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Резюме ___________________________________________________________________________________________________ 

Хромосомная транслокация t(10;11)(p12.31;q14.2) с образованием химерного гена 
PICALM::MLLT10 является редкой рекуррентной перестройкой при некоторых типах 
острых лейкозов, включая острый миелоидный лейкоз (ОМЛ). Она ассоциирована с 
неблагоприятным прогнозом и в настоящее время включена в риск-стратификацию 
ОМЛ у детей, получающих терапию по протоколу ОМЛ-MRD-2018, в качестве мар-
кера высокого риска. Экспрессия PICALM::MLLT10 может использоваться в качестве 
мишени для мониторинга минимальной остаточной болезни (МОБ) методом количе-
ственной ПЦР с обратной транскрипцией. Однако в силу редкости и гетерогенности 
данной перестройки для нее отсутствуют коммерчески доступные калибровочные 
стандарты. 
Целью данной работы явилось создание калибровочных стандартов для оценки экс-
прессии химерного гена PICALM::MLLT10 методом клонирования в плазмидный век-
тор. Были заклонированы 4 фрагмента PICALM::MLLT10 с различными локализация-
ми точек разрыва в гене MLLT10 (интроны 4, 6, 9 и 10) и локализацией точки разрыва 
в гене PICALM в интроне 19. Для каждого калибровочного стандарта было показано 
наличие корректной вставки методом секвенирования по Сэнгеру и отсутствие му-
таций в сайтах посадки праймеров и проб для количественной ПЦР. Чувствитель-
ность примененных в настоящей работе систем детекции составила 10 копий в ре-
акции в ПЦР с плазмидными стандартами и 1/10  000 в 10-кратных лимитирующих 
разведениях. Значение углового коэффициента для калибровочных стандартов 
составило 3,4±0,05, свободного коэффициента – 34,7±1,24, значение R2 превышало 
0,95 во всех случаях, коэффициент вариации для образцов с минимальным содер-
жанием молекул-мишеней составил 1,12±0,43%, что соответствует международным 
рекомендациям для систем детекции и количественных стандартов, применяемых  
в мониторинге МОБ методом ОТ-ПЦР в режиме реального времени.
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Abstract ___________________________________________________________________________________________________ 

The chromosomal translocation t(10;11)(p12.31;q14.2) leading to PICALM::MLLT10 fusion 
gene formation is a rare recurrent rearrangement in some types of acute leukemia, 
including acute myeloid leukemia (AML). It  is associated with a poor prognosis and is 
currently included in the risk stratification of AML in children receiving therapy according 
to the AML-MRD-2018 protocol as a high-risk marker. PICALM::MLLT10 expression can be 
used as a target for minimal residual disease (MRD) monitoring by quantitative reverse 
transcription-PCR. However, due to the rarity and heterogeneity of this rearrangement, 
there are no commercially available calibration standards for it. The goal of this work 
was to create calibration standards for assessing the expression of the chimeric gene 
PICALM::MLLT10 by cloning into a plasmid vector. Four fragments of PICALM::MLLT10 were 
cloned with different localizations of breakpoints in the MLLT10 gene (introns 4, 6, 9 and 
10) and localization of the breakpoint in the PICALM gene in intron 19. For each calibration 
standard, the presence of a correct insert was demonstrated by Sanger sequencing and 
the absence of mutations in the primer binding sites and probes for quantitative PCR. 
The sensitivity of the detection systems used in this work was 10 copies in a PCR reaction 
with plasmid standards and 1/10000 in 10-fold limiting dilutions. The  slope coefficient 
for calibration standards was 3.4±0.05, y-intercept was 34.7±1.24, the R2 value exceeded 
0.95 in all cases, the coefficient of variation for samples with a minimum content of target 
molecules was 1.12±0.43%, which corresponds to international recommendations for 
systems detection and quantitative standards used in real-time RT-PCR monitoring of 
MRD.
Keywords: AML, fusion genes, PICALM::MLLT10, quantitative RT-PCR, calibration 
standards, MRD monitoring
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	� ВВЕДЕНИЕ
Острый миелоидный лейкоз (ОМЛ) – это злокачественное заболевание крове-

