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Наличие минимальной остаточной болезни (МОБ) является важным прогностическим фактором при остром лимфо-
бластном лейкозе (ОЛЛ) у детей и взрослых. В подавляющем большинстве работ для определения МОБ используют 
костный мозг (КМ). Мы провели сравнительную характеристику выявления МОБ в периферической крови (ПК) и в КМ 
и оценили прогностическую роль наличия МОБ в ПК и КМ при терапии по протоколу MLL-Baby. В анализ включили 142 
парных образца от 53 пациентов с ОЛЛ и различными перестройками гена MLL в возрасте младше 365 дней. МОБ опре-
деляли путем выявления химерных транскриптов методом полимеразно-цепной реакции в режиме реального времени в 
7 последовательных точках наблюдения (ТН), определенных протоколом терапии. Сопоставимость результатов каче-
ственного выявления МОБ в КМ и ПК составила 84,5%. При этом во всех 22 (15,5%) дискордантных образцах МОБ была 
выявлена в КМ, но не в ПК. Несмотря на высокий уровень сопоставимости результатов определения МОБ в ПК и КМ, 
наличие МОБ в ПК на различных этапах терапии не показало самостоятельной прогностической значимости. Выявлен-
ные различия не были связаны с чувствительностью метода, определяемой по величине абсолютной экспрессии гена ABL, 
а скорее всего отражали реальное распределение опухолевых клеток. В результате проведенного исследования показано, 
что использование ПК вместо КМ для мониторирования МОБ при ОЛЛ у детей 1-го года жизни нецелесообразно. В то 
же время сохранение МОБ в TH4 в КМ являлось независимым прогностически неблагоприятным фактором при терапии 
ОЛЛ у детей 1-го года жизни по протоколу MLL-Baby (OO = 7,326 (95% доверительный интервал 2,378–22565)).
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The occurrence of minimal residual disease is an important prognostic factor under acute lymphoblastic leucosis in children and adults. 
In overwhelming majority of research studies bone marrow is used to detect minimal residual disease. The comparative characteristic 
of detection of minimal residual disease in peripheral blood and bone marrow was carried out. The prognostic role of occurrence of  
minimal residual disease in peripheral blood and bone marrow under therapy according protocol MLL-Baby was evaluated. The analysis 
embraced 142 pair samples from 53 patients with acute lymphoblastic leucosis and various displacements of gene MLL younger than 
365 days.  The minimal residual disease was detected by force of identification of chimeric transcripts using polymerase chain reaction 
in real-time mode in 7 sequential points of observation established by protocol of therapy. The comparability of results of qualitative 
detection of minimal residual disease in bone marrow and peripheral blood amounted to 84.5%. At that, in all 22 (15.5%) discordant 
samples minimal residual disease was detected only in bone marrow. Despite of high level of comparability of results of detection of 
minimal residual disease in peripheral blood and bone marrow the occurrence of minimal residual disease in peripheral blood at various 
stages of therapy demonstrated no independent prognostic significance. The established differences had no relationship with sensitivity 
of method determined by value of absolute expression of gene ABL. Most likely, these differences reflected real distribution of tumor cells. 
The results of study demonstrated that application of peripheral blood instead of bone marrow for monitoring of minimal residual disease 
under acute lymphoblastic leucosis in children of first year of life is inappropriate. At the same time, retention of minimal residual disease 
in TH4 in bone marrow was an independent and prognostic unfavorable factor under therapy of acute lymphoblastic leucosis of children 
of first year of life according protocol MLL-Baby (OO=7.326, confidence interval 2.378-22.565).
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Введение. Острый лимфобластаый лейкоз (ОЛЛ) у детей 
1-го года жизни представляет собой особый тип лейкоза, 
имеющий характерные клинико-лабораторные показатели 
и уникальную биологию опухоли [1, 2]. Наиболее распро-
страненными симптомами ОЛЛ у детей 1-го года жизни 
являются гепатоспленомегалия и нейролейкоз, которые вы-
являются в данной возрастной группе заметно чаще, чем 
у детей других возрастных групп [1]. Среди лабораторных 
показателей следует выделить высокий инициальный лейко-
цитоз, CD10-негативный иммунофенотип бластных клеток 
с коэкспрессией миелоидных (CD15, CD65) и нейральных 
(NG2) антигенов, а также наличие перестроек гена MLL [1, 
3], которые, по разным данным, выявляют в 60–80% случаев 
[3–9]. Другие генетические нарушения, характерные для де-
тей более старшего возраста, такие как транслокация t(9;22)
(q34;q11)/BCR-ABL1, высокая гипердиплоидия, криптиче-
ская транслокация t(12;21)(p13;q22)/ETV6-RUNX1, трансло-
кация t(1; 19)(q23;p13.3)/TCF3-PBXJ, выявляют у детей 1-го 
года жизни крайне редко [4, 5, 10–12]. Результаты терапии 
ОЛЛ у детей 1-го года жизни остаются неудовлетворитель-
ными: бессобытийная выживаемость редко превышает 50%, 
основной причиной неудачи терапии являются рецидивы [4, 
6, 7, 13–16]. Один из эффективных способов прогнозировать 
развитие рецидивов – определение минимальной остаточной 
болезни (МОБ).

