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Лабораторная диагностика острых миелоидных лейкозов позволяет грамотно стратифицировать больных на группы 
риска согласно современным классификациям и подобрать персонифицированное лечение. Однако в каждой груп-
пе прогноза все равно развиваются рецидивы заболевания и констатируются рефрактерные формы. Некоторые 
цитогенетические и молекулярные аберрации не могут быть обнаружены с помощью стандартных методов диагно-
стики. Новые, современные лабораторные методы потенциально могут выявить механизмы рефрактерности опухо-
ли, а  также новые мишени для  таргетной терапии, что  может улучшить диагностику и  прогноз больных острым 
миелоидным лейкозом.
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Laboratory diagnostics of acute myeloid leukemia enables accurate risk stratification of patients into prognostic 
groups according to modern classifications and facilitates personalized treatment selection. However, relapses and 
refractory forms still occur within each prognostic group. Some cytogenetic and molecular aberrations cannot be 
detected using standard diagnostic methods. Modern advanced laboratory techniques may uncover the mechanisms of 
tumor refractoriness and identify novel targets for therapy, which could improve acute myeloid leukemia diagnostics 
and patient prognosis.
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Введение
Острые миелоидные лейкозы (ОМЛ) – группа кло­

нальных опухолевых заболеваний системы крови, ха­
рактеризующихся быстрой пролиферацией и наруше­
нием дифференцировки бластных клеток [1]. Более 
чем у половины больных при диагностике обнаружи­
ваются структурные геномные перестройки (СГП) 
или вариации копийности генов (ВКГ) [2]. На основе 
корреляции выявленных геномых аберраций с клини­

ческим течением заболевания Всемирная организация 
здравоохранения, Европейская сеть по изучению лей­
козов (European Leukemia Network, ELN) и Националь­
ная комплексная онкологическая сеть разработали 
диагностические рекомендации, основываясь на ВКГ, 
СГП и  соматических однонуклеотидных вариациях 
(СОВ) [1, 3, 4]. СОВ и малые СГП можно идентифи­
цировать с  помощью секвенирования следующего 
поколения. Кариотипирование и  флуоресцентная 
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гибридизация in situ (fluorescent hybridization in situ, 
FISH) являются стандартными технологиями для об­
наружения хромосомных перестроек: транслокаций, 
инсерций, делеций и инверсий [5].

Однако, несмотря на  стратификацию больных 
на группы риска согласно рекомендациям ELN-2022, 
у них все равно развиваются рецидивы: 37,8 % в группе 
благоприятного прогноза; 60,7 % в группе промежу­
точного прогноза и 51,9 % в группе неблагоприятного 
прогноза [6]. Из этого следует вывод о неоднородности 
групп, что может быть объяснено недостаточной из­
начальной стратификацией больных на группы риска. 
Текущие методы диагностики могут не учитывать все 
геномные изменения, что может привести к неточно­
му прогнозу. Новые, современные технологии, такие 
как  хромосомный микроматричный анализ (ХМА) 
и оптическое картирование генома (ОКГ), могут быть 
применены в дополнение к существующим стандарт­
ным методам для более точной стратификации боль­
ных на группы риска.

Цель работы – обзор современных методов оценки 
нестабильности генома опухолевых клеток при ОМЛ.

Нестабильность генома при остром 
миелоидном лейкозе
Нестабильность генома определяется как высокая 

частота мутаций в клетках. Основными источниками 
этих мутаций являются совокупные продукты нару­
шения ДНК и дефектные пути репарации, увеличива­
ющие геномные поражения, которые приводят к бес­
контрольному делению и  выживанию опухолевых 
клеток. Нестабильность генома включает хромосомные 
нарушения (хромосомная нестабильность (ХН)), мута­
ции и микросателлитную нестабильность (МН) [7].

Хромосомная нестабильность – хромосомные из­
менения, приобретенные опухолевыми клетками. В за­
висимости от типа аномалий ХН классифицируется на 
числовую – приобретение и потеря хромосом – и струк­
турную  – транслокации и  инверсии [8]. ХН может 
способствовать селекции опухолевых клеток, увели­
чивая вероятность новых аномалий, изменяющих про­
филь экспрессии генов, регулирующих пролиферацию 
и дифференцировку клеток [9].