творной системы, характеризующееся опухолевой трансформацией клеток-пред-
шественниц миелоидной линии гемопоэза. Эта трансформация ассоциирована с 
гетерогенными генетическими изменениями, затрагивающими различные области 
генома, и вызывает неконтролируемую пролиферацию и нарушение дифференци-
ровки гемопоэтических клеток. Для ОМЛ детского возраста характерна частая встре-
чаемость крупных хромосомных перестроек – прежде всего транслокаций, а также 
инверсий, делеций и других аберраций, приводящих к формированию химерных 
генов, – до 70–75% в зависимости от возрастной группы [1]. Рекуррентные хромо-
сомные аберрации напрямую влияют на патогенез ОМЛ и, таким образом, тесно свя-
заны с биологическими и клиническими особенностями заболевания. Хотя класси-
фикация ОМЛ изначально была основана на морфологическом и цитохимическом 
исследовании бластных клеток, наличие специфических генетических аберраций 
все больше заменяет традиционные цитоморфологические критерии – 5-е издание 
Классификации гематолимфоидных опухолей Всемирной организации здравоохра-
нения признает девять подтипов ОМЛ, определяемых рекуррентными хромосомны-
ми аномалиями [2], а Международная консенсусная классификация (ICC) миелоид-
ных злокачественных новообразований признает 11 подтипов [3].

Молекулярно-генетические характеристики опухоли лежат в основе современ-
ных риск-адаптированных подходов к терапии ОМЛ, позволяя прогнозировать ожи-
даемую продолжительность ремиссии и определять показания к трансплантации 
гемопоэтических стволовых клеток  [4]. Кроме того, терапия ОМЛ подразумевает 
продолжительное мониторное наблюдение для оценки эффективности и необходи-
мости интенсификации проводимой терапии. Важным параметром, определяющим 
эффективность терапии и прогноз заболевания, является уровень минимальной 
остаточной болезни (МОБ)  [5]. Уровень МОБ показал свою значимость в качестве 
прогностического фактора в крупных международных исследованиях (St  Jude [6], 
NOPHO [7], PETHEMA [8], AML-BFM [9] и других) и используется в терапии ОМЛ дет-
ского возраста в Российской Федерации (протокол ОМЛ-MRD-2018). Определение 
уровня МОБ после завершения курса индукции ремиссии позволяет рестратифи-
цировать пациентов по группам риска и выбрать оптимальную тактику дальнейшей 
терапии. 

В настоящее время существует два основных метода высокочувствительной де-
текции МОБ – многоцветная проточная цитометрия и количественная ПЦР. Много-
цветная проточная цитометрия является наиболее универсальным и широко приме-
няемым методом детекции МОБ [10, 11]. Однако в силу значительного разнообразия 
и сложности иммунофенотипов опухолевых клеток при ОМЛ [12] необходимо опре-
деление МОБ независимым молекулярным методом – количественной ПЦР [13]. Хи-
мерные гены, образующиеся в результате рекуррентных хромосомных аберраций, 
представляют собой хорошую мишень для детекции МОБ методами на основе ПЦР 
при ОМЛ у детей, поскольку широко распространены и стабильны в клональной эво-
люции опухоли. Системы праймеров и проб для детекции наиболее часто встреча-
ющихся ОМЛ-ассоциированных перестроек разработаны давно и применяются в те-
чение длительного времени – t(8;21)(q22;q22.1)/RUNX1::RUNX1T1 и inv(16)(p13.1q22)/
CBFB::MYH11 [14–16], PML::RARa [17]. Однако большинство рекуррентных хромосомных  
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транслокаций при ОМЛ встречаются редко. Так, в крупнейшем на сегодняшний день 
исследовании генетического профиля ОМЛ (исключая промиелоцитарный вариант) 
у детей и подростков Bolouri и соавт. [1] из всех образцов с детектированными химер-
ными генами на долю 31 редкой перестройки пришлось всего 22,4% случаев (99 из 
442), тогда как доля CBF-ОМЛ составила 44,3% (196 из 442), а доля KMT2A-позитивных 
образцов составила 33,3% (147 из 442). Как следствие, ПЦР-мониторинг МОБ для та-
ких образцов в исследованиях зачастую опускается и стандартные системы количе-
ственной ПЦР не разработаны. 