МОБ – это сохранение в организме пациента опухоле-
вых клеток в количестве, не распознаваемом стандартными 
цитологическими методами. МОБ представляет собой один 
из современных вариантов оценки ответа опухоли на ин-
тенсивную химиотерапию. Наличие МОБ в костном мозге 
(КМ) является важным прогностическим фактором при ОЛЛ 
у детей и взрослых. Для определения МОБ при ОЛЛ при-
меняют такие высокочувствительные методы диагностики, 
как полимеразно-цепная реакция и многоцветная проточная 
цитометрия [17–23]. При использовании ПЦР для монито-
ринга МОБ имеются три принципиально разные мишени: 
индивидуальные перестройки генов иммуноглобулинов (Ig) 
и T-клеточного рецептора (TCR), химерные гены, химерные 
транскрипты. В первых двух случаях исходным материалом 
для анализа является геномная ДНК, в третьем – РНК.

В подавляющем большинстве случаев ОЛЛ для выявле-
ния МОБ используют КМ [17–23]. Периферическую кровь 
(ПК) для этих целей используете крайне редко. Исключени-
ем является лишь (T-ОЛЛ) для которого показана хорошая 
сопоставимость между величиной МОБ в ПК и КМ как при 
использовании ПЦР, так и проточной цитометрии [24, 25]. 
Также есть попытки использовать свободную ДНК из плаз-
мы крови для оценки МОБ при ОЛЛ [26, 27].

В РФ Л. Г. Фечина разработала оригинальный протокол 
MLL-Baby для лечения ОЛЛ у детей 1-го года жизни, в основе 
которого лежит совместное применение интенсивной химио-
терапии вместе с дифференцирующим агентом – полностью 
транс-ретиноевой кислотой [28]. Полученные на сегодняш-
ний день результаты терапии по протоколу MLL-Baby пре-
восходят все имеющиеся аналоги [29]. Важной особенностью 
протокола стал проспективный анализ МОБ методами про-
точной цитометрии и выявлением химерных транскриптов с 
вовлечением гена MLL в ходе обратно-транскриптазной ПЦР 
(ОТ-ПЦР) и ПЦР в режиме реального времени (ПЦР-РВ). Ра-
нее мы показали прогностическое значение сохранения МОБ 
в КМ при терапии по протоколу MLL-Baby [30]. Цель данной 
работы – сравнение результатов выявления МОБ в ПК и в 
КМ и оценка прогностической роли наличия МОБ в ПК при 
терапии по протоколу MLL-Baby.

