транскрипт не был обнаружен в ходе как ОТ-ПЦР, так 
и ПЦР-РВ.

Для  статистической  обработки  данных  исполь-
зовали программное обеспечение XLSTAT 2016. При 
сравнении по качественным признакам использовали 
критерий χ2 с поправкой Йейтса, а при сопоставлении 
по количественным признакам – критерий Манна–
Уитни.  Для  выявления  пороговых  уровней  (ПУ)  от-
ношения ETV6-RUNX1/ABL1, которые с наибольшей 
диагностической эффективностью позволяют разде-
лять образцы пациентов с различными исходами те-
рапии,  был  использован  метод  характеристических 
кривых (receiver operator characteristic, ROC-кривых) 
[40, 41]. Для удобства практического применения по-
лученные  ПУ  приводили  к  ближайшим  значениям, 
кратным 10 %. Результаты терапии оценивали по кри-
вым бессобытийной выживаемости (БСВ), построен-
ным  по  методу  Каплана–Майера  [42].  При  расчете 
БСВ под событиями понимали рецидив, смерть вслед-
ствие любой причины как первое событие, выход из-
под наблюдения, развитие вторичной опухоли. Стан-
дартную ошибку рассчитывали по формуле Гринвуда. 
Также  оценивали  кумулятивную  частоту  развития 
рецидива (КЧР) [43]. Для сравнения кривых использо-
вали непараметрические критерии: для БСВ – log-rank 
(логарифмический ранговый тест), для КЧР – Грея. Все 
различия считали статистически значимыми при р <0,05.

Результаты
Химерный  транскрипт  ETV6-RUNX1 выявлен 

у 34 (20,5 %) из 166 обследованных пациентов с ВП-ОЛЛ 
при проведении гнездной ОТ-ПЦР и ПЦР-РВ во время 
установления диагноза. Несмотря на разницу в чувст-
вительности  гнездной  ОТ-ПЦР  и  ПЦР-РВ  (5  ×  10–5  
и 1 × 10–4 соответственно), нами не выявлено дискор-
дантных результатов между этими методами ни в мо-
мент установления диагноза, ни при мониторинге МОБ. 
При сравнении инициальных характеристик пациентов 
и показателей ответа на терапию на 8, 15 и 36-й дни 
терапии не зафиксировано статистически достоверной 
разницы между пациентами с наличием t(12;21)(p13;q22)/ 
ETV6-RUNX1 и без нее (табл. 2).

В ТН
1
 (на 15-й день терапии) из 33 обследованных 

9  (27,3 %)  пациентов  с  наличием  химерного  транс-
крипта  ETV6-RUNX1 достигли  МОБ-негативности. 
К окончанию индукционной терапии (в ТН

2
 – на 36-й 

день)  уже  22  (64,7 %)  из  34  пациентов  находились 
в молекулярной ремиссии. В ТН

3
 (на 85-й день) доля 

МОБ-негативных пациентов возросла до 85,3 % (29 из 
34  больных).  Мы  последовательно  проанализировали 
прогностическое значение определения МОБ в качест-
венном формате в 3 последовательных ТН (рис. 1). Ре-
зультаты  оп ределения  МОБ  в  ТН

2
  и  ТН

3
  приводили 

к разделению пациентов на группы с различным про-
гнозом, в то время как качественное выявление химер-
ного транскрипта ETV6-RUNX1 в ТН

1
 не дало стати-

стически достоверных различий.
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Фундаментальные исследования в практической медицине на современном этапе

Таблица 2. Инициальные показатели и ответ на терапию пациентов с острым лимфобластным лейкозом из В-линейных предшественников 
в зависимости от наличия или отсутствия транслокации t(12;21)(p13;q22) / ETV6-RUNX1

Table 2. Initial parameters and treatment response criteria in B-cell precursor acute lymphoblastic leukemia based on presence or absence of translocation 
t(12;21)(p13;q22) / ETV6-RUNX1

Показатель 
Parameter

Число больных с транслокацией t(12;21)(p13;q22) / 
ETV6-RUNX1 и без нее, абс. (%) 

Number of patients with translocation t(12;21)(p13;q22) / 
ETV6-RUNX1 and without it, abs. (%) p

наличие, n = 34 
presence, n = 34

отсутствие, n = 132 
absence n = 132

Медиана возраста, годы (диапазон) 
Median age, years (range) 

3 (2–10)  3 (1,1–16,0)  0,443

Мальчики/девочки 
Boys/girls

18 (52,9) / 16 (47,1)  71 (53,8) / 61 (46,2)  0,917

Группа риска (по протоколу ALL-MB-2008): 
Risk group (Protocol ALL-MB-2008):

стандартная, n = 76 
standard, n = 76
промежуточная, n = 77 
intermediate, n = 77
высокая, n = 13 
high, n = 13

18 (52,9) 

15 (44,1) 

1 (2,9) 

58 (43,9) 

62 (47,0) 