Отдельной проблемой ПЦР-детекции является выраженная молекулярно-гене-
тическая гетерогенность абсолютного большинства ОМЛ-ассоциированных пере-
строек, при которой в силу различной локализации точек разрыва в генах-партнерах 
каждый индивидуальный химерный ген может быть представлен множеством вари-
антов – от нескольких штук до нескольких десятков [18–20]. Практичным способом 
обойти данную трудность является использование количественной либо качествен-
ной мультиплексной ПЦР, которая надежно зарекомендовала себя в инициальной 
молекулярной диагностике острых лейкозов [21, 22]. Однако этот метод не всегда 
подходит для мониторинга МОБ – ранее нами для перестроек гена KMT2A при ОМЛ 
было показано, что мультиплексирование праймеров и проб может снижать чувстви-
тельность количественной ПЦР и методом выбора является моноплексная ПЦР [23].

С проблемой гетерогенности вариантов химерных генов при ОМЛ тесно связа-
на проблема количественной оценки экспрессии редких химерных транскриптов. 
Количественная оценка экспрессии мРНК предполагает определение, во-первых, 
экспрессии контрольного гена для оценки качества РНК и нормализации [24] и, во-
вторых, калибровочного стандарта, который представляет собой серию образцов 
с содержанием известного числа копий определяемого гена  [25]. В  то время как 
для детекции наиболее часто встречающихся ОМЛ-ассоциированных перестроек 
(RUNX1::RUNX1T1, CBFB::MYH11, PML::RARa) такие стандарты коммерчески доступны, 
для редких перестроек они отсутствуют. Таким образом, получение калибровочных 
стандартов для количественной оценки экспрессии редких химерных генов являет-
ся актуальной задачей при мониторинге МОБ в ходе терапии ОМЛ у детей.

В рамках настоящей работы нами были получены калибровочные стандарты 
для оценки экспрессии различных вариантов химерного гена PICALM::MLLT10 при 
редкой рекуррентной транслокации t(10;11)(p12.31;q14.2) при ОМЛ. Данная транс-
локация выделена в качестве отдельного молекулярного маркера в классификации 
миелоидных неоплазий ICC [3] и включена в перечень маркеров высокого риска в 
протоколе ОМЛ-MRD-2018 «Проспективное нерандомизированное многоцентро-
вое клиническое исследование эффективности дифференцированной интенсивной 
химиотерапии и трансплантации гемопоэтических клеток у пациентов до 18  лет с 
острым миелоидным лейкозом, на основании значений минимальной детектируе-
мой болезни» (идентификатор CT.gov: NCT03846362). 

	� МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Первичные образцы: в исследовании был использован материал от 4 первичных 

пациентов с ОМЛ с перестройкой t(10;11)(p12.31;q14.2) с известной последователь-
ностью химерного транскрипта PICALM::MLLT10, подтвержденной ранее методом 
секвенирования по Сэнгеру (Thermo Fisher Scientific, Уолтем, Массачусетс, США). 
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Во  всех образцах точка разрыва гена PICALM локализовалась в интроне  19 (рефе-
ренсный транскрипт MANE ENST00000393346.8), а точки разрыва в гене MLLT10 были 
различными и локализовались в интронах 4, 6, 9 и 10 (референсный транскрипт 
MANE ENST00000307729.12). 

