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На основании собственных исследований (6 пациентов) и данных литературы (27 случаев) представлена клинико-лабораторная 

характеристика острых лейкозов с транслокацией t(1;11)(p32;q23)/MLL-EPS15. Установлено, что наиболее часто транслока-

ция t(1;11)(p32;q23) обнаруживается у детей первого года жизни (медиана возраста составляет 8 мес). При остром лимфоблас-

тном лейкозе лица мужского пола болеют реже (соотношение 1:3), при остром миелоидном лейкозе соотношение полов 1:1. 

Хромосомные аномалии, дополнительные к t(1;11)(p32;q23), выявлены в 38 % случаев. Наиболее часто зоной разрывов в ДНК гена 

EPS15 является интрон 1. Описано 4 типа химерных транскриптов MLL-EPS15. Создана и успешно применена комбинация прай-

меров, флуоресцентных зондов и плазмиды для мониторирования химерного транскрипта MLL-EPS15 методом полимеразной 

цепной реакции в режиме реального времени. Подобраны условия и проведен мониторинг минимальной остаточной болезни (МОБ) 

по индивидуальным точкам разрыва в геномной ДНК у пациентов с наличием химерного гена MLL-EPS15. Сравнение данных оп-

ределения МОБ в геномной ДНК и кДНК показало высокую качественную сопоставимость результатов (92 %).

Ключевые слова: острый лейкоз, дети первого года жизни, перестройки гена MLL, транслокация t(1;11)(p32;q23), химерный ген 

MLL-EPS15, минимальная остаточная болезнь
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3 We performed clinical and laboratory characterization of patients with rare translocation t(1;11)(p32;q23) leading to MLL-EPS15 fusion 

gene formation. Study cohort consisted of 33 primary acute leukemia (AL) cases including 6 newly diagnosed and 27 patients previously 

 described in literature. Among study group patients t(1;11)(p32;q23) was found most frequently in infant AL cases (median age 8 months). 

In acute lymphoblastic leukemia (ALL) male/female ratio was 1:3, in acute myeloid leukemia (AML) it was 1:1. Additional cytogenetic ab-

errations in 38 % of patients were revealed. The most frequent breakpoint position in EPS15 gene was intron 1. Four different types of MLL-

EPS15  fusion gene transcripts were detected. Primers-probe-plasmid combination for MLL-EPS15 fusion gene transcript monitoring by re-

al-time quantitative polymerase chain reaction (RQ-PCR) was developed and successfully applied. In 3 patients RQ-PCR was done on 

genomic DNA for absolute quantification of MLL-EPS15 fusion gene. High qualitative concordance rate (92 %) was noted between minimal 

residual disease data obtained in cDNA and genomic DNA for MLL-EPS15 fusion detection.

Key words: acute leukemia, infants, MLL rearrangements, translocation t(1;11)(p32;q23), MLL-EPS15 fusion gene, minimal residual disease

Введение

Перестройки 11q23/MLL встречаются примерно 

в 10 % всех случаев острого лимфобластного лейкоза 

(ОЛЛ) и в 3 % случаев острого миелоидного лейкоза 

(ОМЛ) [1, 2]. На сегодняшний день на молекулярном 

уровне охарактеризовано 64 различных перестройки 

хромосомного района 11q23 с участием гена MLL, 

встречающихся при острых лейкозах (ОЛ) и при мие-

лодиспластическом синдроме [3]. Наиболее частыми 

партнерами MLL являются гены AFF1 (AF4), MLLT3 

(AF9), MLLT1 (ENL), MLLT10 (AF10), MLLT4 (AF6), 

ELL, на долю которых суммарно приходится около 

85 % всех случаев MLL-позитивных ОЛ, как у детей, 

так и у взрослых. Среди оставшихся 15 % случаев наи-

более часто обнаруживается транслокация t(1;11)

(p32;q23) с образованием химерного гена MLL-EPS15, 

частота выявления которой составляет примерно 3 % 

от общего числа перестроек гена MLL [3, 4]. Данная 

транслокация встречается у детей и у взрослых как при 

de novo, так и при вторичных ОЛ [4–22]. Также описа-

ны 2 случая миелодиспластического син дрома с нали-

чием аберраций хромосомного района 1p32 у лиц, пе-

реживших атомную бомбардировку в Японии: в одном 

случае была выявлена делеция del(1)(p22p32), во втором 

транслокация t(1;11)(p32;q23) [23].

Ген EPS15 (AF1P, AF-1P, MLLT5), располагающий-

ся в хромосомном регионе 1р32, кодирует один из ре-

цепторов эпидермального фактора роста, отвечающий 

за эндоцитоз данного белка. Ген имеет протяженность 

165 т. н., состоит из 25 экзонов и кодирует белок, со-

стоящий из 896 аминокислот с молекулярным весом 

98  656 Да [24]. Транскрипция гена осуществляется в те-

ломерном направлении. Описано 10 транскриптных 

вариантов, образующихся вследствие альтернатив ного 

сплайсинга, однако только 4 из них кодируют белок [25]. 

У человека наиболее высокая экспрессия гена EPS15 

выявлена в Т- и В-лимфоцитах, моноцитах и лимфо-

бластах [26]. Белок EPS15, как участник сигнального 

пути рецептора эпидермального фактора роста (EGFR), 

регулирует рост и пролиферацию клеток. Структура 

белка EPS15 приведена на рис. 1.

Химерный ген MLL-EPS15 впервые описан O. Bernard 

et al. [13]. В основе образования данного химерного 

гена лежит реципрокная транслокация t(1;11)(p32;q23) 

(рис. 2). 