12 (9,1) 

0,447

Инициальный лейкоцитоз более 30 × 109/л 
Initial WBC count >30 × 109/l

7 (20,6)  32 (24,2)  0,825

Размер селезенки ≥4 см ниже реберной дуги 
Spleen size ≥4 sm below coastal edge

10 (29,4)  56 (42,4)  0,236

Выявление бластов в ЦНС (ЦНС2- и ЦНС3-статусы)* 
Detection of blast cells in the CNS (CNS2- and CNS3-status)* 

5 (14,7)  24 (18,2)  0,824

Более 1000 бластов в 1 мкл периферической крови 
на 8-й день терапии 
More than 1000 blast cells in 1 microliter of peripheral blood  
at day 8 of remission induction

1 (2,9)  5 (3,8)  0,780

М3 статус костного мозга на 15-й день терапии 
M3 status of bone marrow at day 15 of induction remission

1 (2,9)  13 (9,8)  0,344

Отсутствие ремиссии на 36-й день терапии 
Not achieved remission at the end of induction (day 36) 

 –  6 (4,5)  0,453

МОБ на 15-й день терапии: 
Flow-MRD at day 15 of induction remission:

<0,1 %
0,1–10 %
≥10 %

14 (41,1) 
15 (44,1) 

3 (8,8) 

49 (37,4) 
63 (48,1) 
19 (14,5) 

0,707

МОБ на 36-й день терапии: 
Flow-MRD at day 36 of treatment:

<0,1 %
≥0,1 %

30 (88,2) 
4 (11,8) 

110 (83,3) 
22 (16,7)  0,662

МОБ на 85-й день терапии: 
Flow-MRD at day 85 of treatment:

<0,01 %
≥0,01 %

31 (91,2) 
3 (8,8) 

116 (90,6) 
12 (9,4)  0,815

*Выявление бластов в спинномозговой жидкости после центрифугирования при клеточности менее 10 кл/мкл (статус ЦНС2) 
и более 10 кл/мкл (статус ЦНС3) и нетравматичной люмбальной пункции. ЦНС – центральная нервная система. 
*Identification of blasts cells in the cerebrospinal fluid after centrifugation with cellularity less than 10 cells/µl (CNS2) and more than 10 cells/µl (CNS3) 
and non-traumatic lumbar puncture. CNS – central nervous system.
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Фундаментальные исследования в практической медицине на современном этапе

Рис. 1. Прогностическое значение качественного определения химерного транскрипта ETV6-RUNX1 у t(12;21)-позитивных пациентов (n = 34) 
с острым лимфобластным лейкозом из B-линейных предшественников. Для каждой точки наблюдения (ТН) определены бессобытийная выжива-
емость (БСВ) и кумулятивная частота развития рецидивов (КЧР): а, б, в – соответственно ТН

1 
, ТН

2 
, ТН

3
 на 15, 36, 85-й день лечения. МОБ+ 

и МОБ– – минимальная остаточная болезнь с позитивным и негативным статусом соответственно
Fig. 1. Prognostic significance of ETV6-RUNX1 qualitative detection in t(12;21)-positive BCP-ALL patients (n = 34). For each time-point (TP) event-free 
survival (EFS) (upper row) and cumulative incidence of relapse (CIR) (lower row) were calculated: a, б, в, respectively ТН

1 
, ТН

2 
, ТН

3
 on the days 15, 36, 85. 

MRD+ and MRD– – minimal residual disease with positive and negative status respectively
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0
p (log-rank) = 0,194

0       1       2       3       4        5       6       7       8

          p (Грей) = 0,189 /  
      p (Gray’s test) = 0.189

0       1       2       3       4        5       6       7       8

p (log-rank) = 0,005

0       1       2       3       4        5       6       7       8

p (Грей) = 0,006 / 
 p (Gray’s test) = 0.006

0       1       2       3       4        5       6       7       8

p (log-rank) = 0,001

0       1       2       3       4        5       6       7       8

p (Грей) = 0,001 /  
p (Gray’s test) = 0.001

0       1       2       3       4        5       6       7       8

Время наблюдения, годы / Observation time, years
   МОБ–: БСВ 1,00; n = 9; 0 событий /  

MRD–: EFS 1.00; n = 9; 0 events
   МОБ+: БСВ 0,70 ± 0,16; n = 25; 4 события /  

MRD+: EFS 0.70 ± 0.16; n = 25; 4 events

Время наблюдения, годы / Observation time, years
   МОБ–: БСВ 1,00; n = 22, 0 событий /  

MRD–: EFS 1.00; n = 22; 0 events
   МОБ+: БСВ 0,49 ± 0,21; n = 25; 4 события / 

MRD+: EFS 0.49 ± 0.21; n = 25; 4 events

Время наблюдения, годы / Observation time, years
   МОБ–: БСВ 0,86 ± 0,13; n = 29; 1 событие /  

