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Резюме ___________________________________________________________________________________________________ 

Острый миелоидный лейкоз (ОМЛ) занимает 15–20% в структуре детских острых 
лейкозов. Несмотря на успехи, достигнутые за последние годы, терапия ОМЛ оста-
ется трудной задачей. Важную роль в определении оптимальной тактики терапии 
играет определение уровня минимальной остаточной болезни (МОБ). Для ОМЛ с пе-
рестройками гена KMT2A одним из наиболее чувствительных методов детекции МОБ 
является количественная ПЦР. Перестройки гена KMT2A представляют собой крайне 
гетерогенную группу, в связи с чем для их первичной детекции применяют различ-
ные молекулярно-биологические методы, включая длинную инвертированную ПЦР, 
мультиплексную ПЦР и таргетное высокопроизводительное секвенирование, что 
позволяет не только подтвердить наличие перестройки гена KMT2A, но и уточнить 
характер этой перестройки. В дальнейшем для мониторинга МОБ может применять-
ся как мультиплексная, так и моноплексная количественная ПЦР. Целью работы яв-
лялось сравнение методов мультиплексной и моноплексной ОТ-ПЦР в режиме ре-
ального времени в контексте мониторинга МОБ у пациентов с KMT2A-позитивными 
ОМЛ. В исследование было включено 20 пациентов с KMT2A-позитивным ОМЛ, про-
ходивших диагностику в лаборатории цитогенетики и молекулярной генетики НМИЦ 
ДГОИ имени Дмитрия Рогачева. Определение экспрессии химерного транскрипта 
выполнено суммарно в 37 точках, из них 14 – исследование на инициальном мате-
риале, 23  – исследование на материале в контрольных точках, предусмотренных 
протоколом лечения. В  33  случаях химерный транскрипт детектировался обоими 
методами, в 4 случаях – только при использовании моноплексной ОТ-ПЦР в режиме 
реального времени. При использовании моноплексной ОТ-ПЦР отношение копийно-
сти химерного транскрипта к копийности контрольного гена было достоверно выше, 
нежели при использовании мультиплексной ОТ-ПЦР (n=33, p<0,001). Проведенное 
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сравнение демонстрирует, что моноплексная ОТ-ПЦР в режиме реального времени 
является не только более специфичным, но и более чувствительным методом детек-
ции МОБ.
Ключевые слова: ген KMT2A, мониторинг МОБ, острый миелоидный лейкоз, ОТ-ПЦР 
в режиме реального времени
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Abstract ___________________________________________________________________________________________________ 

Acute myeloid leukemia (AML) occupies 15–20% in the structure of childhood acute 
leukemia. Despite the advances made in recent years, the treatment of AML remains 
a challenge. The level of minimal residual disease (MRD) plays an important role in 
determining of the optimal therapy tactics. For AML with KMT2A gene rearrangements, 
quantitative PCR is one of the most sensitive methods for MRD detection. KMT2A 
rearrangements are extremely heterogeneous, and therefore, for their primary detection, 
various molecular methods are used, including long-distance inverse PCR, multiplex PCR, 
and targeted high-throughput sequencing, which enables not only to confirm KMT2A 
rearrangement presence, but also to clarify its structure. Subsequently, both multiplex 
and monoplex quantitative PCR can be used for MRD monitoring. The purpose of the work 
was to compare methods of multiplex and monoplex real-time RT-PCR in the context of 
MRD monitoring in patients with KMT2A-positive AML. The study included 20  patients 
with KMT2A-positive AML who underwent diagnostics in the laboratory of cytogenetics 
and molecular genetics in Dmitry Rogachev National Medical Research Center of Pediatric 
Hematology, Oncology and Immunology. The chimeric transcript expression analysis was 
performed at 37 points, including 14 initial and 23 MRD samples as determined by the 
treatment protocol. In 33 cases, the chimeric transcript was detected by both methods, 
and in 4 cases, only by real-time monoplex RT-PCR. When using monoplex RT-PCR, the copy 
ratio of the chimeric transcript to the copy number of the control gene was significantly 
higher than when using multiplex RT-PCR (n=33, p<0.001). This comparison demonstrates 
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	� ВВЕДЕНИЕ
Острый миелоидный лейкоз (ОМЛ) – это злокачественное заболевание крове-