Известно, что существует 2 альтернативных меха-

низма активации онкогенного потенциала белка MLL 

[29, 30]. Первый, более универсальный механизм, свя-

зан с воздействием на мотив белка-партнера MLL раз-

личных внешних факторов, что ведет к последующему 

неконтролируемому синтезу белка. Данный механизм 

реализуется в том случае, если белок-партнер локали-

зуется в ядре клетки. Второй механизм, предложенный 

для MLL-EPS15 и ряда других химерных белков 

с участием MLL, локализующихся в цитоплазме, – 

двуспиральная олигомеризация функциональных до-

менов белка EPS15, приводящая к лейкозогенной 

трансформации белка MLL, что, в свою очередь, ведет 

к увеличенной способности клеток к самообновле-

нию. Было показано, что при ОЛ действие химерного 

белка опосредуется через гены семейства HOX [31–34], 

однако по отношению к ОЛЛ данная точка зрения раз-

деляется не всеми авторами [35].

В доступной нам литературе встретилось описание 

всего 25 случаев de novo ОЛ, а также 2 рецидивов ОЛ 

с наличием t(1;11)(p32;q23) [4–22]. Структура химер-

ного гена MLL-EPS15 была описана всего в 2 случаях, 

а структура химерного транскрипта – в 5. Целью 
 данной работы была клинико-лабораторная характе-

ристика пациентов с транслокацией t(1;11)(p32;q23)/

Рис. 1. Структура EPS15. В структуре данного белка выделяют: 1. Три N-концевых EPS15-гомологичных домена (EH1, EH2, EH3), которые 

необходимы для присоединения к цитоплазматической мембране путем взаимодействия с белками и прямого связывания с фосфолипидами; 2. Би-

спиральный домен (ССD), ответственный за гомо- и гетеродимеризацию; 3. Аспартат-пролин-фенилаланиновые повторы (DPF), которые могут 

связываться с α-субъединицей адапторного белка AP-2; С-концевой фрагмент представлен 4 убиквитин-связывающими мотивами (UIM), которые 

необходимы для убиквитинилирования EGFR [27, 28]

ЕН1                                  ЕН2                                      ЕН3                                               ССD                                                                    DPF                            UIM1         UIM2
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MLL-EPS15, а также разработка методики монитори-

рования минимальной остаточной болезни (МОБ) 

у пациентов с этой транслокацией методом полиме-

разной цепной реакции (ПЦР). В отличие от других, 

более часто встречающихся перестроек гена MLL, для 

которых описаны различные комбинации праймеров 

и зондов [36, 37], нам не встретилось методики мони-

торирования МОБ у пациентов с наличием химерного 

гена MLL-EPS15 или его транскрипта.

Материалы и методы

За период с февраля 2000 по апрель 2012 г. было 

обследовано 186 детей в возрасте от 1 до 365 дней с ОЛ, 

включая 120 пациентов с ОЛЛ, 58 – с ОМЛ, 3 – с ост-

рым недифференцированным лейкозом, по 2 – с ост-

рым бифенотипическим и острым билинейным лей-

козами, еще в 1 случае тип ОЛ не был определен. 

Транслокация t(1;11)(p32;q23) и/или химерный ген 

MLL-EPS15 были выявлены нами в 6 случаях. Паци-

енты, у которых была обнаружена транслокация t(1;11)

(p32;q23), получали терапию по протоколам MLL-Baby 

[38] или ALL IC-BFM 2002 в детских 

онкогематологиче ских клиниках Российской Федера-

ции и Республики Беларусь. Информированное согла-

сие на проведение диагностических и лечебных про-

цедур было получено во всех случаях.

Для цитогенетического исследования использова-

ли клетки костного мозга, взятые до начала терапии. 

Применялась техника краткосрочного культивирова-

ния клеток в течение 24 ч. Методом окраски хромо-

сомных препаратов был GTG-вариант. В большинстве 

случаев анализировали не менее 20 метафазных плас-

тинок. Кариотипирование проводили в соответствии 

с международной номенклатурой хромосом человека, 

принятой на момент выполнения стандартного цито-

генетического исследования [39–41]. В ходе данной 

работы все кариотипы были повторно оценены с уче-

том рекомендаций ISCN 2009 [41]. Дополнительными 

хромосомными аберрациями считали все клональные 

аномалии, сочетавшиеся с t(1;11)(p32;q23) [42]. Карио-

тип считали комплексным, если каждая клетка лей-

козного клона у пациентов с ОМЛ содержала не менее 

3 хромосомных изменений, включая перестройки 

района 11q23 [43, 44].

Флуоресцентную гибридизацию in situ (FISH) про-

водили с использованием гибридизационной системы 

TermoBrite (StatSpin, США) на микроскопе DM 4000 

(Leica Microsystems Wetzlar GmbH, Германия) при по-

мощи программного обеспечения CW4000 FISH (Leica 

Microsystems Wetzlar GmbH, Германия). Применяли 

локус-специфичный зонд LSI MLL Dual Color 

Rearrangement Probe 11q23 (Abbott Molecular, США), 

а также цельнохромосомные зонды для полного ок-

рашивания 1-й и 11-й хромосом, меченные FITC 

и TexasRed соответственно (Metasystems, Германия).

Длинную инвертированную ПЦР (long-distance 

inverse PCR-LDI-PCR) выполняли по описанной ра-

нее методике [45]. В качестве исходного материала 

использовали геномную ДНК в количестве 1 мкг, вы-

деленную из лейкоцитов и бластных клеток костного 

мозга, взятого в момент установления диагноза. 

ДНК обрабатывали экзонуклеазами рестрикции BamHI 

и BglII, а затем лигировали. Полученный продукт 

 использовали для проведения нескольких инвертиро-

ванных ПЦР-реакций. Ампликоны секвенировали 

с целью определения индивидуальной для каждого 

пациента точки разрыва в MLL и гене-партнере. 

Выделение РНК и обратную транскрипцию прово-

дили по ранее описанной методике [46]. Качество по-

лученной РНК оценивали методом капиллярного элек-

трофореза на биоанализаторе Agilent 2100 (Agilent, 

США). В дальнейший анализ брали образцы с показа-

телем целостности РНК более 4,2, который, как было 

доказано ранее, является достаточным для эффектив-

ного проведения ПЦР в режиме реального времени 

(ПЦР-РВ) [47].