MRD–: EFS 0.86 ± 0.13; n = 29; 1 event
   МОБ+: БСВ 0,40 ± 0,22; n = 5; 3 события /  

MRD+: EFS 0.40 ± 0.22; n = 5; 3 events

Время наблюдения, годы / Observation time, years
   МОБ–: КЧР 0,00; n = 9; 0 рецидивов /  

MRD–: CIR 0.00; n = 9; 0 relapses
   МОБ+: КЧР 0,30 ± 0,17; n = 25; 4 рецидива / 

MRD+: CIR 0.30 ± 0.17; n = 25; 4 relapses

Время наблюдения, годы / Observation time, years
   МОБ–: КЧР 0,00; n = 22,  0 рецидивов /  

MRD–: CIR 0.00; n = 22; 0 relapses
   МОБ+: КЧР 0,51 ± 0,22, n = 12; 4 рецидива / 

MRD+: CIR 0.51 ± 0.22; n = 12; 4 relapses

Время наблюдения, годы / Observation time, years
   МОБ–: КЧР 0,14 ± 0,13; n =29; 1 рецидив / 

MRD–: CIR 0.14 ± 0.13; n = 29; 1 relapse
   МОБ+: КЧР 0,61 ± 0,17; n =5; 3 рецидива / 

MRD+: CIR 0.61 ± 0.17; n = 5; 3 relapses

а б в

Для выявления ПУ отношения ETV6-RUNX1/ABL1, 
которые  с  наибольшей  эффективностью  позволяют 
разделять пациентов с разными исходами терапии, был 
выполнен ROC-анализ для ТН

1 
– ТН

3
, а также во время 

установления диагноза (ТН
0
). Он проведен 30 пациен-

там, у которых имелись данные о количестве копий 
ETV6-RUNX1 и  ABL1  в  каждой  из  ТН.  Практически 
применимые  ПУ  составили  500,0;  1,0;  0,1  и  0,01 % 
для ТН

0
, ТН

1
, ТН

2
 и ТН

3
 соответственно (рис. 2). БСВ 

и КЧР для групп пациентов, выделенных в соответст-
вии с этими ПУ в ТН

0 
– ТН

3
, представлены на рис. 3. 

Для всех 4 ТН результаты оказались высокодостовер-
ными.  Инициальная  гиперэкспрессия  ETV6-RUNX1 
(ETV6-RUNX1/ABL1 ≥500,0 %) сопровождалась замед-
ленным клиренсом бластных клеток: прогностически 
неблагоприятный уровень МОБ сохраняли 4 паци ента 
из 5 в ТН

1
, а 3 – в ТН

2
 и ТН

3
. У 3 последних пациентов 

в дальнейшем развились рецидивы. Среди 8 пациентов 
с высоким уровнем МОБ в ТН

1
 у 5 определялась МОБ 

более 0,1 % в ТН
2
. Все 4 рецидива были зафиксирова-

ны именно у этих больных.
Данные ПЦР-РВ, полученные в ТН

1 
– ТН

3
, были 

сопоставлены с результатами определения МОБ мето-
дом проточной цитометрии в качественном и количе-

ственном форматах. Общая качественная сопостави-
мость результатов в 99 образцах составила 84,8 % (рис. 4). 
При  этом  она  была  несколько  ниже  в  ТН

2
  (76,5 %) 

по сравнению с ТН
1
 и ТН

3
 (83,9 и 94,1 % соответствен-

но). Интересно отметить, что 11 из 15 дискордантных 
образцов были негативны по данным ПЦР, но слабо-
позитивны по данным проточной цитометрии; меди-
ана МОБ в этих образцах составляла 0,003 % (диапазон 
0,001–0,013 %). К настоящему моменту ни у одного 
из пациентов, у которых были получены дискордант-
ные результаты как в сторону ПЦР-РВ, так и в сторо-
ну проточной цитометрии, рецидивов не наблюдалось.

При сравнении количественных результатов опре-
деления МОБ разными методами мы попарно сопо-
ставляли процентное соотношение ETV6-RUNX1/ABL1 
c процентом опухолевых клеток, выявленным при про-
ведении проточной цитометрии и рассчитанным от об-
щего количества исследованных ядросодержащих клеток 
в образце. Исследование было проведено в 95 образ-
цах, 40 из которых были негативны по данным обоих 
методов. Выявлена высокая степень корреляции меж-
ду количественными данными по определению МОБ 
методами ПЦР-РВ и проточной цитометрии (R2 = 0,953, 
p <0,0001) (рис. 5). Ранее нами было показано, что при 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Фундаментальные исследования в практической медицине на современном этапе

Рис. 3. Прогностическое значение отношения ETV6-RUNX1/ABL1 с учетом выявленных пороговых уровней (ПУ) для времени установления диаг-
ноза (точка наблюдения 0 – ТН