Молекулярное клонирование: РНК из материала пациентов выделяли с использо-
ванием набора InnuPrep DNA/RNA Kit (Analytik Jena AG, Йена, ФРГ). Далее проводили 
обратную транскрипцию с помощью ревертазы Mint (ЗАО «Евроген», Москва, РФ) и 
нарабатывали фрагменты химерного гена PICALM::MLLT10, содержащие регион сли-
яния, с помощью полимеразы OneTaq (NEB, Ипсуич, Массачусетс, США). Клонирова-
ние проводили в вектор pGEM-T Easy (Promega, Мадисон, Висконсин, США) методом 
вставки по тупым концам с помощью лигазы Т4. Химическую трансформацию компе-
тентных клеток E. coli XL1-Blue (ЗАО «Евроген», Москва, РФ) проводили неочищенной 
лигазной смесью. Отбор позитивных колоний проводили методом ПЦР с колоний с 
последующей детекцией методом электрофореза в 2%-ном агарозном геле. Для каж-
дого варианта химерного транскрипта отбирали не менее 10 колоний, препаративно 
наращивали не менее трех позитивных колоний. 

Контроль плазмидных стандартов, построение калибровочных кривых: выде-
ление плазмидной ДНК осуществляли набором LumiPure (ООО  «Люмипроб РУС», 
Москва, РФ). Полученные из позитивных колоний плазмиды проверяли на предмет 

Таблица 1
Нуклеотидная последовательность праймеров и проб, использованных при создании 
калибровочных стандартов для мониторинга минимальной остаточной болезни методом 
количественной ПЦР с обратной транскрипцией при ОМЛ с t(10;11)(p12.31;q14.2)/PICALM::MLLT10
Table 1
Nucleotide sequence of primers and probes used to create calibration standards for monitoring 
minimal residual disease by quantitative reverse transcription-PCR in AML with t(10;11)(p12.31;q14.2)/
PICALM::MLLT10

Ген Название Последовательность (5’-3’) Ссылка

Отбор колоний

– M13 fwd CAGGAAACAGCTATGAC [27]
– M13 rev CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC [27]
Клонирование
PICALM CALMex18 ACTACACCAACAGGCATGATAGG Настоящая работа
MLLT10 AF10-ex6 ACCAGTGGCTGCTTTGCTTTCTCT [28]
MLLT10 AF10-ex9 GTGAGAGGAAGAATCACTTAAACTTTG Настоящая работа
MLLT10 AF10-ex11 TTTGGTTGCTGATGACTGTTGGG Настоящая работа
qRT-PCR
PICALM CALM-1929F GATGACTTGGATTCATCTTTAGCCA [29]
PICALM CALM-2156F TCCTCCACAAATGGGAAGTGTT [29]
PICALM pPICALM-1 FAM-TTGTGGGCAATCTTGGCATCGGAAATGGAA-BHQ1 Настоящая работа
PICALM pPICALM-2 FAM-TAATGACGCAACCAACCTTAATATACAGCCAG-BHQ1 Настоящая работа
MLLT10 AF10-4 TAAAGCTCCATCCTTATGGGGACAAAG Настоящая работа
MLLT10 AF10-6 ACCAGTGGCTGCTTTGCTTTCTCT [28]
MLLT10 AF10-9 ACCAATGCAGGTGATGGTTCTGGCT [28]
MLLT10 AF10-10 AGGTGTGTGCAGAGACTTCCTGG Настоящая работа
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наличия корректных точек разрыва PICALM::MLLT10 и отсутствия точечных мутаций 
в сайтах отжига праймеров и проб для количественной ОТ-ПЦР методом секвени-
рования по Сэнгеру (Thermo Fisher). Для  последующего приготовления серийных 
разведении отбирали по одному вектору со вставкой каждого типа. Серийные раз-
ведения корректных плазмид готовили исходя из молекулярной массы вектора со 
вставкой и концентрации плазмидной ДНК, определенной спектрофотометрически 
и флуориметрически (Qubit, Thermo Fisher), из расчета от 106 до 101 копии в 5  мл 
и проводили с ними количественную ПЦР с соответствующей парой праймеров и 
Taqman-пробой в двух технических повторностях для каждой точки. ПЦР-реакцию 
проводили с помощью 2х мастермикса на основе полимеразы OneTaq (NEB), совме-
стимой с Taqman-пробами, в конечном объеме 25 мкл; конечная концентрация каж-
дого праймера составляла 400 нM, пробы – 200 нM; матрицу вносили в объеме 5 мкл. 
ПЦР проводили по следующей программе: 95 °С 15 мин., 45 циклов: 95 °С 15 с. – 60 °С 
60 с. Для калибровочных кривых определяли значения углового (slope) и свободного 
(y-intercept) коэффициентов, а также коэффициента детерминации (R2) и коэффици-
ента вариации (CV) для проб с самым маленьким содержанием молекул-мишеней 
согласно рекомендациям группы «Европа против рака» [26]. Параллельно для каж-
дой ПЦР-системы проверяли чувствительность методом серийных разведений РНК 
позитивного образца в смеси РНК здоровых доноров в 10, 1000 и 10 000 раз [25]. По-
следовательность всех праймеров и проб, использованных в работе, приведена в 
табл. 1.