Материалы и методы. В исследование включили 53 па-
циента (20 мальчиков и 33 девочки) с ОЛЛ и различными 
перестройками гена MLL, получавших терапию по протоко-
лу MLL-Baby. Медиана возраста составила 5,3 мес (диапазон  
1 день – 11,8 мес). На этапе первичной диагностики выявле-
ние перестроек гена MLL проводили из образцов КМ метода-
ми гнездной ОТ-ПЦР по ранее описанным протоколам [31–

33] и флюоресцентной гибридизации in situ (FISH) с зондами 
LSI MLL dual color break apart rearrangement probe («Abbott 
Molecular», США) и XL MLL plus (MetaSystems, Германия) 
согласно инструкции производителя. Инициальные характе-
ристики пациентов, включенных в исследование, приведены 
в табл. 1.

Для исключения образцов низкого качества из анализа 
перед проведением ОТ-ПЦР и ПЦР-РВ оценивали качество 
РНК с использованием микроструйных чипов RNA 6000 
Nano LabChip (Caliper Technologies, США) на биоанализато-
ре Agilent 2100 (Agilent, США) согласно инструкции произ-
водителя. В дальнейшую работу брали образцы, в которых 
показатель целостности РНК превышал 4,2 [34].

Мониторинг МОБ проводили в 142 парных образцах КМ 
и ПК методом ПЦР-РВ по ранее описанным методикам [19, 
35, 36] в точках наблюдения (ТН), определенных протоколом 
терапии MLL-Baby: ТН1–ТН2 – 15-й и 36-й индукционной 
терапии; ТН3–ТН7 – после каждого курса ATRA (рис. 1). 
Пациенты с наличием t(4; 11)(q21;q23)/MLL-AF4 получа-
ли терапию по ветви высокого риска, пациенты с любыми 
другими перестройками гена MLL, достигшие к 36-м суткам 
гематологической ремиссии, были отнесены к группе про-
межуточного риска. Чувствительность ПЦР-РВ, которую 
оценивали методом лимитирующих разведений клеточных 
культур RS411 и ТНР-1, составила 1 • 10-5. Расчет МОБ про-
водили по формуле. В качестве контрольного гена использо-
вали ABL.
             Количество копий транскрипта химерного гена
МОБ = ––––––––––––––––––––––––––––––––––––––– ·100%.

              Количество копий контрольного гена
Для статистической обработки данных использова-

ли программное обеспечение “SPSS 17.0”, “Statistica 8.0”, 
“R-statistics”. При сравнении двух групп пациентов по коли-
чественным признакам использовали критерий Манна–Уитни. 
Результаты терапии оценивали по кривым бессобытийной вы-
живаемости (БСВ), построенным по методу Каплана–Майера, 
а также по кумулятивной вероятности развития рецидива. Для 
сравнения кривых использовали непараметрические log-rank-
критерий и критерий Грея соответственно. Расчет отношения 
опасности (ОО) с 95% доверительным интервалом (ДИ) про-
вели по методу Кокса в однофакторной и многофакторной мо-
делях. Все различия считались достоверными при p < 0,05. 
Информированное согласие на проведение диагностических и 
лечебных процедур было получено во всех случаях.

Т а б л и ц а  1
Характеристика пациентов, включенных в исследование (n = 53)

Показатель n %

Возраст, мес, медиана (диапазон) 5,30 (0,03–11,80)
Мальчики/девочки 20/33 37,7/62,3
Инициальный лейкоцитоз, медиана (диапазон) 86 (0,9–1264)
Инициальное поражение ЦНС 19 35,8
CD10-негативный иммунофенотип 45 84,9
Перестройка гена MLL:

MLL-AFF1 (MLL-AF4) 24 47,2
MLL-MLLT3 (MLL-AF9) 10 18,9
MLL-MLLT1 (MLL-ENL) 9 17,0
MLL-MLLT10 (MLL-AF10) 5 9,4
MLL-EPS15 (MLL-AF1p) 4 7,5