0 
) и 3 последовательных точек наблюдения (ТН

1 
– ТН

3 
), бессобытийная выживаемость (БСВ) и кумулятивная 

частота развития рецидивов (КЧР) для каждой ТН: а, б, в, г – соответственно ТН
0 
, ТН

1 
, ТН

2 
, ТН

3

Fig. 3. Prognostic significance of ETV6-RUNX1/ABL1 ratio based on identified threshold levels (TL) for diagnosis time (day 0 – ТP
0 
) and 3 consecutive 

time-points (TP
1
 – TP

3 
); event-free survival (EFS) (upper row) and cumulative incidence of relapse (CIR) (lower row) for each TP: а, б, в, г – ТP

0 
, ТP

1 
, 

ТP
2 
, ТP

3
  respectively

Рис. 2. Результаты ROC-анализа. ППК – площадь под кривой (показатель, отражающий достоверность полученного результата), ● – опти-
мальные пороговые уровни (ПУ), позволяющие с наибольшей эффективностью разделять пациентов с разными исходами терапии, ТН – точка 
наблюдения
Fig. 2. Results of ROC-curve analysis. AUC – area under curve (represent the reliability of the results), ● – optimal threshold level (TL), allowing the most 
effective stratification of patients with different therapy outcomes, TP – time point
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         Время наблюдения, годы /  

        Observation time, years

   <ПУ: БСВ 0,67 ± 0,27; n = 25; 1 событие /  
<TL: EFS 0.67± 0.27; n = 25; 1 event

   ≥ПУ: БСВ 0,40 ± 0,22; n  = 5; 3 события / 
≥TL: EFS 0.40 ± 0.22; n = 5; 3 events

Время наблюдения, годы /  
Observation time, years

   <ПУ: КЧР 0,33 ± 0,26, n = 25; 1 рецидив / 
<TL: CIR 0.33 ± 0.26, n = 25; 1 relapse

   ≥ПУ: КЧР 0,60 ± 0,21, n = 5; 4 рецидива / 
≥TL: CIR 0.60 ± 0.21, n = 5; 4 relapses

Время наблюдения, годы /  
Observation time, years

   <ПУ: КЧР 0,00; n = 23; 0 рецидивов / 
 <TL: CIR 0.00, n = 23; 0 relapses

   ≥ПУ: КЧР 0,70 ± 0,23; n = 5; 4 рецидива / 
≥TL: CIR 0.70 ± 0.23, n = 5; 4 relapses

Время наблюдения, годы /  
Observation time, years

   <ПУ: КЧР 0,00; n = 28; 0 рецидивов /  
<TL: CIR 0.00, n = 28; 0 relapses

   ≥ПУ: КЧР 1,00; n = 5; 4 рецидива /  
≥TL: CIR 1.00, n = 5; 4 relapses

Время наблюдения, годы /  
Observation time, years

   <ПУ: КЧР 0,14 ± 0,13; n = 29; 1 рецидив /  
<TL: CIR 0.14 ± 0.13, n = 29; 1 relapse

   ≥ПУ: КЧР 0,75 ± 0,21; n = 4; 4 рецидива / 
≥TL: CIR 0.75 ± 0.21, n = 4; 4 relapses

            Время наблюдения, годы /  
                    Observation time, years

   <ПУ: БСВ 1,00; n = 23; 0 событий /  
<TL: EFS 1.00; n = 23; 0 events

   ≥ПУ: БСВ 0,30 ± 0,23; n = 8; 4 события /  
≥TL: EFS 0.30 ± 0.23; n = 8; 4 events

      Время наблюдения, годы /  
      Observation time, years

   <ПУ: БСВ 1,00; n = 28; 0 событий /  
<TL: EFS 1.00; n = 28; 0 events

   ≥ПУ: БСВ 0,00; n = 5; 4 события /  
≥TL: EFS 0.00; n = 5; 4 events

      Время наблюдения, годы /  
           Observation time, years

   <ПУ: БСВ 0,85 ± 0,13; n = 29; 1 событие /  
<TL: EFS 0.85 ± 0.13; n = 29; 1 event

   ≥ПУ: БСВ 0,25  ± 0,22; n = 4; 3 события /  
≥TL: EFS 0.25 ± 0.22; n = 4; 3 events

а б в г
ТН0 (ПУ 500 %) /  

TP0 (TL 500%)

p (log-rank) = 0,002

ТН1 (ПУ 1 %) / TP1 (TL 1%)

p (log-rank) = 0,001

ТН2 (ПУ 0,1 %) / TP2 (TL 0.1%)

p (log-rank) <0,001

ТН3 (ПУ 0,01 %) / TP3 (TL 0.01%)

p (log-rank) <0,001

p (Грей) = 0,003 /  
p (Gray’s test) = 0.003

p (Грей) = 0,001 /  
p (Gray’s test) = 0.001

p (Грей) <0,001 /  
p (Gray’s test) <0.001

p (Грей) <0,001 /  
p (Gray’s test) <0.001

   ETV6-RUNX1/ABL ≥ПУ / ETV6-RUNX1/ABL ≥TL
   ETV6-RUNX1/ABL <ПУ / ETV6-RUNX1/ABL <TL

ETV6-RUNX1-позитивных ОЛЛ для результатов опреде-
ления МОБ проточной цитометрией в ТН

1
 и ТН

2
 прогно-

стически значимыми также являются ПУ в 1,0 и 0,1 % 

соответственно [16]. В табл. 3 (см. на с. 22) показано, что 
оба метода при использовании одинаковых ПУ позволя-
ют выделять в целом одинаковые группы пациентов.