	� РЕЗУЛЬТАТЫ
В ходе работы нами были получены плазмиды, содержащие фрагменты 

PICALM::MLLT10 вблизи точки слияния для 4 основных вариантов химерного транс-
крипта: экзон 19 – экзон 4, экзон 19 – экзон 6, экзон 19 – экзон 9 и экзон 19 – экзон 10. 
Схема фрагмента химерного транскрипта PICALM::MLLT10 с точкой слияния экзон 19 –  
экзон 10, заклонированного в вектор pGEM-T Easy, приведена на рис. 1.

Для каждой из полученных плазмид со вставкой корректность вставки была 
подтверждена методом секвенирования по Сэнгеру. Были отбракованы плазмиды, 
содержащие фрагмент продуктов альтернативного сплайсинга PICALM::MLLT10 со 
слиянием экзон 17 – экзон 9 (n=1) и экзон 17 – экзон 6 (n=1), а также с точечной заме-
ной в сайте посадки обратного праймера в фрагменте PICALM::MLLT10 со слиянием 
экзон 19 – экзон 10 (n=1). Последовательность фрагментов PICALM::MLLT10 вблизи 
точки слияния для 4 основных вариантов химерного транскрипта (экзон 19 – экзон 4, 
экзон 19 – экзон 6, экзон 19 – экзон 9 и экзон 19 – экзон 10) для отобранных клонов 
приведена на рис. 2.

Для отобранных корректных плазмид приготовили серийные разведения из рас-
чета 106, 105, 103, 102, 101 копий в 5 мл, что аналогично стандартам, использованным 
в международном проекте «Европа против рака» [25], а также коммерчески доступ-
ным стандартам (например, Ipsogen, Qiagen, Хильден, ФРГ). С  ними провели коли-
чественную ПЦР с соответствующими праймерами и пробой в двух технических по-
вторностях для каждой точки. Для полученных калибровочных кривых определяли 
значения углового (slope) и свободного (y-intercept) коэффициентов, а также коэф-
фициента детерминации (R2) и коэффициента вариации (CV) для проб с 10 копиями 

Создание калибровочных стандартов для мониторинга минимальной остаточной болезни методом 
количественной ПЦР с обратной транскрипцией при ОМЛ с t(10;11)(p12.31;q14.2)/PICALM::MLLT10
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Рис. 1. Схема плазмиды на основе вектора pGEM-T Easy (Promega), содержащей фрагмент 
химерного транскрипта PICALM::MLLT10 с соединением экзон 19 – экзон 10. Ген PICALM показан 
красным, MLLT10 – синим; праймеры, используемые для клонирования, показаны зеленым 
цветом, праймеры для количественной ОТ-ПЦР показаны черным, праймеры M13 обозначены 
фиолетовым. Ori – ориджин репликации, AmpR – ген устойчивости к ампициллину. Нумерация 
экзонов соответствует референсным транскриптам MANE ENST00000393346.8 и MANE 
ENST00000307729.12 для PICALM и MLLT10 соответственно
Fig. 1. Breakpoint fragment of PICALM::MLLT10 fusion transcript with exon 19-exon 10 junction TA-
cloned into pGEM-T Easy vector (Promega). PICALM is shown in red, MLLT10 in blue; primers used for 
cloning are shown in green, qRT-PCR primers are shown in black, M13 primers are indicated in purple. 
Ori – origin of replication, AmpR – ampicillin resistance gene. Exon numbering corresponds to the 
reference transcripts MANE ENST00000393346.8 and MANE ENST00000307729.12 for PICALM and 
MLLT10, respectively

