
Введение 

Изучение патогенеза опухолевых заболеваний сис-

темы крови привело к открытию одного из ведущих

принципов онкогенеза в целом: причиной формирова-

ния злокачественного клона является нарушение функ-

ционирования нормальных генов в результате хромосом-

ных аберраций, мутаций отдельных генов или блокиро-

вания нормальной регуляции функционирования генов

в связи с эпигеномными (не связанными непосредствен-

но с повреждением структуры генов) событиями [1].

Молекулярная биология гемобластозов как от-

дельное научное направление стала развиваться в связи

с успехами цитогенетики, которая, начавшись как дис-

циплина описательная, в дальнейшем позволила ус-

пешно идентифицировать гены, участвующие в хромо-

сомных нарушениях. Картирование генома человека

также дало дополнительный мощный толчок к разви-

тию молекулярной биологии в онкологии в целом и он-

когематологии в частности. 

В последние годы во всем мире продолжается ак-

тивная исследовательская работа по идентификации ге-

нетических аномалий при гемобластозах и изучению их

влияния на процессы жизнедеятельности клетки. Изве-

стно большое количество генетических нарушений, ве-

дущих к развитию определенных видов опухолевых забо-

леваний крови. Детекция аномальных генов в настоящее

время является обязательным условием для установления

диагноза целого ряда гемобластозов. Более того, выявле-

ние определенных транслокаций и мутаций позволяет

достаточно уверенно предполагать особенности течения

заболевания, судить в ряде случаев о прогнозе и подби-

рать адекватную терапию. Особое значение приобрело

развитие основанной на полученных знаниях так назы-

ваемой прицельной терапии, дающей возможность про-

водить коррекцию имеющихся нарушений на генетиче-

ском или биохимическом уровне. Самыми яркими при-

мерами лекарственных препаратов, применяемых как

«прицельная терапия», являются полностью транс-рети-

ноевая кислота (АТRА) и иматиниба мезилат (Гливек),

позволившие внести революционные изменения в тера-

пию острого промиелоцитарного лейкоза (ОПЛ) и хро-

нического миелолейкоза [2, 3].

Задача данного обзора достаточно узка — мы

попытались осветить современные представления

о генетических основах острых миелоидных лейкозов

(ОМЛ) и представить данные о молекулярно-биоло-

гических методах контроля резидуальной опухоли

в процессе терапии. 

Основные методики, используемые при молекулярно-

биологических исследованиях в гематологии 

Молекулярно-биологические исследования прочно

вошли в диагностическую практику современной гема-

тологии. В связи с этим понимание основных молекуляр-

ных методов стало необходимой частью образования

практических гематологов. Количество разнообразных

методик весьма велико, однако мы рассмотрим только

основные принципы наиболее распространенных из них

и остановимся на практических областях применения

молекулярных методов при диагностике ОМЛ.

Блоттинг (гибридизация) ДНК и РНК

Основой метода гибридизации (блоттинга) являет-

ся фиксирование специально синтезированной нуклео-

тидной последовательности (пробы), комплементарной

исследуемому участку нуклеиновой кислоты. Проба не-

сет на себе флюоресцентную или радиоактивную метку,

свечение которой определяется при помощи рентгенов-

ской пленки или специальных приборов. Наличие свече-

ния означает успешную гибридизацию пробы, что гово-

рит о полной комплементарности структуры исследуемо-

го участка РНК или ДНК искусственной пробе и позво-

ляет таким образом расшифровать его последователь-

ность. В случае возникновения мутаций успешная гибри-

дизация, как правило, невозможна.

Блоттинг РНК (нозерн-блоттинг) не применяется

в практической диагностике гемобластозов. Блоттинг

ДНК (Саузерн-блоттинг) применяется достаточно редко. 

Полимеразная цепная реакция (ПЦР) 

ПЦР — это метод, который позволяет синтезиро-

вать определенные фрагменты ДНК из огромного коли-

чества геномной ДНК, содержащейся в клетке. В основе

метода лежит естественный процесс репликации или до-

страивание второй цепи ДНК. В специальную реакцион-

ную смесь вносят определенное количество исследуемой

ДНК. Для того чтобы инициировать процесс реплика-

ции, создают специальные условия, вызывающие разру-

шение связей между двумя цепочками ДНК (фаза тепло-

вой денатурации при 95°С). Далее к одноцепочечной

ДНК прикрепляются праймеры, служащие «затравкой»