ППК 0,98 /  
AUC 0.98
ПУ 0,18 /  
TL 0,18
p <0,001

ППК 0,87 /  
AUC 0.87
ПУ 0,04 /  
TL 0,04
p <0,005
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Обсуждение
Нами установлено, что инициальная гиперэкс-

прессия ETV6-RUNX1 предопределяет неблагопри-
ятный  прогноз  t(12;21)-позитивного  ОЛЛ  у  детей. 
В работе W. Stams и соавт. также было показано, что 

у пациентов с транслокацией t(12;21)(p13;q22) высокий 
уровень экспрессии нормального RUNX1, химерного 
ETV6-RUNX1 и реципрокного  RUNX1-ETV6 транс-
криптов были  ассоциированы  с  плохим  прогнозом. 
Интересно отметить, что этот эффект не был связан 

Рис. 4. Качественное сопоставление выявления ETV6-RUNX1 и минимальной остаточной болезни методом проточной цитометрии в 3 последо-
вательных точках наблюдения (ТН): а – все образцы (n = 99), б – ТН

1
 на 15-й день лечения, в – ТН

2
 на 36-й день лечения, г – ТН

3
 на 85-й день 

лечения. ОТ-ПЦР – обратно-транскриптазная полимеразная цепная реакция
Fig. 4. Qualitative concordance of ETV6-RUNX1 detection and flow-cytometric minimal residual disease in 3 consecutive time-points (TP): а – all samples 
(n = 99); б – TP

1
 – day 15 of remission induction; в – TP

2
 – day 36 of remission induction; г – TP

3
 – day 85 of treatment. RT-PCR – reverse transcriptase 

polymerase chain reaction
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Not detected

Обнаружено / 
Detected

Не обнаружено / 
Not detected
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Detected

Не обнаружено / 
Not detected

Обнаружено / 
Detected

Все образцы (n = 99) /  
All samples (n = 99)

ТН1 (n = 31) / TP1 (n = 31) ТН2 (n = 34) / TP2 (n = 34) ТН3 (n = 34) / TP3 (n = 34)

Проточная цитометрия / Flow cytometry

Сопоставимость 84,8 % / 
Concordance 84.8%

Сопоставимость 83,9 % / 
Concordance 83.9%

Сопоставимость 76,5 % / 
Concordance 76.5%

Сопоставимость 94,1 % / 
Concordance 94.1%

а б в г

Рис. 5. Количественное сравнение результатов определения минимальной остаточной болезни (МОБ) методом проточной цитометрии и отно-
шения ETV6-RUNX1/ABL1, определенного в ходе полимеразной цепной реакции в режиме реального времени
Fig. 5. Quantitative concordance of minimal residual disease (MRD) by multicolor flow cytometry and ETV6-RUNX1/ABL1 ratio revealed by real-time 
quantitative PCR
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с  резистентностью  к  преднизолону,  винкристину 
и L-аспарагиназе – стандартным препаратам для ле-
чения ОЛЛ [17].

Использование качественной ОТ-ПЦР, обнаружи-
вающей наличие химерного транскрипта ETV6-RUNX1 
для оценки МОБ, началось в середине 1990-х годов, 
почти сразу же после описания методики ПЦР-диаг-
ностики  данной  генетической  аберрации  [44,  45]. 
K. Seeger и соавт. не смогли выявить прогностическую 
роль различной скорости клиренса ETV6-RUNX1 у па-
циентов с первичным ОЛЛ, получавших терапию по 
протоколу ALL-BFM-95, в отличие от пациентов с ре-
цидивом  ОЛЛ,  лечившихся  по  протоколу  ALL-REZ 
BFM-96 [20]. Также отсутствие взаимосвязи между про-
гнозом и количеством химерного транскрипта ETV6-
RUNX1 на момент окончания индукционной терапии 
(день  33)  по  протоколам  58881  и  58951  Европейской 
организации по изучению и лечению рака (European Or-
ganization for Research and Treatment of Cancer, EORTC) 
было зафиксировано в исследовании S. Drunat и соавт. 
[19].  Противоположные  данные  были  получены 
J.  Madzo  и  соавт.  на  относительно  большой  группе 
детей с t (12;21)-позитивным ОЛЛ (n = 57), получав-
ших терапию по протоколу ALL-BFM-95: сохранение 
МОБ на 33-й день было связано с повышенной веро-
ятностью рецидива ОЛЛ [22]. Схожие результаты были 
описаны J. Lee и соавт: выявление химерного транс-
крипта ETV6-RUNX1 по окончании индукции ремис-

сии являлось независимым прогностическим факто-
ром,  ведущим  к  снижению  бессобытийной  и  общей 
выживаемости [13].