молекул-мишеней. Результаты ОТ-ПЦР в режиме реального времени серийных раз-
ведений плазмид, несущих фрагменты различных вариантов химерного транскрипта 
PICALM::MLLT10, и полученные на их основе калибровочные кривые с их аналити-
ческими характеристиками приведены на рис. 3. Параллельно для индивидуальных 
комбинаций праймеров и Taqman-пробы, используемых для детекции каждого вари-
анта химерного транскрипта PICALM::MLLT10, также определяли чувствительность 
методом 10-кратных лимитирующих разведений РНК, выделенной из костного моз-
га в дебюте заболевания. Аналитические характеристики калибровочных кривых и 
параметры чувствительности индивидуальных систем праймеров/проб для количе-
ственной ОТ-ПЦР приведены в табл. 2.
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Рис. 2. Последовательность фрагментов PICALM::MLLT10 вблизи точки слияния, определенная 
методом секвенирования по Сэнгеру, для плазмид на основе вектора pGEM-T Easy (Promega) для 
клонов, отобранных для приготовления серийных разведений: (A) экзон 19 – экзон 4,  
(B) экзон 19 – экзон 6, (C) экзон 19 – экзон 9, (D) экзон 19 – экзон 10. Нумерация 
экзонов соответствует референсным транскриптам MANE ENST00000393346.8 и MANE 
ENST00000307729.12 для PICALM и MLLT10 соответственно
Fig. 2. Sequence of PICALM::MLLT10 fragments near the fusion point, determined by Sanger 
sequencing, for plasmids based on the pGEM-T Easy vector (Promega) for clones selected for the 
preparation of serial dilutions: (A) exon 19 – exon 4, (B) exon 19 – exon 6, (C) exon 19 – exon 9, (D) exon 
19 – exon 10. Exon numbering corresponds to the reference transcripts MANE ENST00000393346.8  
and MANE ENST00000307729.12 for PICALM and MLLT10, respectively

Создание калибровочных стандартов для мониторинга минимальной остаточной болезни методом 
количественной ПЦР с обратной транскрипцией при ОМЛ с t(10;11)(p12.31;q14.2)/PICALM::MLLT10
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Рис. 3. Результаты ОТ-ПЦР в режиме реального времени серийных разведений плазмид, несущих 
фрагменты различных вариантов химерного транскрипта PICALM::MLLT10 (слева) и полученные 
на их основе калибровочные кривые с их аналитическими характеристиками (справа). Серийные 
разведения содержат 106, 105, 103, 102, 101 копий матрицы в реакции. Уравнение калибровочной 
кривой приведено в виде y = k × x + b, где y – номер порогового цикла, k – угловой коэффициент, 
x – десятичный логарифм числа копий матрицы в реакции, b – свободный коэффициент,  
R2 – коэффициент детерминации. Значение пороговой линии принято равным 100
Fig. 3. Results of real-time RT-PCR of serial dilutions of plasmids carrying fragments of various 
PICALM::MLLT10 variants (left) and calibration curves obtained on their basis with their analytical 
characteristics (right). Serial dilutions contain 106, 105, 103, 102, 101 copies of template per reaction. 
The calibration curve equation is given in the form of y = k × x + b, where y is the number of the 
threshold cycle, k is the slope, x is the decimal logarithm of the template copies number in the reaction, 
b is the y-intercept, R2 is the determination coefficient. The baseline threshold is 100
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	� ОБСУЖДЕНИЕ
Хромосомная транслокация t(10;11)(p12.31;q14.2) была впервые описана как ре-