Обратно-транскриптазную ПЦР (ОТ-ПЦР) про-

водили с использованием набора HemaVision (DNA-

technology A/S, Дания) и TaqF ДНК-полимеразы 

(ЦНИИ эпидемиологии, Россия) в 2 этапа, согласно 

инструкции производителя. На первом этапе ставили 

8 мультиплексных ПЦР-реакций. При получении по-

ложительного результата в одной из пробирок на вто-

ром этапе проводили несколько моноплексных реак-

ций. Результат расценивали как позитивный, если 

на обоих этапах ПЦР обнаруживалось наличие специ-

фического ПЦР-продукта, совпадающего по размеру 

с ожидаемым. Результат расценивали как отрицатель-

ный, если в ходе первого этапа ПЦР не было выявлено 

продуктов амплификации и во всех пробирках присут-

ствовала полоса внутреннего контроля размером 

911 п. н. Детекцию проводили методом горизонтального 

электрофореза в 2 % агарозном геле. Дополнительно 

Рис. 2. Основной механизм образования химерного гена у пациентов 

с наличием MLL-EPS15 – реципрокная транслокация

1 (N)          11 (N)                                                            Der(1)         Der(11)

MLL-EPS15
EPS15-MLL
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2

0
1

3 всех пациентов с выявленным химерным геном MLL-

EPS15 тестировали в гнездной ОТ-ПЦР с праймерами, 

предложенными N. Palisgaard et al. [36].

Полученные в ходе гнездной ОТ-ПЦР ампликоны 

очищали при помощи «Wizard SV Gel and PCR Clean-

Up System» (Promega, Германия). Секвенирующую 

реакцию ставили с применением праймеров, исполь-

зовавшихся во втором раунде гнездной ОТ-ПЦР, и на-

бора BigDye Terminator 3.1. (Applied Biosystems, США) 

согласно инструкции производителя. Секвенирование 

проводили в 2 направлениях на генетическом анали-

заторе ABI Prism 3130 (Applied Biosystems, США). 

Для конструирования калибратора, используемо-

го для количественной оценки величины химерного 

транскрипта MLL-EPS15 в ходе ПЦР-РВ, была ис-

пользована РНК пациента № 30 (табл. 1). После про-

ведения гнездной ОТ-ПЦР по описанной ранее ме-

тодике [36] визуализацию ампликонов проводили 

методом электрофореза в 6 % полиакриламидном геле. 

Выделение ДНК-фрагмента из геля выполняли путем 

элюирования TE-буфером с последующим осажде-

нием 70 % этиловым спиртом по общепринятой мето-

дике. Перед процедурой лигирования проводили на-

ращивание «тупых» концов с использованием Taq 

ДНК-полимеразы (ООО «Генотехнология») в присут-

ствии дезоксиаденозинтрифосфата. Полученный ам-

пликон лигировали в плазмидный вектор «pGEM-T 

Еasy» (Promega, Германия) с последующей его транс-

формацией в бактериальную культуру Е. coli. Из ото-

бранных положительных клонов E. coli выделяли 

 плазмидную ДНК методом щелочного лизиса. Кон-

центрацию ДНК определяли спектрофотометрически. 

Для использования в качестве калибратора для 

 ПЦР-РВ сделали 5 разведений (101, 102, 103, 105, 106 

копий/5 мкл), аналогичных использованным в между-

народном проекте «Европа против рака» [48].

ПЦР-РВ для количественной оценки химерного 

транскрипта выполняли в соответствии с ранее опи-

санными протоколами [48, 49]. В качестве калибрато-

ров применяли плазмиды, несущие фрагменты химер-

ного транскрипта MLL-EPS15 и контрольного гена 

ABL1 (Ipsogen, Франция). Нуклеотидная последова-

тельность использовавшихся праймеров и зондов для 

определения транскрипта MLL-EPS15 приведена 

в табл. 2. Для количественной оценки величины МОБ 

на основании данных, полученных путем ПЦР-РВ, 

использовалась методика расчета, рекомендованная 

консорциумом «Европа против рака» [49].

ПЦР-РВ для определения количества химерного 

гена MLL-EPS15 в геномной ДНК проводили по ранее 

описанному протоколу [50] с рядом модификаций. 

ПЦР выполняли в мультиплексном формате: реакци-

онная смесь включала 2 пациент-специфичных прай-

мера и зонд, меченный карбоксифлуоресцеином (FAM), 

комплементарных зоне слияния генов MLL и EPS15, 

а также 2 праймера и зонд, меченный карбокси-Х-род-

амином (ROX), для амплификации контрольного гена 
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0

1
3N-ацетилглюкозамин киназы (NAGK), располагающе-

гося на коротком плече хромосомы 2 в регионе 2p12. 

Ген NAGK использовался для исключения случайной 

ошибки. Нуклеотидные последовательности праймеров 

и зондов приведены в табл 2. В ПЦР-смесь вносили 

600 нг геномной ДНК. Амплификацию проводили с ис-

пользованием TaqF-полимеразы (ЦНИИ эпидемиоло-

гии, Россия) по следующей программе: 95 °С 15 мин, 

45 циклов: 95 °С 15 с – 60 °С 60 с. Для создания калибро-

вочной кривой проводили амплификацию 10-кратных 

разведений ДНК пациента в смеси ДНК, полученной 

от 5 пациентов без онкогемато логических заболеваний, 

взятых в общем количестве 600 нг в соотношениях от 

1:10 до 1:100 000. Все образцы тестировали в 2 повторах. 

Интерпретация результатов ПЦР-РВ проводилась 

исходя из рекомендаций Европейской рабочей группы 

по изучению МОБ при ОЛЛ ESG-MRD-ALL [51] c до-

полнениями T. Burmeister et al. [50]. Величина МОБ 

была рассчитана как среднее значение числа копий 

2 повторов каждого образца при следующих условиях. 

1. Отсутствие амплификации в отрицательном 

контроле (смесь ДНК, использованная для создания 

разведений) или превышение значения порогового 

цикла в образце пациента более чем на 3,0 от величи-

ны порогового цикла отрицательного контроля.

2. Разброс значений порогового цикла контрольно-

го гена NAGK в 2 повторах 1 образца не превышает 1,5.