творной системы, характеризующееся опухолевой трансформацией клеток-предше-
ственников миелоидной линии гемопоэза. Несмотря на успехи, достигнутые за по-
следние годы, терапия ОМЛ остается трудной задачей. Важную роль в определении 
оптимальной тактики терапии на сегодняшний день играет выявление ряда цитоге-
нетических и молекулярно-генетических маркеров, позволяющих отнести пациента 
в ту или иную прогностическую группу. Например, известно, что мутации в гене NPM1 
являются благоприятным прогностическим фактором в отношении общей и бессо-
бытийной выживаемости  [3], тогда как перестройки гена NUP98 ассоциированы с 
крайне неблагоприятным прогнозом [4]. Отдельного внимания заслуживают случаи 
ОМЛ с перестройками гена KMT2A (lysine methyltransferase 2A, ранее MLL  – mixed 
lineage leukemia). Перестройки гена KMT2A представляют собой крайне гетероген-
ную молекулярно-генетическую группу и в целом характеризуются неблагоприят-
ным прогнозом, за исключением транслокации t(9;11)(p21.3;q23.3)/KMT2A::MLLT3, 
которая относится к группе промежуточного риска [5].

Помимо инициальной цитогенетической и молекулярно-генетической харак-
теристики, важным параметром, определяющим прогноз заболевания, является 
уровень минимальной остаточной болезни (МОБ) [6]. Уровень МОБ используется в 
качестве прогностического показателя как отечественными (ОМЛ-MRD-2018), так 
и зарубежными (AIEOP, NOPHO) группами по лечению ОМЛ у детей. Определение 
уровня МОБ позволяет своевременно провести рестратификацию пациентов по 
группам риска после проведения индукционного курса полихимиотерапии (ПХТ) и 
выбрать оптимальную тактику дальнейшей терапии. В настоящее время существует 
два основных подхода к высокочувствительному мониторингу МОБ – иммунофено-
типический и молекулярный. Многоцветная проточная цитометрия является наибо-
лее активно применяемым методом детекции МОБ в силу своей универсальности 
и применимости у большинства пациентов [7,  8]. Однако для некоторых генетиче-
ских подгрупп ОМЛ наиболее чувствительным методом детекции МОБ являются раз-
личные варианты количественной ПЦР в режиме реального времени [9]. Например, 
разработаны и отвалидированы большими международными группами системы де-
текции МОБ на основе ПЦР для таких распространенных подтипов ОМЛ, как ОМЛ с 
t(8;21)(q22;q22.1)/RUNX1::RUNX1T1 и inv(16)(p13.1q22)/CBFB::MYH11 [10–12], а также с 
мутациями NPM1 [13]. Для острого промиелоцитарного лейкоза ПЦР на химерный 
транскрипт PML::RARa является «золотым стандартом» мониторинга МОБ [14]. Пере-
стройки гена KMT2A также представляют собой привлекательную мишень для мони-
торинга МОБ на основе ПЦР, особенно в случаях зрелого моноцитарного фенотипа 
ОМЛ [15]. Однако стандартной системы для детекции перестроек гена KMT2A мето-
дом ПЦР на сегодняшний день не существует, поскольку они относительно редко  

that real-time monoplex RT-PCR is not only more specific, but also more sensitive for PCR-
based MRD detection.
Keywords: KMT2A gene, MRD monitoring, acute myeloid leukemia, real-time RT-PCR
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встречаются у пациентов взрослого возраста и характеризуются выраженной моле-
кулярно-генетической гетерогенностью. Среди пациентов детского возраста пере-
стройки гена KMT2A встречаются значительно чаще, что позволило нам провести 
сравнение различных методов детекции перестроек гена KMT2A у данной когорты 
пациентов [16–18].