для достраивания второй цепи (фаза «отжига»). Прайме-

ры — это короткие одноцепочечные фрагменты ДНК,

или олигонуклеотиды, которые присоединяются к участ-

кам, ограничивающим нужные районы ДНК, по прин-

ципу комплементарности. Затем начинает действовать

ДНК-полимераза, катализирующая достраивание второй

цепи к участку ДНК между праймерами из дезоксинукле-

отидтрифосфатов, находящихся в реакционной смеси
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(фаза синтеза). Реакционные циклы, состоящие из трех

перечисленных фаз, повторяются многократно (обычно

25—30 раз). Таким образом, подобрав соответствующие

праймеры, можно размножить (амплифицировать) стро-

го определенный участок в специфических температур-

ных условиях, моделируемых специальным прибором —

амплификатором или термоциклером — и за 2—3 ч полу-

чить ПЦР-продукт в количестве, которое легко можно

выявить методом электрофореза в агарозном или полиак-

риламидном геле. С помощью метода ПЦР возможно вы-

явить последовательности ДНК, строго специфичные для

генетических аномалий, и таким образом определить на-

личие данного нарушения при диагностике или присут-

ствие патологического клона во время лечения (мини-

мальную остаточную болезнь — МОБ).

Обратная транскриптазная реакция 

Сущность обратной транскриптазной реакции (ОТ)

заключается в построении с заранее полученной из кле-

ток матричной РНК (имеющей гораздо меньшие размеры

за счет отсутствия считывания РНК с регуляторных пос-

ледовательностей ДНК — интронов) так называемой комплементарной ДНК

(кДНК). Реакция происходит с помощью обратной транскриптазы, выделен-

ной из некоторых вирусов. Этот метод используется преимущественно в тех

случаях, когда размер искомого фрагмента геномной ДНК превышает не-

сколько тысяч пар оснований и, следовательно, не может быть исследован

в ПЦР из-за своих размеров. кДНК, образующаяся в результате ОТ, гораздо

меньше соответствующего ей участка геномной ДНК и может быть использо-

вана для проведения ПЦР. Сочетание ОТ и ПЦР (ОТ-ПЦР) наиболее широко

используется при диагностике специфических транслокаций.

Гнездная ПЦР (nested PCR) 

Этот вид ПЦР используется в тех случаях, когда количество ДНК, несущей

специфическую аномалию, крайне мало из-за общей низкой клеточности образ-

ца (например, при ОПЛ) или минимального содержания в образце клеток опухо-

левого клона. Гнездная ПЦР представляет собой «дублированную» реакцию. Ма-

териал, полученный при первой ПЦР, используется вновь для амплификации

(при этом применяются праймеры с посадкой на продукт первой ПЦР), и в кон-

це второй реакции количество полученного продукта многократно увеличивает-

ся, что позволяет успешно использовать этот метод для контроля за МОБ. 

ПЦР в реальном времени 

ПЦР в реальном времени (РВ-ПЦР) позволяет количественно оценить

число исходных копий ДНК или кДНК в образце, что невозможно при прове-

дении обычной ПЦР. Причиной этого является то, что ПЦР, пройдя экспонен-

циальную фазу, выходит на стадию «плато», т.е. приводит к образованию опре-

деленного, не нарастающего далее количества продукта через некоторое число

амплификационных циклов (наиболее часто — 25—30). В результате этого

свойства ПЦР образцы с различным исходным содержанием матрицы к концу

30-го цикла могут показывать одинаковый результат (рис. 1). 

Особенностью метода РВ-ПЦР, отличающей его от обычной ПЦР, явля-

ется возможность количественного измерения ПЦР-продукта во время экспо-

ненциальной фазы процесса амплификации. Для этого используется детекция

флюоресцентных сигналов во время и/или после каждого цикла ПЦР. Сущест-

вует несколько разновидностей РВ-ПЦР (с использованием гибридизацион-

ных проб — beacon probes, гидролизующихся проб, или специфического флю-

оресцентного красителя SYBR Green). Наиболее распространенным является

вид, использующий гидролизующиеся пробы (TaqMan probe) и основанный на

5’-3’-экзонуклеазной активности Thermus aquaticus (Taq) ДНК-полимеразы

(т.е. на ее способности расщеплять все фрагменты ДНК, не представляющие

собой двойной спирали). Помимо праймеров в реакции задействована олиго-

нуклеотидная проба, комплементарная участку амплифицируемой последова-

тельности и соединенная с двумя флюорохромами: на 5’-конце расположен

излучающий флюорохром, на 3’- конце — гаситель флюоресценции. Пока

проба интактна и оба флюорохрома находятся в непосредственной близости,

излучения сигнала не происходит. При начале амплификации проба удаляется
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Рис. 1. Экспоненциальная амплификация в ПЦР
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Рис. 2. Схематическое изображение 
реакции РВ-ПЦР (тип TaqMan probe):