В  нашем  исследовании  качественное  выявление 
химерного транскрипта ETV6-RUNX1 имело прогно-
стическое значение только при определении на 36-й 
и 85-й дни терапии, но не на 15-й день. В то же время 
9 МОБ-негативных в ТН

1
 пациентов безусловно пред-

ставляют собой группу с наилучшим ответом на тера-
пию и являются возможными кандидатами на сниже-
ние интенсивности или продолжительности лечения 
в будущем. ТН

2
 и ТН

3
 оказались более предпочтитель-

ными  для  выявления  пациентов  с  высоким  риском 
развития рецидива с помощью качественной ОТ-ПЦР. 
Тем не менее более точные результаты были получены 
при  исследовании  МОБ  методом  количественной 
ПЦР-РВ. Определенные с помощью ROC-анализа ПУ 
позволили  очень  точно  выделить  группы  пациентов 
с плохим прогнозом во всех 3 ТН. Однако если в груп-
пе высокого риска, сформированной по результатам 
выявления МОБ в ТН

1
, рецидивировали 50 % паци-

ентов, то при определении такой группы по данным 
ТН

2
 рецидивы были зафиксированы уже в 80 % случа-

ев. Кроме того, не было ни одного пациента с высоким 
уровнем МОБ в ТН

2
, кто не был бы отнесен к группе 

с плохим прогнозом в ТН
1
. Таким образом, определе-

ние МОБ на момент окончания индукционной терапии 
позволило  максимально  уточнить  группу  высокого 

Таблица 3. Сравнение результатов количественной полимеразной цепной реакции в режиме реального времени (ПЦР-РВ) и проточной цитоме-
трии для выделения групп пациентов с различным риском развития рецидива на 15-й и 36-й дни индукционной терапии

Table 3. Comparison of results of real time quantitative polymerase chain reaction (RQ-PCR) and flow cytometry for identification patients’ groups with 
various risk of relapse on days 15 and 36 of remission induction

Значение транскрипта при исследовании 
методом ПЦР-РВ 

Transcript value in the RQ-PCR assay

Число больных (количество рецидивов) 
Number of patients (number of relapses) 

Проточная цитометрия 
Flow cytometry Итого 

TotalМОБ <1 % 
MRD <1.0 %

МОБ ≥1 % 
MRD ≥1.0 %

День 15-й 
Day 15

ETV6-RUNX1/ABL1 <1 % 20 (0)  1 (0)  21 (0) 

ETV6-RUNX1/ABL1 ≥1 % 3 (1)  5 (3)  8 (4) 

Итого 
Total

23 (1) 6 (3) 29 (4) 

День 36-й 
Day 36

ETV6-RUNX1/ABL1 <0,1 %

МОБ <0,1 % МОБ ≥0,1 %

28 (0) 28 (0)  0 (0) 

ETV6-RUNX1/ABL1 ≥0,1 % 2 (1)  3 (3)  5 (4) 

Итого 
Total

30 (1) 3 (3) 33 (4) 
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риска, избежав избыточного включения в нее пациен-
тов  с  медленным  клиренсом  опухолевых  клеток 
по данным, полученным в ТН

1
. В то же время, если 

для  выделения  группы  детей  с  плохим  прогнозом 
предпочтительнее использовать результаты определе-
ния МОБ в ТН

1
, то для выявления пациентов с хоро-

шим  ответом  на  терапию,  наоборот,  более  подходит 
день  15-й  [16].  Эта  задача  крайне  актуальна  именно 
при ETV6-RUNX1-позитивном ОЛЛ, так как традици-
онно наличие данной генетической аберрации счита-
ется благоприятным фактором риска и именно в этой 
группе  пациентов  в  перспективе  может  оказаться 
обоснованным снижение интенсивности или продол-
жительности химиотерапии. Последнее с успехом было 
предпринято японскими исследователями при лече-
нии по протоколу TCCSG L92–13, в рамках которого 
БСВ у пациентов с наличием ETV6-RUNX1, достиг-
ших клинико-гематологической ремиссии, составля-
ла 93,8 ± 6,1 % [46].