Метод количественной либо качественной мультиплексной ПЦР является срав-
нительно быстрым и удобным для детекции перестроек гена KMT2A в дебюте заболе-
вания, когда содержание опухолевых клеток в биологическом материале достаточно 
высоко [19]. Однако при эффективности проводимой ПХТ в дальнейшем содержание 
опухолевых клеток в костном мозге пациента резко снижается, что требует приме-
нения высокочувствительных методов для дальнейшей детекции МОБ. Одним из 
способов повышения чувствительности количественной ПЦР в режиме реального 
времени является использование одной пары праймеров, специфической именно 
для данного варианта перестройки гена KMT2A. 

	� ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ
Сравнить результаты двух методов детекции МОБ при KMT2A-позитивных ОМЛ у 

детей – мультиплексной и моноплексной количественной ПЦР в режиме реального 
времени с обратной транскрипцией.

	� МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Пациенты. В исследование было включено 20 пациентов с KMT2A-позитивным 

ОМЛ, проходивших диагностику в лаборатории цитогенетики и молекулярной гене-
тики НМИЦ ДГОИ имени Дмитрия Рогачева в период с 2019 по 2021 г. Определение 
экспрессии химерного транскрипта выполнено суммарно в 37 точках, из них 14 – ис-
следование на инициальном материале (в дебюте заболевания), 23 – исследование 
на материале в контрольных точках, предусмотренных протоколом лечения.

Определение и характеристика перестройки в гене  KMT2A. Всем пациен-
там было выполнено стандартное кариотипирование методом G-banding с описа-
нием согласно международной системе цитогенетической номенклатуры хромо-
сом [20], перестройки гена KMT2A подтверждали методом флуоресцентной гибри-
дизации in situ (FISH) с пробой на разрыв хромосомного региона 11q23 Kreatech 
KMT2A breakapart (Leica, Нидерланды) либо транслокационными пробами Kreatech 
KMT2A::AFF1, KMT2A::AFDN, KMT2A::MLLT3, KMT2A::MLLT1 (Leica, Нидерланды). При-
роду гена-партнера определяли методами FISH или мультиплексной полимеразной 
цепной реакции в режиме реального времени с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР) 
с прямыми праймерами и пробами к гену KMT2A [21] и праймерам на 8 основных ге-
нов-партнеров (AFF1, MLLT3, MLLT1, MLLT10, MLLT4, ELL, EPS15, MLLT6) [22–26]. Приро-
ду KMT2A-химерного транскрипта определяли методом секвенирования по Сэнгеру. 
Точную локализацию точки разрыва гена KMT2A и гена-партнера в химерных транс-
криптах определяли с помощью программы парного выравнивания Blast (https://
blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Определение уровня экспрессии химерного транскрипта. Оценку уровня экс-
прессии химерного транскрипта выполняли как на инициальном материале, так и на 
материале в контрольных точках с положительным МОБ-статусом. Во всех точках па-
циентам была выполнена оценка уровня экспрессии химерного транскрипта двумя 
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методами – мультиплексной и моноплексной количественной ПЦР с обратной транс-
крипцией (ОТ-ПЦР) в режиме реального времени. Для проведения ОТ-ПЦР из клеток 
костного мозга выделяли РНК набором InnuPrep DNA/RNA Mini Kit (Analytik Jena AG, 
Jena, Germany). Общий принцип количественной ОТ-ПЦР в режиме реального време-
ни представлен на рисунке [19]. 

Для мультиплексной ОТ-ПЦР в режиме реального времени использовали комби-
нации прямых и обратных праймеров, специфических для конкретного гена-партне-
ра (MLLT3-mix, MLLT10-mix и т.  д.). Для моноплексной ОТ-ПЦР в режиме реального 
времени использовали одну пару праймеров, специфическую для данного типа пе-
рестройки (с учетом природы гена-партнера и локализации точки разрыва в обоих 
генах), подобранную по результатам предшествующего секвенирования химерного 

ПЦР с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР) в режиме реального времени для детекции экспрессии 
химерных транскриптов [19]
Real-time PCR with reverse transcription for fusion transcripts detection [19]
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транскрипта по Сэнгеру. Дизайн праймеров, использованных для моноплексной  
ОТ-ПЦР в режиме реального времени, приведен в таблице. Количественно уровень 
экспрессии химерного транскрипта выражали в соотношении (Ratio) количества 
копий химерного транскрипта и количества копий контрольного гена. В  качестве 
контрольного гена использовали ABL [27]. Для инициального материала исследова-
ние проводили в двух повторах, для материала в контрольных точках исследование 
проводили в трех повторах. Результат ОТ-ПЦР считали положительным при наличии 
сигнала во всех повторах либо в двух из трех повторов. Для контроля качества ана-
литического этапа параллельно проводили оценку уровня экспрессии таргетного 
химерного транскрипта в контрольных позитивном и негативном образцах.