Модели ХН включают дисфункцию теломер, на­
рушения системы репарации ДНК, нарушение кле­
точного цикла, эпигенетические факторы [10].

Как  и  при  других опухолях, ХН встречается 
и при ОМЛ. Цитогенетические аномалии встречаются 
у половины больных и являются важным прогности­
ческим фактором, влияющим на стратификацию па­
циентов на группы риска и выбор оптимальной так­
тики терапии [1, 11].

Наиболее распространенной ХН при ОМЛ явля­
ется анеуплодия – аномальное число хромосом в клет­
ке [12]. Эти ошибки возникают, когда хромосомы 
не могут правильно прикрепиться к веретену деления. 
Анеуплодия может быть обнаружена после клональной 

экспансии, однако это не значит, что поломки обра­
зуются при каждом делении [13].

Ген-онкосупрессор TP53 является одним из клю­
чевых факторов поддержания диплоидного кариотипа. 
Белок, кодируемый геном TP53, регулирует клеточную 
дифференцировку, остановку клеточного цикла и ре­
парацию ДНК, предотвращая геномную нестабиль­
ность [14]. Мутации гена TP53 могут возникать 
до  или  после 1‑го события анеуплодии и считаются 
ранним лейкемогенным событием. Ген TP53 участвует 
в подавлении ХН, вызывая апоптоз клеток [15].

Комплексные хромосомные перестройки часто 
встречаются при ОМЛ [16]. Они связаны с неблагопри­
ятным прогнозом ОМЛ и часто протекают с мутацией 
TP53 [17]. Комплексный кариотип требует другого под­
хода к терапии ОМЛ и обязательного включения транс­
плантации аллогенных гемопоэтических стволовых 
клеток. Помимо комплексных перестроек, последняя 
классификация ELN-2022 относит к неблагоприятно­
му прогнозу различные транслокации, инверсии, де­
леции, перестройку гена KMT2A и мутации определен­
ных генов [1].

Двуцепочечные разрывы ДНК могут приводить 
к транслокациям и делециям [18]. Одной из основных 
причин является сбой в  распутывании хромосом. 
В норме контрольная точка распутывания ДНК нахо­
дится в фазе G2. Клетки ОМЛ, не останавливающиеся 
в контрольной точке, продолжают пролиферировать 
[19]. Американская исследовательская группа проде­
монстрировала, что  разрыв ДНК часто встречается 
у больных ОМЛ, связанным с терапией, и ассоцииро­
ван с трисомией 8 [20].

Теломеры  – повторяющиеся концевые участки 
хромосом, характеризующиеся отсутствием способно­
сти к соединению с другими хромосомами или их фраг­
ментами, выполняющие защитную функцию [21]. 
Гены комплекса теломераз (TERT, TERC) часто мути­
рованы при  ОМЛ, что  может приводить к  короткой 
длине теломер, повышая ХН [22]. Зарубежные иссле­
дователи продемонстрировали связь короткой длины 
теломер с хромосомными аномалиями ОМЛ и плохим 
прогнозом [23].

Аномалии в  эпигенетических регуляторах TET2 
и EZH2 могут вызывать ХН посредством нарушения 
модификаций гистонов, что изменяет структуру хро­
матина и влияет на экспрессию генов [24]. У 30 % боль­
ных ОМЛ встречается гиперметилирование гена TET2 
[25]. Ген EZH2 расположен на длинном плече хромо­
сомы 7, которая может быть утеряна при ОМЛ (моно­
сомия 7, делеция 7q), снижая экспрессию EZH2 [26]. 
Потеря гена EZH2 может способствовать химиорезис­
тентности ОМЛ [27]. Мутация гена EZH2 включена 
в последнюю классификацию ELN-2022 [1].

Микросателлитная нестабильность – соматическое 
приобретение или потеря оснований повторяющихся 
последовательностей ДНК из‑за нарушений репарации 
ошибочно спаренных нуклеодитов. Эти изменения 
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являются особенностью некоторых солидных опухо­
лей, в частности аденокарциномы эндометрия, рака 
толстой кишки и желудка [28]. МН при ОМЛ изучалась 
ранее, но результаты противоречивы. В ряде исследо­
ваний сообщалось о полном отсутствии МН, в то вре­
мя как в других частота МН составляла до 20 % у боль­
ных ОМЛ [29]. Согласно результатам последних 
исследований, МН – крайне редкое явление и практи­
чески не встречается при ОМЛ [30].