3. Коэффициент корреляции (R2) выше 0,95.

4. Угол наклона калибровочной кривой укладыва-

ется в диапазон от –2,5 до –4,5. В каждом образце рас-

считывался количественный диапазон согласно реко-

мендациям ESG-MRD-ALL [51].

Таблица 2. Использованные праймеры и зонды

Нуклеотидная последовательность 5’-3’ Ген Экзон Локализация

Химерный транскрипт MLL-EPS15 (кДНК)

Прямой праймер AGGAGAATGCAGGCACTTTGA MLL 10 4135-4155

Обратный праймер AAGCCAACACCCTTCCAGTA EPS15 3 201-182

Зонд ROX-CATCCTCAGCACTCTCTCCAATGGCAATA-BHQ2 MLL 10 4157-4185

Контрольный ген ABL (кДНК)

Прямой праймер AGCTCCGGGTCTTAGGCTAT ABL 2 263-282

Обратный праймер TAGTTGCTTGGGACCCAGCC ABL 3 357-328

Зонд FAM-CCATTTTTGGTTTGGGCTTCACACCATT-BHQ1 ABL 3 323-296

Химерный ген MLL-EPS15 у пациента № 30 (ДНК)

Прямой праймер GCAGCAGTTATTTTTGGACTCATTGA MLL

Обратный праймер GATCTTTGTGACAGAGCAAGTCTTTA EPS15

Зонд FAM-TGATTACGCTTACAGTTACATGAACCCACACAT-BHQ1 EPS15

Химерный ген MLL-EPS15 у пациента № 31 (ДНК)

Прямой праймер TCCCTGTTTAAACCAGCTAAAGAAATGT MLL

Обратный праймер TCAAGTGTAATTTAAAACAAACACCATTTCC EPS15

Зонд FAM-TGCTACTCTAATAGCAGATTCCTTCCTAAAATCT-BHQ1 MLL

Химерный ген MLL-EPS15 у пациента № 32 (ДНК)

Прямой праймер AGTGGGCATGTAGAGGTAAG MLL

Обратный праймер GCAGGAGGATTGGTTGAG EPS15

Зонд FAM-TGCACTCTAGCCTGGGCAACAGAGTGAGA-BHQ1 EPS15

Контрольный ген NAGK (ДНК)

Прямой праймер TGGGCAGACACATCGTAGCA NAGK

Обратный праймер CACCTTCACTCCCACCTCAAC NAGK

Зонд ROX-TGTTGCCCGAGATTGACCCGGT-BHQ-2 NAGK

Примечание. Нуклеотидная последовательность и нумерация экзонов гена MLL дана I. Nilson et al. [52], EPS15 – согласно NM_001981.2, 
ABL – согласно NM_005157.
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3 Результаты терапии оценивались по кривым общей 

(ОВ) и бессобытийной выживаемости (БСВ), постро-

енным по методу Каплана–Майера [52]. Для сравнения 

кривых выживаемости использовался непараметричес-

кий log-rank критерий. Различия считались достовер-

ными при р < 0,05.

Результаты

Данные о 27 пациентах, представленных в литера-

туре, а также 6 вновь описываемых нами случаев, при-

ведены в табл. 1. Возраст на момент установления 

диагноза был известен у 31 пациента. Среди них было 

19 (62 %) детей первого года жизни, 6 (19 %) детей 

в возрасте от 1 года до 4 лет и 6 (19 %) взрослых в воз-

расте от 35 до 76 лет. При этом медиана возраста во 

всей исследуемой группе составила 8 мес (диапазон 

1 день – 76 лет). У лиц женского пола транслокация 

t(1;11)(p32;q23) выявлялась в 2 раза чаще по сравне-

нию с мужчинами: 22 и 11 человек соответственно. 

В первую очередь это было связано с преобладанием 

лиц женского пола среди пациентов с ОЛЛ, где соот-

ношение женщин и мужчин составило 3:1 (15 и 5 че-

ловек соответственно). Это же соотношение сохраня-

лось и у детей первого года жизни с ОЛЛ (10 девочек 

и 3 мальчика). Для пациентов с ОМЛ вне зависимости 

от возраста соотношение лиц женского и мужского 

пола было близко к 1:1.

У 20 (63 %) пациентов диагностирован ОЛЛ, 

у 11 (34 %) – ОМЛ, в 1 (3 %) случае – острый бифе-

нотипический лейкоз. У 1 пациента (№ 4 в табл. 1) 

вариант ОЛ не был указан авторами. У детей первого 

года жизни ОЛЛ встречался еще чаще. Из 18 пациен-

тов с известным типом ОЛ у 13 (72 %) был ОЛЛ, 

у 4 (22 %) – ОМЛ и у 1 (6 %) – острый бифенотипи-

ческий лейкоз. 

Иммунофенотип бластных клеток был известен 

в 15 случаях ОЛЛ, в том числе полностью в 13 и час-

тично в 2 (№ 1 и 9 в табл. 1). У всех описанных паци-

ентов выявлен B-линейный иммунофенотип бластных 

клеток, в том числе 14 случаев ОЛЛ из В-линейных 

предшественников, в 1 случае (№ 3) нельзя исключить 

зрелый B-ОЛЛ. BI-ОЛЛ выявлен у 10 (77 %) из 13 па-

циентов первого года жизни с ОЛЛ. FAB-вариант опи-

сан у 10 пациентов с ОМЛ. В эту группу вошли 2 па-

циента с ОМЛ с минимальной дифференцировкой 

(М0 морфологический вариант по FAB-классифика-

ции), 2 – с острым миеломонобластным лейкозом 

(М4) и 6 – с острым монобластным лейкозом (М5). 

У детей первого года жизни с ОМЛ в 2 случаях выяв-

лен ОМЛ М5, в 1 – ОМЛ М0.