Статистический анализ. Статистическую обработку и анализ полученных дан-
ных осуществляли с помощью пакета программ IBM SPSS Statistics, версия 23. Для 
сравнения определения уровня экспрессии химерного транскрипта двумя различ-
ными методами применяли непараметрический критерий знаковых рангов Уилкок-
сона для связанных выборок. Различия считались статистически значимыми при 
p<0,05.

	� РЕЗУЛЬТАТЫ
Нами была проведена оценка уровня экспрессии KMT2A-химерных транскриптов 

в анализируемых точках (n=37) с использованием методов мультиплексной и моно-
плексной ОТ-ПЦР в режиме реального времени (см. таблицу). В 33 случаях химерный 
транскрипт выявлялся обоими методами, в 4 случаях – только при использовании 
моноплексной ОТ-ПЦР в режиме реального времени. В  9  случаях из 33 химерный 
транскрипт детектировался мультиплексной ОТ-ПЦР, однако копийность оказыва-
лась слишком низкой для количественного выражения (Ratio=0). В 33 случаях отно-
шение копийности химерного транскрипта к копийности контрольного гена было 
выше при использовании метода моноплексной ОТ-ПЦР в режиме реального вре-
мени. В  целом при использовании моноплексной ОТ-ПЦР отношение копийности 
химерного транскрипта к копийности контрольного гена было достоверно выше, 
нежели при использовании мультиплексной ОТ-ПЦР (непараметрический критерий 
знаковых рангов Уилкоксона, p<0,001).

	� ОБСУЖДЕНИЕ
Уровень МОБ – это важный признак, позволяющий спрогнозировать течение ОЛ 

и оптимизировать проводимую терапию [6]. На сегодняшний день наиболее активно 
применяемым методом детекции МОБ при ОМЛ является многоцветная проточная 
цитометрия. Тем не менее для ряда молекулярных подтипов ОМЛ в силу гетероген-
ности и разнообразия иммунофенотипов миелоидных опухолевых клеток, а также 
нередкого изменения профиля экспрессии антигенов в процессе терапии более вы-
сокочувствительным и специфичным методом детекции МОБ является применение 
количественной ПЦР в режиме реального времени [28,  29]. Одной из таких групп 
являются KMT2A-позитивные ОМЛ. Перестройки гена KMT2A являются удобной ми-
шенью для мониторинга МОБ, поскольку являются ведущим событием в онкогенной 
трансформации и не теряются в клональной эволюции опухоли [30].
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Ген KMT2A расположен на длинном плече хромосомы 11 в регионе 11q23.3 и ко-
дирует белок лизинметилтрансферазу 2А, принадлежащий к белковому семейству 
лизинметилтрансфераз 2 (KMT2). Кодируемый им белок входит в состав крупного 
хроматин-модулирующего белкового комплекса, осуществляющего эпигенетиче-
ский контроль экспрессии генов [31]. Перестройки KMT2A крайне гетерогенны: для 
данного гена описано более 120 хромосомных аберраций и охарактеризовано бо-
лее 90 различных генов-партнеров. При этом, по данным европейских и американ-
ских регистров, существует 6 наиболее частых генов-партнеров (AFF1 (35,8%), MLLT3 
(19,1%), MLLT1, MLLT10, ELL, AFDN), на чью долю суммарно приходится более 80% из-
вестных перестроек гена KMT2A [2]. Кроме того, для гена KMT2A также характерна 
вариабельность локализации точки разрыва. Чаще всего разрыв происходит в не-
большом регионе протяженностью около 10 тысяч пар нуклеотидов (с 8-го по 14-й 
экзон), так называемом главном кластере точек разрыва (major breakpoint cluster 
region) [2, 32]. Существует также минорный кластер точек разрыва, захватывающий 
интервал с интрона 19 по экзон 24 гена KMT2A [33], и описан ряд случаев с разрывом 
KMT2A вне обоих кластеров. 