Стандартные методы диагностики 
нестабильности генома при остром 
миелоидном лейкозе
Кариотипирование
Для  обнаружения цитогенетических и  геномных 

аномалий при ОМЛ используется множество методов. 
Наиболее доступным методом оценки нестабильности 
генома является кариотипирование. Данный метод 
позволяет изучать количественные (делеции, дупли­
кации, анеуплоидность) и  качественные (инверсии, 
транслокации, инсерции) хромосомные аномалии. 
Метод основан на микроскопическом исследовании 
ядер клеток в метафазе. Классические технологии ка­
риотипирования обладают низким разрешением  – 
5–10 млн пар нуклеотидов и не позволяют обнаружить 
некоторые СГП, такие как микроделеции и микроду­
пликации. Другими ограничениями этого метода яв­
ляются невозможность определения однородительской 
дисомии, необходимость наличия делящихся клеток 
и культивирования клеток, а также риск артефактов 
во  время пробоподготовки (культивирования) [31]. 
FISH – метод кариотипирования, который позволяет 
прицельно исследовать интересующий участок хромо­
сомы при большом числе метафаз (до 200), сокращая 
общее время проведения исследования. Однако 
для комплексной диагностики ОМЛ необходимы боль­
шие панели FISH [32].

Цитогенетические аномалии лежат в основе клас­
сификации ELN-2022 на группы риска. В группе бла­
гоприятного прогноза ОМЛ, характеризующейся вы­
сокой частотой достижения ремиссии, выделяется 
ОМЛ с фактором связывания ядра (core binding factor, 
CBF): t(8;21) / RUNX1::RUNX1T1 и  inv(16)(p13.1q22) / 
 t(16;16)(p13.1;q22) / CBFB::MYH11 [1]. Эти хромосом­
ные аберрации приводят к перестройкам генов, коди­
рующих субъединицы α и β комплекса CBF. Комплекс 
CBF представляет собой гетеродимерный фактор 
транскрипции, регулирующий транскрипцию генов, 
кодирующих белки и участвующих в дифференциров­
ке гемопоэза [33]. У 30 % пациентов t(8;21) является 
единственной цитогенетической аномалией. Наиболее 
частой вторичной аберрацией является -Y, обнаружи­
ваемая у 60 % пациентов мужского пола, за ней следу­
ют -X, обнаруживаемая у 33–40 % женщин с t(8;21), 
а  также del(9q) (17 %), +8 (7 %) и  +4 (4 %). Вторая 
подгруппа CBF-ОМЛ характеризуется слиянием генов 
CBFB::MYH11, созданным либо inv(16)(p13.1q22), ли­

бо, реже, t(16;16)(p13.1;q22) [34]. Частой вторичной 
аберрацией для этого подтипа ОМЛ является +22, нали­
чие которой снижает риск развития рецидива [35].

Согласно последней классификации ELN-2022 
комплексный кариотип определяется как  минимум 
3  хромосомными аберрациями и  встречается у  10–
12 % больных ОМЛ, а с 5 и более – у 8–9 % [1, 36]. 
Применение спектрального кариотипирования и муль­
типлексной FISH позволяет более пристально изучать 
хромосомные аномалии у  больных ОМЛ, включая 
маркерные хромосомы. Большая часть повторяющих­
ся хромосомных изменений являются несбалансиро­
ванными, т. е. с  утратой генетического материала, – 
моносомии и  делеции. Потеря 17p13 напрямую 
коррелирует с потерей и мутациями в гене TP53, при­
водящими к повышению выживаемости клеток, что 
способствует выраженной нестабильности генома 
и неблагоприятному исходу у больных с комплексным 
кариотипом [37].