Данные об инициальном уровне лейкоцитов при-

ведены для 18 пациентов. У них превалировал иници-

альный гиперлейкоцитоз: уровень лейкоцитов выше 

100 × 109/л на момент установления диагноза выявлен 

в 12 (67 %) случаях. Медиана количества лейкоцитов 

составила 156 × 109/л (диапазон 2–465). Дети первого 

года жизни имели большую опухолевую массу: из 

13 человек только трое имели уровень лейкоцитов 

менее 100 × 109/л, а медиана количества лейкоцитов 

в этой возрастной группе составила 187 × 109/л (диа-

пазон 49–425 × 109/л).

Цитогенетическое исследование показало, что 

транслокация t(1;11)(p32;q23) как единственная ано-

малия выявлена в 20 (59 %) из 32 случаев. 

У 1 пациента (случай № 5) найдена комплексная 

транслокация с вовлечением хромосомных районов 

1p32, 11q23 и 4p16. Дополнительные хромосомные 

аномалии (ДХА) в опухолевых клетках пациентов 

с наличием t(1;11)(p32;q23) и информативным цито-

генетическим исследованием выявлены у 12 (38 %) 

из 32 пациентов. В 3 случаях (№ 8, 20, 22 в табл. 1) 

обнаружены только количественные ДХА, в 6 (№ 16, 

19, 24, 25, 27, 29) – только структурные; в 3 случаях – 

сочетание количест венных и структурных (№ 9, 11, 

24). Наиболее частой количественной ДХА являлась 

трисомия 8 (3 случая). Комплексный кариотип об-

наружен у 4 (36 %) из 11 пациентов с ОМЛ (№ 11, 21, 

22, 25) (рис. 3).

Молекулярно-генетические исследования выпол-

нены 15 пациентам, в том числе исследование мето-

дом FISH с локус-специфичным зондом проведено 

у 11 больных, и во всех случаях была выявлена пере-

стройка гена MLL. В 3 случаях (№ 30, 32, 33) нами 

 проведен дополнительный анализ методом FISH 

c использованием цельнохромосомных зондов для 

хромосом 1 и 11, который также подтвердил присут-

ствие t(1;11) (рис. 4).

У пациентов № 14 и 18 перестройки MLL под-

тверждены методом гибридизации по Саузерну. Струк-

тура химерного транскрипта определена у 9 пациен-

тов, химерного гена – у 6. Выявлено по 2 случая 

локализации точек разрыва в экзоне 10 (№ 26 и 27), 

интроне 10 (№ 30 и 33) и интроне 11 (№ 31 и 32) 

Рис. 3. Типы ДХА у пациентов с t(1;11)(p32;q23). Цифры соответ-

ствуют числу пациентов; * – разделение по количеству ДХА на более 

3 (комплексный кариотип) и менее 3 проведено только для пациентов 

с ОМЛ

ДХА
(n = 12)

Несбалансиро-
ванный кариотип

(n = 12)

Количественные
(n = 3)

Количественные
и структурные

(n = 3)

Структурные
(n = 3)

< 3 аберраций*
(n = 4)

Комплексный 
кариотип*

(n = 4)

Сбалансиро ванный 
кариотип

(n = 12)
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Рис. 4. Результаты цитогенетического и молекулярно-генетических методов исследования: а – частичная кариограмма пациента с наличием 

t(1;11)(p32;q23); б – результаты скрининговой (слева) и подтверждающей (справа) ОТ-ПЦР с использованием набора HemaVision (DNA-technology 

A/S, Дания) у пациента с наличием химерного транскрипта MLL-EPS15. K- – негативный контроль. Также на каждой электрофореграмме 

присутствует ДНК-маркер размерности ПЦР-продуктов; в – результат исследования методом FISH в интерфазных ядрах, характерный для 

перестройки гена MLL; г – данные FISH c применением цельнохромосомных зондов к 1-й и 11-й хромосомам, показывающие наличие t(1;11)

в

а б

г

der(1) (p32)

der(11) (q23)

11

1

в ДНК гена MLL. В гене EPS15 в 3 случаях точка раз-

рыва находилась в пределах интрона 1 (№ 30–32), 

в 1 случае в регионе 1p32 на расстоянии 1580 нуклео-

тидов от экзона 1 гена EPS15 (№ 33) (рис. 5a). Инте-

ресно отметить, что в этом случае точка слияния в хи-

мерном транскрипте располагалась во 2-м экзоне гена 

EPS15 (рис. 5б). 

Еще в 2 случаях у монозиготных близнецов точка 

разрыва в гене EPS15 локализовалась в относительно 

нетипичном месте – интроне 9 (№ 26 и 27). Выявлены 

следующие типы химерных транскриптов MLL-EPS15: 

e9e2 – 3 случая, и по 2 случая e9e10, e10e2, e11e2 (рис. 6).

Для проведения количественного мониторинга 

МОБ нами была создана комбинация флуоресцентных 

а б

Рис. 5. а – нуклеотидная последовательность зоны слияния гена MLL (выделен черным цветом) и хромосомного района 1p32 (выделен красным 

цветом), полученные при проведении LDI-PCR у пациента № 33. Жирным шрифтом отмечен экзон 10 гена MLL. Синим цветом выделена тринук-

леотидная вставка; б – результат секвенирования химерного транскрипта у этого же пациента выявил слияние экзона 10 гена MLL c экзоном 

2 гена EPS15
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3 зондов, праймеров и плазмиды, несущей фрагмент 

химерного транскрипта MLL-EPS15. На основании 

10-крат ных разведений плазмиды (рис. 7а) была получе-

на калибровочная кривая (рис. 7б и табл. 3). Специфич-

ность комбинации зондов и праймеров была  проверена 

исследованием 15 пациентов с ОЛ и нормальным кари-

отипом и 15 пациентов с ОЛ и другими химерными 

транскриптами с участием MLL, в том числе 6 – с MLL-

AF4, 5 – с MLL-MLLT1, 2 – с MLL-MLLT4, 1 – с MLL-

MLLT3, 1 – с MLL-MLLT10. Ни в одном случае неспеци-

фической амплификации не выявлено. При разведении 

РНК, выделенной из исходного образца костного мозга 

пациента № 30, смесью РНК 10 пациентов без онкоге-

матологических заболеваний была определена чувстви-

тельность системы, созданной для выявления MLL-

EPS15 методом ПЦР-РВ. Она составила 1 × 10-5 (рис. 7в).