Сравнительный анализ определения МОБ различ-
ными  методами  выполнялся  неоднократно,  и  чаще 
всего это делалось для сопоставления данных проточ-
ной цитометрии и определения индивидуальных пе-
рестроек Ig/TCR  [47–53]. Сравнение метода выявле-
ния химерных транскриптов [23, 54–56] или химерных 
генов  [57]  с  1  из  2  упомянутых  методов  проводится 
значительно реже. Так, T. Taube и соавт. выявили кон-
кордантные результаты количественного определения 
химерного транскрипта ETV6-RUNX1 и индивидуаль-
ных перестроек Ig/TCR в 34 из 36 образцов от детей 

с рецидивом ОЛЛ [23]. В 2 дискордантных образцах 
(5,5 %) величина МОБ, определенная по данным ин-
дивидуальных перестроек Ig/TCR, была значительно 
выше,  чем  по  результатам  мониторинга  химерного 
транскрипта ETV6-RUNX1, несмотря на сопоставимую 
чувствительность обоих тестов. Схожие результаты 
получены также E. Fronkova и соавт. Они выявили вы-
сокую корреляцию между этими методами (R2 = 0,903) 
при  прямом  количественном  сравнении  [54].  Также 
авторами было показано, что только 8 из 117 образцов 
(6,8 %) различались между собой более чем в 10 раз, 
причем  эта  тенденция  чаще  всего  проявлялась  тем, 
что результаты определения ETV6-RUNX1 были ниже 
по  сравнению  с  Ig/TCR. Это  несколько  расходится 
с нашими данными, опубликованными ранее и сви-
детельствующими о более высокой частоте обнаруже-
ния химерных транскриптов в РНК, нежели при под-
ходах,  основанных  на  мониторинге  химерных  генов 
в геномной ДНК для выявления МОБ. Однако необ-
ходимо  отметить,  что  проведенное  нами  сравнение 
касалось перестроек гена MLL [58].

Также хорошо сопоставимые результаты получены 
в  работе  S.  Alm  и  соавт.  при  сравнении  количества 
химерного транскрипта ETV6-RUNX1 и МОБ, опреде-
ляемой  методом  проточной  цитометрии.  Однако 
в  этом  исследовании  процент  опухолевых  клеток, 
выявленный методом проточной цитометрии, сравни-
вался с частным от деления ETV6-RUNX1 / нормаль-
ный ген в каждой из ТН к этой же величине в момент 
установления диагноза (ТН

0
) [55]. Нам представляется 

Таблица 4. Различный подход к определению минимальной остаточной болезни

Table 4. Various approaches for the minimal residual disease detection

Метод 
Method

Способ 
Method

Определение клональных перестроек 
генов Ig/TCR 
Detection of clonal Ig/TCR rearrangements

Логарифмическое снижение количества ДНК из клеток, имеющих клоноспеци-
фические перестройки генов Ig/TCR, относительно ДНК из исходной опухоле-

вой популяции 
Log10 decline of DNA isolated from cells, carrying clonal Ig/TCR rearrangements, in relation 

to DNA from an initial blast cells population

Определение химерных генов 
Detection of fusion genes in DNA

Логарифмическое снижение количества ДНК из клеток, несущих химерный 
ген, относительно ДНК из исходной опухолевой популяции 

Log10 decline of DNA isolated from cells, carrying fusion gene in relation to DNA from an initial 
blast cells population

Определение химерных транскриптов 
(вариант 1) 
Detection of fusion gene transcripts in RNA 
(option 1) 

Отношение нормализованной экспрессии химерного гена в определенной точке 
наблюдения по отношению к инициально диагностированной 

Ratio of normalized expression of fusion gene transcript at a precise time-point in relation 
to initial the normalized expression

Определение химерных транскриптов 
(вариант 2) 
Detection of fusion gene transcripts in RNA 
(option 2) 

Отношение экспрессии химерного гена опухолевыми клетками к экспрессии 
нормального гена всеми клетками костного мозга на момент проведения 

исследования 
Ratio of fusion gene transcript expression in blast cells to expression of control gene from all 

nucleated cells at a precise time-point

Многоцветная проточная цитометрия 
Multicolor flow cytometry

Процентное содержание опухолевых клеток среди всех ядросодержащих клеток 
костного мозга на момент проведения исследования 

Percentage of blast cells out of all nucleated cells at a precise time-point
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Рис. 6. Пример совместного мониторинга минимальной остаточной болезни (МОБ) методами полимеразной цепной реакции в режиме реального 
времени (ПЦР-РВ) с определением значения ETV6-RUNX1/ABL1 и проточной цитометрии. ТКМ – трансплантация костного мозга, DLI – 
инфузия донорских лимфоцитов, F1, F2, FLAG, FLAM – химиотерапевтические блоки при лечении рецидива, ПТ – поддерживающая терапия
Fig. 6. Example of combined minimal residual disease (MRD) monitoring by real-time quantitative PCR (RT-PCR) with detection of ETV6-RUNX1/ABL1 
ratio and by multicolor flow cytometry. BMT – bone marrow transplantation, DLI – donor lymphocyte infusion, F1, F2, FLAG, FLAM – blocks of chemo-
therapy in the treatment of relapse, МТ – maintenance therapy 
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более логичным для сопоставления с данными про-
точной цитометрии применять в качестве величины 
МОБ отношение количества транскриптов химерного 
и нормального генов (табл. 4, вариант 2), так как такой 
способ расчета величины МОБ наиболее близок к ме-
тодике ее измерения иммунофенотипированием (см. 
табл. 4). Более того, полученный нами коэффициент 
корреляции  между  данными  ПЦР-РВ  и  проточной 
цитометрии  (R2  =  0,953)  практически  не  отличается 
от этого же показателя, если бы мы проводили расчет 
по методике S. Alm и соавт. (R2 = 0,964).