В классификации ELN-2022 выделяется группа ОМЛ 
с  перестройкой 11q23 / KMT2A  – t(v;11q23.3) / KMT2A. 
Транслокация t(9;11)  – наиболее частая среди пере­
строек, связанных с геном KMT2A. Данная транслока­
ция относится к  группе промежуточного прогноза 
и  чаще является единственным цитогенетическим 
изменением в опухолевых клетках, однако также могут 
встречаться дополнительные аберрации: +8, +19 и +21 
[38]. Остальные транслокации, связанные с KMT2A, 
относятся к группе неблагоприятного прогноза [1].

Перестройка гена MECOM, относящаяся к  не­
благоприятному прогнозу согласно последней клас­
сификации ELN-2022, чаще всего вызывается  
inv(3)(q21.3q26.2) или t(3;3)(q21.3;q26.2) [1]. Эти ци­
тогенетические аберрации также встречаются редко – 
до  1 % больных ОМЛ [39]. У  большинства больных 
встречаются вторичные цитогенетические аномалии, 
причем –7, также относящуюся к неблагоприятному 
прогнозу, имеют до половины больных, она характе­
ризуется плохими результатами лечения [40].

Острый миеолидный лейкоз с  t(6;9)(p23;q34.1) /  
DEK::NUP214 также относится к группе неблагопри­
ятного прогноза и встречается редко: менее 2 % слу­
чаев. Чаще всего t(6;9) является единственной цито­
генетической аберрацией, потенциально являясь 
драйверным лейкомогенезным событием [41].

Острый миеолидный лейкоз с нормальным карио­
типом является очень неоднородной группой ввиду 
различных молекулярно-генетических аберраций. 
У больных ОМЛ, в частности с нормальным кариотипом, 
могут встречаться как одиночные мутации, так и их 
сочетание, что может существенно влиять на прогноз 
заболевания [1].

Молекулярные методы диагностики (полимеразная 
цепная реакция, секвенирование)
Среди ключевых молекулярных методов диаг­

ностики выделяется полимеразная цепная реакция 
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(ПЦР), позволяющая амплифицировать короткие сег­
менты ДНК. ПЦР – простой метод, дающий результаты 
в течение короткого времени. Это высокочувствительный 
метод с потенциалом получения большого количества 
материала для последующих анализов, дающий возмож­
ность оценки изменения уровня экспрессии генов [42]. 
Однако ПЦР имеет ограничения: она подходит для оцен­
ки нарушений в заранее известных таргетных последо­
вательностях, для которых подобраны праймеры. Для по­
иска аберраций в ранее не описанных и неизвестных 
таргетах ПЦР не применима [43].

Другим важным применением ПЦР, помимо пер­
вичной диагностики, является контроль эффективно­
сти терапии – отслеживание минимальной остаточной 
болезни (МОБ). ПЦР с обратной транскрипцией в ре­
жиме реального времени, ввиду высокой чувствитель­
ности, широко применяется для определения уровней 
химерных транскриптов в костном мозге или перифе­
рической крови на контрольных точках после курсов 
химиотерапии для контроля эффективности или про­
гнозирования развития рецидива заболевания [44]. 
Однако ПЦР с  обратной транскрипцией имеет ряд 
ограничений: более половины больных не имеют мо­
лекулярных мишеней для мониторинга МОБ; необхо­
дима идентификация наиболее значимых временны́х 
точек и  порогов МОБ; предел обнаружения МОБ 
у больных с длительной ремиссией с крайне низким 
уровнем транскрипта [45].

Секвенирование – лабораторный метод определе­
ния последовательности нуклеотидов в молекуле ДНК. 
Определение последовательности ДНК является клю­
чом к пониманию функций генов. Данный диагности­
ческий метод может одновременно проанализировать 
сразу несколько участков генома, что ускоряет первич­
ную диагностику опухоли. Секвенирование по Сэнге­
ру является «золотым стандартом» для исследования 
СОВ и небольших вставок и делеций [46]. Однако сек­
венирование следующего поколения не может иден­
тифицировать СГП, связанные с  повторяющимися 
элементами, из‑за сложности выравнивания коротких 
прочтений [47].