Учитывая все вышеперечисленное, для детекции перестроек данного гена зача-
стую применяют мультиплексную ПЦР. При применении мультиплексной ПЦР состав 
набора праймеров может быть различным. Если природа гена-партнера известна 
(например, по результатам стандартного кариотипирования или FISH), возможно 
использование небольшого набора из нескольких прямых и обратных праймеров, 
специфичных для конкретного гена-партнера, но не локализации точки разрыва. 
Если природа гена-партнера не известна, используются расширенные мультиплекс-
ные системы, в состав которых входят несколько прямых праймеров и большое ко-
личество обратных праймеров, комплементарных наиболее частым генам-партне-
рам. Метод мультиплексной ПЦР является сравнительно быстрым и крайне удобным 
в дебюте заболевания, когда содержание опухолевых клеток в биологическом ма-
териале достаточно высоко. С его помощью можно не только подтвердить наличие 
перестройки гена KMT2A, но и уточнить природу гена-партнера и локализацию точ-
ки разрыва при последующем секвенировании ПЦР-продукта по Сэнгеру. Однако 
при эффективности проводимой ПХТ в дальнейшем содержание опухолевых клеток 
в костном мозге пациента резко снижается, в результате чего мультиплексная ПЦР 
может оказаться недостаточно чувствительным методом для детекции МОБ и приво-
дить к ложноотрицательным результатам.

Увеличить чувствительность метода ПЦР теоретически возможно при умень-
шении количества используемых праймеров, то есть при использовании моно-
плексной системы вместо мультиплексной. В  нашей работе при использовании 
моноплексной ОТ-ПЦР среднее отношение копийности химерного транскрипта к 
копийности контрольного гена было достоверно выше, нежели при использовании 
мультиплексной ОТ-ПЦР, что свидетельствует о более высокой чувствительности 
данного метода. Кроме того, использование пациент-специфической пары прайме-
ров (с учетом природы гена-партнера и локализации точки разрыва в гене KMT2A) 
при проведении моноплексной ПЦР повышает специфичность метода и снижает 
вероятность ложноположительного результата при перекрестной контаминации 
биологического материала.
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Также важно упомянуть, что для гена KMT2A характерно большое количество 
различных редких вариантов перестроек, например, KMT2A::NEBL, KMT2A::ABI1, 
KMT2A::USP10, KMT2A::BTK и др. [26, 34, 35]. При наличии одной из таких редких пере-
строек применение ОТ-ПЦР с использованием пациент-специфической пары прай-
меров является крайне чувствительным, специфичным и легко воспроизводимым 
методом детекции МОБ.

	� ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Уровень МОБ – это один из основных параметров, позволяющих оценить ответ 

на проводимую терапию и спрогнозировать течение ОМЛ. Оценка уровня МОБ яв-
ляется важным этапом, включенным в современные протоколы лечения ОМЛ. Для 
группы KMT2A-позитивных ОМЛ одним из высокочувствительных методов детекции 
МОБ является количественная ПЦР в режиме реального времени. Нами проведена 
сравнительная оценка двух вариантов детекции МОБ с помощью количественной 
ОТ-ПЦР  – с использованием нескольких прямых и обратных праймеров (мульти-
плексная ОТ-ПЦР в режиме реального времени) и с использованием пациент-специ-
фической пары праймеров (моноплексная ОТ-ПЦР в режиме реального времени). 
При использовании моноплексной ОТ-ПЦР среднее отношение копийности химер-
ного транскрипта к копийности контрольного гена достоверно выше, нежели при 
использовании мультиплексной ОТ-ПЦР, что свидетельствует о более высокой чув-
ствительности данного метода.

_________________________________________________________________________________________________
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