Принципиально важным является и то, что выяв-
ленные  нами  ранее  для  ETV6-RUNX1-позитивного 
ОЛЛ прогностически значимые уровни цитометриче-
ски определяемой МОБ как для ТН

1
, так и для ТН

2
 [16] 

оказались  идентичными  тем  ПУ,  которые  были 

получены в данном исследовании для количественной 
ПЦР-РВ. Кроме того, при длительном мониторинге 
МОБ параллельно 2 методами кинетика элиминации 
опухолевых клеток оказалась сходной (рис. 6). Полу-
ченная нами в данной работе высокая качественная 
и  количественная  сопоставимость  результатов  ПЦР 
и проточной цитометрии свидетельствует о валидно-
сти полученных результатов и минимизирует возмож-
ные случайные ошибки при анализе прогностическо-
го  значения  МОБ,  определяемой  методом  ПЦР-РВ 
как отношение ETV6-RUNX1/ABL1. Важно отметить, 
что методы как проточной цитометрии [16], так и вы-
явления химерных транскриптов [59] являются наи-
более воспроизводимыми и относительно недорогими 
для мониторинга МОБ, а идентичность прогностиче-
ски  значимых  ПУ  МОБ  для  обоих  методов  делает 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их наиболее удобными для совместного применения 
у пациентов с t(12;21).

Сравнение результатов с нашей собственной более 
ранней работой показало снижение сопоставимости 
качественного  определения  химерного  транскрипта 
ETV6-RUNX1 и  данных  проточной  цитометрии 
с 96,3 % [56] до 84,8 %. Возможно, отчасти это связано 
с  более  чем  3-кратным  увеличением  числа  исследо-
ванных t(12;21)-позитивных образцов.

Однако, несмотря на статистическую значимость 
полученных результатов, сложно делать однозначные 
выводы  о  прогностической  роли  выявления  МОБ 
по данным, полученным на относительно небольшой 
когорте  пациентов  в  моноцентровом  исследовании. 
Поэтому крайне актуальным является вопрос прове-
дения  стандартизации  определения  МОБ  данным 
методом  в  рамках  многоцентрового  исследования. 
Наиболее целесообразным представляется обследова-
ние  всех  ETV6-RUNX1-позитивных  пациентов  в  не-
скольких референсных лабораториях, использующих 
единые протокол анализа, условия проведения обрат-
ной транскрипции и ПЦР и контрольные материалы. 
При этом на 1-м этапе необходимо проведение срав-
нительного анализа результатов на разведениях кле-
точной  линии  REH,  затем  на  образцах  пациентов, 
после чего станет возможным перейти к мониторингу 
МОБ в многоцентровом формате. Ранее неоднократно 
было показано, что ETV6-RUNX1 представляет собой 
маркер,  экспрессия  которого  остается  стабильной 
не менее 48 ч c момента взятия биологического мате-

риала [20, 22, 23], что существенно облегчает исследо-
вание в многоцентровом режиме.

Заключение
Таким образом, в ходе проведенного нами анализа 

было показано, что определение количества химерно-
го транскрипта ETV6-RUNX1 на разных этапах терапии 
ВП-ОЛЛ  имеет  важное  прогностическое  значение. 
Гиперэкспрессия ETV6-RUNX1 при установлении ди-
агноза, а также величина МОБ, определяемая как от-
ношение  количества  копий  химерного  транскрипта 
ETV6-RUNX1 к транскрипту нормального гена ABL1, 
на 15-й и 36-й дни терапии по протоколу ALL-MB-2008 
являются  важными  факторами  риска,  влияющими 
на прогноз t(12;21)-позитивного ОЛЛ у детей. Также 
была показана хорошая качественная и количествен-
ная сопоставимость результатов определения МОБ при 
исследовании методом проточной цитомет рии и вы-
явления химерного транскрипта ETV6-RUNX1. Про-
гностически  значимые  уровни  МОБ  для  2  методов 
оказались идентичными. Поскольку включенные в дан-
ное исследование пациенты представляют собой часть 
группы многоцентрового исследования ALL-MB-2008, 
полученные результаты обязательно должны быть ва-
лидированы  в  проспективном  режиме  в  многоцент-
ровом  формате.  Дальнейшее  обсуждение  про гнос-
тичес кого значения результатов определения МОБ при 
t(12;21)-позитивном  ОЛЛ  у  детей  может  позволить 
включить данную технологию в си стему стратифика-
ции этих пациентов на группы риска в будущем.
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