Более 1000 бластов в 1 мкл крови на 8-е сутки 
терапии дексаметазоном

7 13,2

Отсутствие гематологической ремиссии на 
36-е сутки

1 1,9
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Результаты и обсуждение. На первом этапе исследования 
мы сравнили процент выявления МОБ в 142 образцах ПК по 
сравнению с таковой в парных образцах КМ, взятых в иден-
тичные ТН. Общая сопоставимость результатов качественно-
го выявления МОБ в КМ и ПК составила 84,5% (рис. 2). При 
этом во всех 22 (15,5%) дискордантных образцах МОБ выяви-
ли в КМ, но не в ПК. Минимальную сопоставимость зафик-
сировали в ТН3 и ТН5 (77,3 и 76,2% соответственно), макси-
мальную – в ТН4 и ТН7 (92,5 и 100% соответственно) (табл. 2).  
Величина абсолютной экспрессии гена ABL, использованно-
го для нормализации, достоверно не различалась в образцах 
ПК и КМ: в ПК медиана количества копий ABL составила  
4,95 · 104 (диапазон 1,3 · 103–1,4 · 106), в КМ – 4,85 · 104 копий 
(диапазон 1,08 · 103–3,45 · 106) (p = 0,76).

На втором этапе провели оценку прогностической значи-
мости выявления МОБ в ПК в различные ТН (табл. 3). Един-
ственной ТН, для которой были выявлены различия в исхо-
дах терапии между МОБ-позитивными и МОБ-негативными 
пациентами, была ТН6. Кроме того, базируясь на раннее по-
лученных данных о негативной прогностической роли сохра-
нения МОБ в ТН4 в КМ, мы повторно оценили прогностиче-
скую роль наличия МОБ в этой ТН в КМ при включении в 
анализ всех 53 пациентов. При этом показали, что сохране-

ние МОБ ТН4 в КМ ведет к достоверно более низкой БСВ по 
сравнению с таковой у МОБ-негативных пациентов (0,06 ± 
0,06 и 0,7 ± 0,09 соответственно; p = 0,0001) и более высокой 
кумулятивной вероятности развития рецидива (0,92 ± 0,01 
и 0,29 ± 0,08 соответственно; p < 0,0001) (рис. 3). Медиа-
на времени наблюдения составила 5,02 года. Также получи-
ли достоверные различия в величинах БСВ и кумулятивной 
вероятности развития рецидива между МОБ-позитивными и 
МОБ-негативными пациентами в ТН4 в КМ при разделении 
их на группы высокого и промежуточного риска (рис. 4).

Затем мы оценили прогностическое значение наличия 
МОБ в ТН6 в ПК по сравнению с МОБ, определенной в 
ТН4 в КМ. При этом показали, что использование ПК в 

Рис. 1. Схема протокола MLL-Baby с указанием ТН, в которые проводили оценку МОБ.

Т а б л и ц а  2
Сопоставимость выявления МОБ в КМ и ПК в различные ТН 
протокола MLL-Baby

ТН Количество образцов Сопоставимость, %

1 19 89,5
2 31 80,6
3 22 77,3
4 26 92,3
5 21 76,2
6 16 87,5
7 7 100

Рис. 2. Сопоставимость результатов определения (в %) МОБ 
в КМ (по горизонтали) и ПК (по вертикали).
Горизонтальная и вертикальная пунктирные линии отграничивают не-
гативные образцы от позитивных. Цифры – количество образцов. Каче-
ственная сопоставимость 84,5%.
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ТН6 не дает дополнительных преимуществ, так как ис-
ходы терапии, определенные по данным этой ТН, практи-
чески полностью дублируют данные, полученные в КМ в 
ТН4 (рис. 5).

Результаты оценки влияния различных инициальных 
параметров и факторов ответа на терапию, включая МОБ в 
ТН4 в КМ, на развитие рецидива ОЛЛ показали, что в одно-
факторной модели значимыми факторами, повышающими 
вероятность развития рецидивов, были инициальные лей-
коцитоз выше 100 · 109 (ОО = 2,443 (95% ДИ 1,129–5,285)) 
и нейролейкоз (ОО = 2,995 (95% ДИ 1,382–6,493)), а также 
сохранение МОБ в ТН4 в КМ (ОО = 7,181 (95% ДИ 3,002–
17,177)). В то же время в многофакторной модели пропор-
ционального риска Кокса единственным значимым фактором 
являлось сохранение МОБ в ТН4 в КМ (ОО = 7,326 (95% ДИ 
2,378–22,565)) (табл. 4).