Мониторинг МОБ путем качественного и количе-

ственного определения химерного транскрипта MLL-

EPS15 проводили пациентам № 29–33. Во время про-

ведения первого курса консолидации ремиссии 

пациенты № 30, 31, 32 (рис. 8а) достигли МОБ-нега-

тивности, однако 2 из них позднее рецидивировали 

(№ 31 и 32) (рис. 8б). Пациент № 33 достиг МОБ-нега-

тивности во время проведения 3-го курса консолидации 

ремиссии и находится в полной продолжающейся ре-

миссии (ППР) со сроком наблюдения 20 мес (рис. 8в). 

У пациента № 29 мониторинг МОБ стал  проводиться 

через 5,5 мес от начала терапии. Для ис ключения слу-

чайных ошибок одновременно с ПЦР в этом случае 

проводилось исследование методом FISH.  Химерный 

транскрипт MLL-EPS15 методом ПЦР и перестройки 

гена MLL методом FISH ни разу не определялись.

MLL

3593  3658                                                       4036  4110            4242       4356                             126  168          258    306

EPS15
NM_001981.2

Количество 
образцов

3

2

2(2*)

2(2*)

Всего: 9

4164-4187                                                                         273-294

    4205-4228                                                                        256-276

Рис. 6. Типы химерных транскриптов MLL-EPS15. Белые прямоугольники – экзоны гена MLL, серые – экзоны гена EPS15. Нумерация экзонов 

гена MLL дана по работе I. Nilson et al. [53], нумерация экзонов EPS15 – согласно референсной последовательности NM_001981.2. Праймеры для 

проведения гнездной ОТ-ПЦР схематически представлены в виде черных прямоугольников. Цифры внутри черных прямоугольников соответствуют 

местам начала и конца праймера по отношению к нормальной мРНК соответствующего транскрипта. Цифры под схематическим изображением 

экзонов соответствуют началу экзона. * – цифры в скобках соответствуют числу пациентов, впервые описанных в данной работе

Рис. 7. Получение и оценка калибровочной кривой для последующего проведения количественного анализа химерного транскрипта MLL-EPS15 
в кДНК пациентов: а – 10-кратные разведения плазмиды, несущей фрагмент транскрипта MLL-EPS15; б – калибровочная кривая, полученная 
на основании 10-кратных разведений плазмиды, с аналитическими характеристиками; в – чувствительность созданной комбинации прайме-
ров и зонда методом 10-кратных лимитирующих разведений составила 1 × 10-5. Одно из разведений 1 × 10 -6 лежит за пределом линейности, во 
втором – амплификация отсутствует

б ва

Цикл ПЦР-РВ                                       10-кратные разведения плазмиды                                      Цикл ПЦР-РВ

R squared = 0,999
Slope = –3,356
Y-intercept = 38,790
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Таблица 3. Аналитические характеристики полученных калибровоч-

ных кривых

Коэффициент 
корреляции (R2)

Угол наклона 
кривой 
(Slope)

Точка 
пересечения 

с осью ординат 
(Y-intercept)

ПЦР-РВ химерного транскрипта

0,999 –3,356 38,790

ПЦР-РВ химерного гена в ДНК

Пациент № 30 0,990 –3,323 25,602

Пациент № 31 0,992 –2,987 21,987

Пациент № 32 0,996 –3,244 21,491

б День 0              День 15             День 36                День 43          Консолидация I       Рецидив

а День 0       День 15        День 36         День 43    Консоли-     Консоли-     Консоли-       Поддерж.
                                                                                          дация I         дация II          дация III         терапия 

М
О

Б,
 %

   
Чу

вс
тв

ит
ел

ьн
ос

ть
,%

в День 0           День 36           День 43        Консоли-        Консоли-      Консоли-      Поддерж.
                                                                             дация I            дация II         дация III         терапия 

Рис. 8. Результаты мониторинга МОБ в кДНК пациентов № 30 (а), 
№ 32 (б), № 33 (в). На всех графиках синим цветом показана величина 
МОБ, красным – чувствительность (нижний предел детекции), рас-
считанные согласно рекомендациям консорциума «Европа против рака» 
[49]. В тех точках, где кривые чувствительности и МОБ сходятся, 
пациент становился МОБ-негативным

Для пациентов № 30, 31 и 33 проведено также 

 определение МОБ путем количественной оценки 

 химерного гена в геномной ДНК. Параметры калиб-

ро вочных кривых, полученные при использовании ин-

дивидуально подобранных комбинаций зондов и прай-

меров, приведены в табл. 3. Все значения укладываются 

в диапазоны, рекомендованные рабочей группой ESG-

MRD-ALL [51] с дополнениями T. Burmeister et al. [50] 

(рис. 9). Пример определения абсолютного количест-

ва MLL-EPS15 в геномной ДНК у пациента № 31 при-

веден на рис. 10.

Сравнение результатов качественного определе-

ния МОБ в кДНК и геномной ДНК у пациентов с на-

личием MLL-EPS15 проведено в 23 образцах. В 21 (92 %) 

из них были получены идентичные результаты. В 2 слу-

чаях МОБ была выявлена только в кДНК, но не в ге-

номной ДНК, что, скорее всего, связано с более высо-

кой чувствительностью методики по определению 

химерного транскрипта. Несмотря на различные ве-

личины МОБ, получаемые при использовании различ-

ных подходов для мониторирования MLL-EPS15, нами 

была выявлена сходная кинетика МОБ при определе-

нии в геномной ДНК и кДНК (рис. 11). 