куррентная при Т-ОЛЛ в 1991 году и впоследствии была обнаружена при других ге-
матологических новообразованиях [30, 31]. Детальный молекулярно-генетический 
анализ этой перестройки с описанием вовлеченных генов [32] был проведен позже 
на клеточной линии U937, полученной от пациента с гистиоцитарной лимфомой [33]. 
Оказалось, что результатом транслокации является образование химерного гена 
PICALM::MLLT10. В  экспрессируемом с него белке N-концевая часть принадлежит 
фрагменту белка CALM/PICALM, который является повсеместно экспрессирующим-
ся компонентом системы клатрин-опосредованного эндоцитоза [34]. Дефекты белка 
CALM приводят к нарушению формирования эндоцитарных везикул, опосредован-
ного трансферрином захвата железа и, как следствие, к нарушению эритропоэза [35–
37]. С-концевая часть химерного белка принадлежит фрагменту MLLT10, который со-
держит PHD-домен и служит кофактором гистоновой метилтрансферазы DOT1L [38, 
39], способствуя эффективной элонгации транскрипции РНК-полимеразой II за счет 
привлечения DOT1L.

Патогенетическим механизмом действия химерного белка PICALM-MLLT10 счи-
тается эктопическая активация генов HOXA-кластера, MEIS1 и BMI1  [40]. Повышен-
ная экспрессия HOXA9 увеличивает количество миелоидных предшественников и 
блокирует дифференцировку В-лимфоцитов в клеточных и мышиных моделях [41]. 
Повышенная экспрессия HOXA10 в костном мозге мышей нарушает миелоидную и 
В-лимфоидную дифференцировку и приводит к развитию ОМЛ [42, 43]. 

Таблица 2
Аналитические характеристики калибровочных кривых и параметры чувствительности 
индивидуальных систем праймеров/проб для количественной ОТ-ПЦР для детекции экспрессии 
химерного транскрипта PICALM::MLLT10 с вовлечением экзона 19 гена PICALM и экзонов 4, 6, 9  
и 10 гена MLLT10
Table 2
Analytical characteristics of calibration curves and sensitivity parameters of individual primer/probe 
systems for quantitative RT-PCR for detecting the expression of the chimeric transcript PICALM::MLLT10 
involving PICALM exon 19 of the gene and MLLT10 exons 4, 6, 9 and 10

PICALM::MLLT10 ex19-ex4 ex19-ex6 ex19-ex9 ex19-ex10 Среднее, 
разброс [25]

Calibrators (106, 105, 103, 102, 101 matrix copies in a reaction)
Угловой коэффициент 
(slope) 3,4055 3,3245 3,2873 3,3876 3,4±0,05 3,3±0,3

Свободный коэффициент 
(y-intercept) 33,954 33,071 35,605 36,164 34,7±1,24 39,8±1

Коэффициент вариации R² 0,9993 0,9994 0,9966 0,9993 0,9986 >0,95
Коэффициент вариации  
(CV, 10 копий в реакции) 0,72% 1,12% 1,29% 0,17% 1,12±0,43 <4%

RNA serial dilutions (1/10, 1/1000, 1/10 000)
Угловой коэффициент 
(slope) 3,596 3,5446 3,6496 3,7907 3,6±0,09 3,45±0,3

R² 0,9969 0,9978 0,9983 0,991 0,996 >0,95
Коэффициент вариации  
(CV, 1/10 000 разведение) 0,26% 0,70% 0,19% 0,93% 0,7±0,31 <6%