Использование ПК для оценки МОБ выглядит довольно 
привлекательным в силу ряда факторов: простоты взятия ма-
териала, возможности более частых исследований, снижения 
травматизации, по сравнению с использованием КМ. Еще 
одним немаловажным фактором является идентичность опу-
холевых бластов в КМ и ПК при ОЛЛ, что показано путем 
сравнения профиля экспрессии генов [37]. Выявление МОБ в 
ПК стало рутинной практикой при хроническом миелолейкозе 
[38]. Также это находит применение при ряде солидных опухо-
лей [39–41], лимфомах [42–44], множественной миеломе [45]. 
Поскольку химерные гены и их транскрипты обнаруживают 
лишь у 35–40% пациентов с ОЛЛ, то предпринимались попыт-
ки использовать величину экспрессии гена опухоли Вильмса 
(WT1) в ПК в качестве суррогатного маркера оценки МОБ, но 
в отличие от острого миелоидного лейкоза этот подход не по-
лучил большого распространения при ОЛЛ [46].

Работ, посвященных целенаправленному исследованию 
МОБ в ПК при ОЛЛ, не очень много, и в большинстве из них 
оценивалась лишь техническая возможность использования 
ПК для мониторинга МОБ. При использовании в качестве 
мишени для выявления МОБ индивидуальных перестроек 
генов Ig/TCR показана сходная кинетика МОБ в ПК и КМ 
при ОЛЛ [47]. Позднее удалось продемонстрировать высо-
кий уровень сопоставимости количественных результатов 
определения МОБ в ПК и КМ при T-ОЛЛ методом ПЦР, в 
то время как для B-линейных ОЛЛ величина МОБ в ПК и 
КМ заметно различалась [25]. Подобные данные получены 
и при использовании в качестве метода мониторинга МОБ 
проточной цитометрии [24]. Более противоречивые резуль-
таты оказались при применении химерных транскриптов для 
сравнительной оценки МОБ в ПК и КМ. Так, F. van Rhee и 
соавт. выявили сходный уровень экспрессии BCR-ABL, нор-
мализованный как на 1 мкг РНК, вносимый в реакцию, так 
и по отношению к экспрессии контрольного гена ABL [48]. 
В то же время H. Martin и соавт. показали, что величина экс-
прессии BCR-ABL в КМ была примерно в 35 раз выше, чем 
в ПК [49].

Еще меньше исследований проводилось для определения 
прогностической роли МОБ в ПК при ОЛЛ. М. Brisco и со-
авт. обнаружили, что наличие МОБ в ПК у пациентов с ОЛЛ 
в ремиссии являлось ранним маркером предшествующего 
гематологического рецидива [50]. E. Coustan-Smith и соавт. 
выявили, что одновременное наличие МОБ в ПК и КМ на 
момент окончания индукционной терапии (46-е сутки) по 
протоколам TOTAL вело к более высокой вероятности реци-
дива, чем у тех, у кого МОБ детектировали только в КМ [24]. 
M. Borowitz и соавт. показали прогностическую значимость 
наличия и величины МОБ в ПК на 8-е сутки терапии по про-

Т а б л и ц а  3
Прогностическое значение наличия МОБ в ПК в различные ТН

ТН Бессобытийная выживаемость (стандартная ошибка) p Кумулятивная вероятность рецидива (стандартная ошибка p

МОБ (+) МОБ (-) МОБ (+) МОБ (-)

2 0,15 (0,12) 0,50 (0,25) 0,433 0,70 (0,09) 0,51 (0,02) 0,460
3 0,16 (0,15) 0,42 (0,10) 0,467 0,83 (0,04) 0,62 (0,04) 0,502
4 0,20 (0,17) 0,51 (0,18) 0,499 0,80 (0,05) 0,50 (0,03) 0,481
5 0 0,57 (0,24) 0,098 0,66 (0,13) 0,42 (0,09) 0,091
6 0 0,44 (0,14) 0,056 0,88 (0,11) 0,25 (0,13) 0,030

П р и м е ч а н и е . ТН1 и ТН7 исключили из анализа по следующим причинам: в ТН1 все образцы были МОБ-позитивными, в ТН7 было 
7 образцов.