Классификация ELN-2022 основана не  только 
на цитогенетических аномалиях, но и на мутационном 
статусе, также влияющем на  прогноз заболевания. 
С  молекулярной точки зрения применение ПЦР 
с обратной транскрипцией заключается в определении 
химерных транскриптов, связанных с хромосомными 
транслокациями, такими как  t(8:21) с  образованием 
химерного транскрипта RUNX1::RUNX1T1 и  inv(16) 
с образованием химерного транскрипта CBFB::MYH11 
[48]. Согласно последней классификации, для опре­
деления прогностических групп риска включены му­
тации следующих генов: NMP1, FLT3, CEBPA, TP53, 
RUNX1, ASXL1, BCOR, EZH2, SF3B1, SRSF2, U2AF1, 
ZRSR2 [1]. Помимо мутаций, включенных в класси­
фикацию ELN-2022, также выделяют другие сомати­
ческие мутации, относящиеся к клональному крове­

творению, однако не включенные в стратификацию 
на группы риска: DNMT3A, NRAS, TET2, IDH1 / 2, WT1 
[49, 50].

Мутация гена NPM1 встречается у 30–40 % взрос­
лых больных ОМЛ и часто протекает с нормальным 
кариотипом (50–60 %) [51]. На  сегодняшний день 
описано более 50 различных мутаций. Наиболее рас­
пространенными являются мутации типов A, B и D: 
их имеют до 90 % больных с мутацией гена NPM1 [52]. 
Являясь одним из наиболее часто встречающихся мо­
лекулярных поражений, мутация NPM1 – оптимальная 
цель для отслеживания молекулярной МОБ [27]. Со­
хранение мутации NPM1 после 2‑го курса химиотера­
пии связано с более высоким риском рецидива и сни­
жением общей выживаемости независимо от  других 
прогностических факторов [53].

Другим подтипом, выделяемым классификацией 
ELN-2022, является ОМЛ с мутацией одноэкзомного 
гена CEBPA в домене bZIP. Мутации могут происходить 
в любой части гена. Биаллельная и моноаллельная му­
тации гена CEBPA в домене bZIP относятся к благо­
приятному прогнозу [1, 3].

Мутации гена FLT3 встречаются у 30 % больных 
ОМЛ [54]. В основном встречаются 2 типа мутаций: 
внутренние тандемные дупликации (internal tandem 
duplication, ITD) и точечные мутации домена тирозин­
киназы (tyrosine kinase domain, TKD). Одним из диаг­
ностических методов для определения мутации явля­
ется ПЦР для амплификации гена FLT3 с дальнейшим 
изучением длины ПЦР-продуктов. Продукты ПЦР 
FLT3‑ITD длиннее, чем у дикого типа, следовательно, 
отражают количество мутантного или дикого типа. Для 
диагностики FLT3‑TKD используется похожий метод 
[55]. Определение мутационного статуса FLT3‑ITD 
представляет проблему для анализа ампликонов мето­
дом секвенирования следующего поколения ввиду 
разных размеров ITD [56]. С клинической точки зре­
ния обнаружение мутации FLT3‑ITD у больных ОМЛ 
является показанием к назначению таргетных тиро­
зинкиназных ингибиторов (мидостаурин, гилтерити­
ниб), влияющих на течение заболевания, в частности 
на достижение ремиссии [57].

Хромосомный микроматричный анализ
Хромосомный микроматричный анализ, или мо­

лекулярное кариотипирование, – тест для определения 
структурных изменений ДНК. Как и анализ кариоти­
па, ХМА дает возможность выявлять анеуплоидии – 
наличие дополнительной или отсутствие какой‑либо 
хромосомы, но в отличие от стандартного исследова­
ния кариотипа позволяет с высокой точностью диаг­
ностировать все известные микроделеционные и ми­
кродупликационные синдромы [58]. Помимо этого, 
ХМА способен выявить участки потери гетерозигот­
ности (loss of heterozygosity, LOH), которые не могут 
быть обнаружены с помощью кариотипирования. Ме­
тод основан на изменении количества генетического 
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материала. В связи с этим ХМА не выявляет сбалан­
сированные изменения, такие как транслокации и ин­
версии, а также мозаицизм менее 15 %, точечные му­
тации, микроделеции / микродупликации, размер 
которых находится за пределами разрешающей спо­
собности метода, а также экспансию тринуклеотидных 
повторов [59].