Прогностическое значение транслокации t(1;11)

(p32;q23) в настоящее время трудно оценить, посколь-

б ва

Цикл ПЦР-РВ                                                  10-кратные разведения                                                   Цикл ПЦР-РВ
                                                                          ДНК пациента до лечения

R squared = 0,992
Slope = –2,987
Y-intercept = 21,987
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Рис. 9. Получение и оценка калибровочной кривой для последующего проведения количественного анализа химерного гена MLL-EPS15 в геномной 

ДНК пациента № 31: а – 10-кратные разведения ДНК пациента, взятой до лечения в смеси ДНК от 5-го пациента без онкогематологических 

заболеваний; б – калибровочная кривая, полученная на основании 10-кратных разведений с аналитическими характеристиками; в – амплифи-

кация контрольного гена NAGK во всех образцах, использовавшихся для получения калибровочной кривой
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Рис. 10. Определение МОБ в геномной ДНК. Динамика количества хи-

мерного гена MLL-EPS15 в геномной ДНК у пациента № 31. Красной 

горизонтальной линией обозначен предел чувствительности, рассчи-

танный исходя из рекомендаций ESG-MRD-ALL [51]. Два образца, 

значения которых лежат ниже уровня чувствительности, являются 

негативными

День 0             День 8        День 15           День 36         День 43      Консоли-      Консоли-     Рецидив
                                                                                                                           дация I          дация II

Ве
ли

чи
на

  М
О

Б

Предел чувствительности

Рис. 11. Сравнение результатов определения МОБ в кДНК и геномной 

ДНК: а – сходимость в 23 образцах пациентов составила 92 %; б – 

кинетика МОБ, определенной в кДНК (синий цвет) и ДНК (красный 

цвет) у пациента № 32. Синей и красной горизонтальными линиями 

указаны пределы чувствительности в кДНК и ДНК соответственно

б

а

негативно  позитивно

Д
Н

К
не

га
ти

вн
о 

 п
оз

ит
ив

но

кДНК

День 0                День 15           День 36             День 43       Консолидация I      Рецидив

Предел чувствительности

ку эта аномалия является весьма редкой. Из доступной 

литературы мы выбрали данные о выживаемости па-

циентов, начиная с середины 1980-х годов. За это вре-

мя терапевтические подходы претерпели значитель-

ные изменения, и, соответственно, улучшилась 

эффективность лечения как ОЛЛ, так и ОМЛ. В ана-

лиз ОВ было включено 12 пациентов с ОЛЛ и 6 боль-

ных с ОМЛ. Внутри этой группы ОВ составила 0,37 ± 0,12 

с медианой наблюдения 38 мес (диапазон 5–140 мес), 

а БСВ – 0,33 ± 0,11. ОВ и БСВ в исследуемой группе 

не зависели от типа ОЛ и возраста пациентов (рис. 12а 

и 12б). Однако при более детальном разделении 

на группы было показано, что ОВ и БСВ в группе 

мальчиков с ОЛЛ младше 1 года были достоверно ни-

же, чем у девочек с ОЛЛ этой же возрастной группы 

(0 и 0,64 ± 0,21, p = 0,033; 0 и 0,46 ± 0,18, p = 0,049 

соответственно) (рис. 12в и 12г).

Обсуждение

Транслокация t(1;11)(p32;q23) – относительно ред-

кая генетическая перестройка, возможно, именно 

с этим связано небольшое количество работ, посвя-

щенных этой хромосомной аномалии. Так, на круп-

нейшем онлайн-ресурсе – Базе данных хромосомных 

аберраций и химерных генов F. Mitelman приводятся 

данные всего о 32 пациентах с транслокацией t(1;11)

(p32;q23) [54]. Такие же цифры представлены в обзор-

ной статье J.-L. Huret [55]. К сожалению, в этих источ-

никах не разделены сведения о пациентах с первичны-

ми (n = 20) и вторичными ОЛ (n = 12), что затрудняет 

детальную оценку случаев ОЛ de novo. Участники Ев-

ропейской рабочей группы по изучению перестроек 

11q23 собрали информацию о 7 пациентах с транслока-

цией t(1;11)(p32;q23), включая 1 пациента со вторич-

ным ОМЛ [4]. Мы в своей работе не касались случаев 

вторичных ОЛ из-за совершенно особой биологии опу-

холевого процесса у данной категории пациентов.

Мы подтвердили ранее опубликованные данные 

о более высокой частоте t(1;11)(p32;q23) у лиц жен-

ского пола [4, 55]. Также необходимо отметить, что для 

пациентов с наличием t(1;11)(p32;q23) характерны об-

щие черты всех MLL-позитивных ОЛ: преимуществен-

ное выявление у детей первого года жизни, домини-

рование CD10-негативного иммунофенотипа при 

ОЛЛ и М5 морфологического варианта при ОМЛ, час-

тый инициальный гиперлейкоцитоз [56–58].

Согласно ранее опубликованным данным транс-

локация t(1;11)(p32;q23) наблюдается примерно с оди-

наковой частотой как при ОЛЛ, так и при ОМЛ [3, 4, 

55]. Интересно, что нами ранее не выявлено ни одно-

го случая ОМЛ с данной хромосомной аномалией. 

Отчасти это можно объяснить тем, что мы ограничили 

свой выбор изучением только детей первого года жиз-

ни, хотя и в этой возрастной группе встречается ОМЛ  

с t(1;11). Возможно, что отсутствие случаев с относи-

тельно редкой транслокацией t(1;11) объясняется ма-

лочисленностью (58 человек) нашей группы больных 

с ОМЛ, среди которой перестройки 11q23/MLL выяв-

лены в половине случаев [59]. В то же время частота 

обнаружения t(1;11)(p32;q23) среди всех перестроек 

11q23/MLL у детей первого года жизни с ОЛЛ по на-

шим наблюдениям достигает 6 % [60], что значительно 

выше, чем по литературным данным. Возможно, этот 

вопрос требует отдель ного исследования на большем 

числе пациентов.