Рис. 3. БСВ (а) и кумулятивная вероятность развития рецидива (б) МОБ-позитивных и МОБ-негативных пациентов в зависи-
мости от выявления МОБ в TH4 в КМ.
Здесь и на рис. 4: по оси абсцисс время наблюдения (в мес); медиана времени наблюдения 5,02 года.



КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА, № 4, 2015

18

токолам группы POG (P9904, P9905, P9906): с увеличением 
значения МОБ снижалась БСВ [21]. J. Volejnikova и соавт. 
напротив, использовали определение МОБ в ПК для поис-
ка прогностически благоприятной группы пациентов. В эту 
категорию они отнесли больных, которые имели величину 
МОБ в ПК на 15-е сутки терапии по протоколу ALL IC-BFM 
2002 ниже, чем 10-4 [51]. U. Scheuring и соавт. представили 
данные, согласно которым при мониторинге МОБ у пациен-
тов с Ph-позитивным ОЛЛ увеличение нормализованного ко-
личества копий BCR-ABL более чем в 100 раз ассоциировано 
с быстрым развитием гематологического рецидива [52].

Полученные в нашей работе различия между выявлени-
ем МОБ в ПК и КМ могут быть объяснены как изначально 
меньшим количеством опухолевых клеток в ПК, так и боль-
шей скоростью их элиминации при проведении программной 
химиотерапии. Мы не получили убедительных данных, до-
казывающих прогностическое значение наличия МОБ в ПК 
в различные ТН при терапии ОЛЛ по протоколу MLL-Baby. 
В то же время наши результаты однозначно свидетельствуют 
о важной роли определения МОБ в КМ: пациенты, у которых 
сохранялась МОБ в ТН4 в КМ, имели более низкие показа-
тели БСВ. При этом подавляющим большинством неблаго-
приятных событий в этой группе являлись рецидивы. Важно 
подчеркнуть, что достоверные различия были зафиксирова-
ны также между МОБ-позитивными и МОБ-негативными 
пациентами при разделении на группы высокого и проме-
жуточного риска. Интересно отметить, что в группе МОБ-

негативных пациентов с наличием MLL-AF4 было всего 2 
неблагоприятных события (14%),  а в аналогичной группе с 
наличием других перестроек гена MLL их выявляли заметно 
чаще – 35% (n = 6).

Несмотря на высокий уровень сопоставимости результа-
тов определения МОБ в ПК и КМ, наличие МОБ в ПК на 

Рис. 4. БСВ и кумулятивная вероятность развития рецидива у 25 пациентов группы высокого риска (с наличием MLL-AF4) (а) 
и 28 пациентов группы промежуточного риска (все остальные перестройки гена MLL) (б) в зависимости от обнаружения МОБ 
в TH4 в КМ.
Слева по вертикали – БСВ; справа – кумулятивная вероятность развития рецидива.

Рис. 5. Оценка прогностического значения выявления МОБ в 
TH6 в ПК по отношению к МОБ в TH4 в КМ.
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различных этапах терапии не показало самостоятельной 
прогностической значимости. Выявленные различия не бы-
ли связаны с чувствительностью метода, определяемой по 
величине абсолютной экспрессии гена ABL, а скорее всего 
отражали реальное распределение опухолевых клеток в раз-
личных компартментах. Использование ПК вместо КМ для 
мониторирования МОБ при ОЛЛ у детей 1-го года жизни не-
целесообразно. В то же время сохранение МОБ в ТН4 в КМ 
является независимым прогностически неблагоприятным 
фактором при терапии ОЛЛ у детей 1-го года жизни по про-
токолу MLL-Baby.
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