Среди больных ОМЛ группа с нормальным карио­
типом составляет до  45  % [60]. При  стандартном 
кариотипе могут встречаться скрытые перестройки, 
которые не  обнаруживаются при  рутинном цитоге­
нетическом исследовании [61]. При полногеномном 
анализе числа копий опухолевой и  здоровой ДНК 
315  больных ОМЛ младше 60 лет с  использованием 
массивов однонуклеотидного полиморфизма и ХМА 
выявили приобретенные ВКГ у 24 % больных и сег­
менты однородительской дисомии у  14 % больных 
с нормальным кариотипом [62].

Продемонстрировано, что наличие копийно-ней­
тральной LOH при ОМЛ является независимым пре­
диктором рецидива у больных ОМЛ групп промежу­
точного и  благоприятного прогноза [63]. Однако 
данное исследование выполнено на  неоднородной 
выборке. Авторы также обращают внимание на отри­
цательный прогноз копийно-нейтральных LOH-генов 
EZH2, CUX1, TET2, TP53 и микродупликации в гене 
ERG. Наиболее важным и распространенным является 
CN-LOH 13q, где расположен ген FLT3. CN-LOH 13q 
статистически значимо снижает вероятность общей 
и бессобытийной выживаемости [64].

Оптическое картирование генома
Оптическое картирование генома – метод, выяв­

ляющий ВКГ, структурные изменения, анеуплоидии 
и хромосомные перестройки. ОКГ напрямую визуа­
лизирует сверхдлинные молекулы ДНК в их нативном 
состоянии, что  позволяет проводить быструю и эф­
фективную структурную и копийную оценку генома. 
ОКГ может идентифицировать все классы СГП и ВКГ 
в  одном анализе. ОКГ имеет большие разрешение 
и чувствительность по сравнению с кариотипирова­
нием и в отличие от FISH способно исследовать весь 
геном и  может обнаруживать сбалансированные со­
бытия, пропущенные при ХМА. ОГК имеет широкое 

применение для  обнаружения конституциональных 
и онкологических отклонений. Однако метод требует 
ДНК с  высокой молекулярной массой, выделенной 
специальным методом, что исключает его использо­
вание при работе с архивным материалом или на па­
рафиновых блоках. ОКГ не является методом секве­
нирования, в связи с чем не может идентифицировать 
СОВ, так как не определяет последовательность нук­
леотидов. ОКГ не может обнаружить СГП, располо­
женные исключительно в центромерных и теломерных 
областях хромосом [65].

Американская группа исследователей продемон­
стрировала преимущество ОКГ: в исследование были 
включены 100 больных, из них 87 – de novo и 13 – с вто­
ричным ОМЛ. У 3 больных с нормальным кариотипом 
с помощью ОКГ выявлены транслокации со слиянием 
генов, у 4 % результаты ОКГ изменили стратификацию 
больных на группы риска [66]. В другом зарубежном 
исследовании ОКГ обнаружило у  половины (22 / 41) 
больных ОМЛ цитогенетические аномалии, не обна­
руженные при стандартной цитогенетике [67].

Выявление аберраций с  помощью ОКГ, не  об­
наруживаемых стандартными диагностическими 
методами, может способствовать более грамотной 
стратификации больных на  группы риска. Помимо 
диагностической, ОКГ может играть важную роль 
в  терапии ОМЛ, потенциально обнаруживая новые 
мишени для таргетной терапии.

Заключение
Молекулярно-генетический и  цитогенетический 

профили лежат в  основе стратификации больных 
на группы риска. Доступные методы диагностики по­
зволяют эффективно стратифицировать больных 
на группы риска согласно актуальным классификаци­
ям, а  также подобрать необходимое персонализиро­
ванное лечение. Однако рецидивы и  рефрактерные 
формы ОМЛ являются актуальной проблемой, что мо­
жет быть связано не только с неправильной стратифи­
кацией на группы риска. Применение новых техноло­
гий для  исследования опухолевого генома может 
потенциально выявить механизмы опухолевой рефрак­
терности и  новые мишени для  таргетной терапии, 
а также улучшить диагностику больных ОМЛ.
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