Создание калибровочных стандартов для мониторинга минимальной остаточной болезни методом 
количественной ПЦР с обратной транскрипцией при ОМЛ с t(10;11)(p12.31;q14.2)/PICALM::MLLT10
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Транслокация t(10;11)(p12.31;q14.2)/PICALM::MLLT10 встречается достаточно ред-
ко – на сентябрь 2023 в базе данных хромосомных транслокаций и химерных генов 
Mitelman Database of Chromosome Aberrations and Gene Fusions in Cancer [44] описа-
но 23 случая PICALM::MLLT10-позитивных ОМЛ. Тем не менее, она включена в клас-
сификации миелоидных неоплазий ICC [3] как значимый для биологии и патогенеза 
ОМЛ молекулярный маркер. Данные выживаемости PICALM::MLLT10-позитивных 
лейкозов свидетельствуют о неблагоприятном прогностическом значении этого 
маркера. t(10;11)(p12.31;q14.2)/PICALM::MLLT10 ассоциирована с высокой частотой 
поражения центральной нервной системы [45] и характеризуется высоким риском 
рецидива заболевания, в том числе после трансплантации гемопоэтических ство-
ловых клеток [46]. Хотя есть отдельные сообщения об успехе стандартных терапев-
тических режимов [26], данные более крупных когортных исследований подтверж-
дают неблагоприятное прогностическое значение PICALM::MLLT10 при ОМЛ [47, 48]. 
В соответствии с перечисленными биологическими и клиническими особенностями 
t(10;11)(p12.31;q14.2) включена в протокол ОМЛ-MRD-2018 в качестве маркера высо-
кого риска.

В настоящей работе нами были созданы и оценены калибровочные стандар-
ты для количественной оценки экспрессии различных вариантов химерного гена 
PICALM::MLLT10 cо слиянием экзон 19 – экзон 4, экзон 19 – экзон 6, экзон 19 – экзон 9 
и экзон 19 – экзон 10. Чувствительность примененных в настоящей работе систем де-
текции составила 10 копий в реакции в ПЦР с плазмидными стандартами и 1/10 000 
в 10-кратных лимитирующих разведениях (табл. 2). Значение углового коэффициен-
та для калибровочных стандартов составило 3,4±0,05, свободного коэффициента – 
34,7±1,24, значение R2 превышало 0,95 во всех случаях, коэффициент вариации для 
образцов с минимальным содержанием молекул-мишеней (101 копий в реакции) 
составил 1,12±0,43%, что укладывается в диапазон значений, рекомендованных 
группой «Европа против рака» [25]. Существенные отличия наблюдались в значении 
свободного коэффициента (34,7±1,24 против 39,8±1), что, однако, связано с техниче-
ской причиной – для уменьшения базового шума нами был использован протокол  
ОТ-ПЦР в режиме реального времени, предполагающий отсутствие детекции в тече-
ние 5 первых циклов ПЦР. Таким образом, характеристики полученных калибровоч-
ных стандартов позволяют использовать их для адекватной количественной оценки 
экспрессии химерного транскрипта PICALM::MLLT10 на терапии.

	� ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Уровень МОБ является важным параметром, включенным в современные прото-

колы лечения ОМЛ для оценки ответа на проводимую терапию. Одним из высоко-
чувствительных методов детекции МОБ является количественная ОТ-ПЦР на химер-
ные транскрипты – продукты рекуррентных хромосомных транслокаций, которые 
являются заведомо соматическими, исключительно опухолевыми и стабильными в 
клональной эволюции опухоли молекулярными маркерами. При  этом высокая ге-
нетическая гетерогенность ОМЛ затрудняет разработку и валидацию стандартных 
систем праймеров и проб, а также калибровочных стандартов для количествен-
ной ОТ-ПЦР, так как большинство рекуррентных транслокаций встречается в очень 
небольшом проценте случаев. ТА-клонирование фрагментов химерных транс-
криптов из клеток пациентов в дебюте заболевания с последующим получением  
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калибровочной кривой из плазмидных стандартов и оценкой их аналитических ха-
рактеристик является альтернативой коммерческим калибровочным стандартам в 
случае редких хромосомных перестроек.
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