Прогностическое значение t(1;11)(p32;q23)/MLL-

EPS15 трудно оценить, как в силу небольшого числа на-



Г Е М О Б Л А С Т О З Ы :  Д И А Г Н О С Т И К А ,  Л Е Ч Е Н И Е ,  С О П Р О В О Д И Т Е Л Ь Н А Я  Т Е Р А П И Я 29

1
’

2
0

1
3а

в г

б

Рис. 12. Оценка прогностического значения t(1;11)(p32;q23) / MLL-EPS15: а – показатели БСВ в общей группе пациентов, а также пациентов 

с ОЛЛ, ОМЛ и ОЛЛ в возрасте младше 1 года; б – показатели ОВ в вышеупомянутых группах; в и г – БСВ и ОВ соответственно у пациентов 

первого года жизни с ОЛЛ в зависимости от пола. ППР — полная продолжающаяся ремиссия
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ОМЛ; n = 6; в ППР – 3; БСВ 0,41 ± 0,22
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блюдений, так и гетерогенности терапевтических под-

ходов, использовавшихся у данной группы пациентов. 

Мы, так же как и J.-L. Huret [55], при ОЛЛ  выявили до-

стоверно более низкие показатели БСВ и ОВ у пациен-

тов мужского пола в возрасте младше 1 года по сравне-

нию с девочками данной возрастной группы, но следует 

принимать во внимание, что в исследуемой группе было 

всего 12 пациентов (9 девочек и 3 мальчика). Более того, 

из-за отсутствия данных о том, живы ли 2 из 9 девочек, 

они были исключены из расчета вероятности ОВ. 

Целенаправленное исследование структуры химер-

ного гена MLL-EPS15 было выполнено лишь однажды: 

C. Meyer et al. приводят собственные данные о 13 па-

циентах, включая 12 случаев ОЛ у детей [3]. Однако 

в этой работе отсутствуют клинико-лабораторные 

характеристики пациентов с MLL-EPS15 при ОЛ. 

Точка разрыва в гене EPS15 у обследованных нами 

пациентов локализовалась либо в интроне 1, на долю 

которого приходится около 30 % всех случаев форми-

рования химерного гена MLL-EPS15 [3], либо в не-

кодирующей последовательности ДНК в хромосом-

ном районе 1p32 в непосредственной близости от 

5’-конца гена MLL. В гене MLL точки разрыва у об-

следованных нами пациентов располагаются в 10-м 
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3 и 11-м интронах, что хорошо согласуется с ранее опуб-

ликованными данными [3, 50, 61].

Несмотря на относительно небольшую частоту 

встречаемости транслокации t(1;11)(p32;q23), важно 

проводить ее молекулярный мониторинг, который, 

как было показано ранее, позволяет прогнозировать 

исходы терапии [62]. Технически определение МОБ 

может быть проведено как методом FISH, так и ПЦР. 

Первый метод более универсален, но обладает низкой 

чувствительностью: в среднем он способен выявлять 

1 бластную клетку среди 500–1000 нормальных. До-

вольно часто для оценки МОБ используется коли-

чественное определение индивидуальных клональных 

перестроек генов Т-клеточных рецепторов (TCR) и тя-

желых цепей иммуноглобулинов (IgH) методом коли-

чественной ПЦР-РВ со специфичными для каждого 

пациента праймерами и зондом. Однако ранее было 

показано, что по сравнению со старшими детьми у де-

тей первого года этот метод имеет ограниченное при-

менение вследствие того, что в данной группе паци-

ентов перестройки IgH/TCR встречаются реже и часто 

являются олигоклональными [63, 64]. Применение 

проточной цитометрии, еще одного метода, широко 

используемого для мониторинга МОБ у детей и взрос-

лых, также может быть затруднено в данной возраст-

ной группе вследствие совершенно особого иммуно-

фенотипа опухолевых клеток [65–67] и нестабильной 

экспрессии антигенов под действием химиопрепара-

тов [68, 69]. Альтернативой может служить монито-

ринг МОБ путем определения химерного гена в ге-

номной ДНК методом ПЦР-РВ. Для этого 

необходимо предварительно определить индивидуаль-

ную для каждого пациента точку слияния гена MLL 

и гена-партнера и, исходя из сиквенса зоны слияния 

2 генов, подобрать комбинацию праймеров и зонда 

[51, 70]. Проведенное сопоставление показало хоро-

шее совпадение результатов с данными МОБ, получа-

емыми при использовании IgH/TCR [70]. Наконец, 

в качестве мишени для оценки МОБ можно исполь-

зовать химерный транскрипт в мРНК/кДНК, опреде-

ляемый методом ПЦР-РВ [48, 71]. Нами в качестве 

основного метода для мониторирования МОБ была 

выбрана ПЦР с определением химерного гена MLL-EPS15 

в геномной ДНК и химерного транскрипта в РНК/кДНК. 

Наш выбор связан с тем, что и химерные гены, и хи-

мерные транскрипты представляют собой стабильные 

мишени для определения МОБ [37, 48, 72], патогене-

тически связанные с развитием ОЛ, так как они выяв-

ляются только в опухолевых клетках.

Подобранные условия ПЦР позволили нам успеш-

но провести мониторинг МОБ во всех доступных об-

разцах пациентов, что дало возможность оценить от-

вет опухоли на химиотерапию. На основании данных, 

получаемых при мониторинге МОБ, уже сегодня про-

водится стратификация пациентов с ОЛЛ, получаю-

щих терапию по большинству современных протоколов.

Заключение

Транслокация t(1;11)(p32;q23) при ОЛ наиболее час-

то выявляется у детей первого года жизни. Медиана воз-

раста составляет 8 мес. Соотношение девочек и мальчи-

ков 2:1. В 38 % случаев у пациентов с транслокацией 

t(1;11)(p32;q23) обнаружены ДХА. Наиболее часто зоной 

разрывов в гене EPS15 является интрон 1, в гене MLL – 

интроны 10 и 11. Описано 4 типа химерных транскрип-

тов MLL-EPS15. Создана и успешно применена комби-

нация праймеров, флуоресцентных зондов и плазмиды 

для мониторирования химерного транскрипта MLL-

EPS15 методом ПЦР-РВ. Подобраны условия и проведен 

мониторинг МОБ по индивидуальным точкам разрыва 

в геномной ДНК у пациентов с наличием химерного ге-

на MLL-EPS15. Сравнение результатов определения 

МОБ в геномной ДНК и кДНК показало высокую ка-

чественную сопоставимость (92 %).
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