а — гибридизация пробы на участок ДНК
между праймерами (R — излучающий

флюорохром, Q — гаситель); б — расщеп-
ление связи ДНК — проба во время фазы

синтеза второй цепи; в — гидролиз пробы
в результате эндонуклеазного действия

Taq-полимеразы, освобождение излучаю-
щего флюорохрома при продолжении фазы

синтеза; г — регистрация сигнала под
воздействием лазерного излучения при за-
вершении фазы синтеза второй цепи ДНК
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с цепи ДНК Taq-полимеразой и расщепляется за счет ее

экзонуклеазной активности. Таким образом излучающий

флюорохром освобождается из-под действия гасителя,

и излучение может быть зарегистрировано прибором

(рис. 2). С увеличением количества ПЦР-продукта с каж-

дым циклом происходит соответствующее увеличение

количества регистрируемых сигналов в соответствии

с исходным количеством ДНК (соответствие определяет-

ся с помощью построения калибровочной кривой). 

Генетические аномалии при острых миелоидных лейкозах 

Основными молекулярными событиями, ведущими

к формированию лейкемического клона при миелоидных

лейкозах, являются либо возникновение специфических

транслокаций, зачастую с вовлечением протоонкогенов,

либо мутации генов, участвующих в контроле пролифера-

ции и дифференцировки миелоидной ткани [4]. Для мие-

лоидных опухолей наиболее характерными являются ре-

ципрокные транслокации, при которых происходит обмен

генетическим материалом между различными хромосома-

ми с образованием патологических

хромосомных структур, самой из-

вестной из которых является фила-

дельфийская хромосома [5]. На мо-

лекулярном уровне в процессе такой

транслокации образуется так называ-

емый химерный ген, состоящий из

активных доменов двух генов-участ-

ников перестройки и ведущий к экс-

прессии химерного белка, который

способен, как правило, либо блоки-

ровать миелоидную дифференциров-

ку, либо стимулировать бесконтроль-

ную клеточную пролиферацию за

счет следующих событий:

— нарушение функционирова-

ния ядерных рецепторов (характер-

ный пример — ОПЛ, при котором

в транслокации вовлекается ген, ко-

дирующий рецептор ретиноевой ки-

слоты RARA на хромосоме 17);

— подавление транскрипции

(считывания РНК с ДНК) за счет

связывания ключевого белкового

комплекса CBF (core binding factor),

что характерно для острых лейкозов

с транслокациями, вовлекающими

хромосомы 21 и 16 (гены RUNX1,

бывший AML1, и CBFB);

— репрессия генов гомеобокса

(характерно для ОМЛ с транслока-

циями, в которых участвует ген MLL

— mixed lineage leukemia, располо-

женный на хромосоме 11);

— аутокринная активация ти-

розинкиназ (BCR-ABL-позитивные

миелоидные лейкозы, мутации гена

FLT3).

Особо хотелось бы отметить

важность мутаций генов, не вовле-

ченных в транслокации, но являю-

щихся за счет изменения функций

медиаторами процессов, описан-

ных выше. К ним относятся час-

тичная тандемная дупликация гена MLL в случае сома-

тической мутации 11q23, внутренняя тандемная дуп-

ликация гена FLT3, ведущая к активации киназного

каскада за счет мимикрии под нормальный киназный

рецептор, мутации генов СЕВРА и RUNX1 (AML1), по-

давляющих транскрипцию за счет связывания компле-

кса CBF, мутации гена NPМ, приводящие к блоку

трансляции белков в рибосомах [6—8].

Мы рассмотрим наиболее часто встречающиеся

при ОМЛ транслокации и специфические мутации, оп-

ределение которых имеет значение не только для прогно-

за, но и для выбора терапии (табл. 1). 

Значение выявления химерного гена PML/RARA при ОПЛ

и его роль в блоке миелоидной дифференцировки

На рис. 3 изображена нормальная регуляция мие-

лоидной дифференцировки путем активации рецептора

ретиноевой кислоты α (RARα). В неактивном виде ре-

цептор образует подавляющий транскрипцию комплекс

вместе с другим рецептором этого же семейства (RXR),

Таблица 1. Т р а н с л о к а ц и и ,  о п р е д е л е н и е  к о т о р ы х  и м е е т  
п р а к т и ч е с к о е  з н а ч е н и е  п р и  м и е л о и д н ы х  о п у х о л я х

Генетическая Гены, участвующие Функция Частота встречаемости
аномалия в перестройке протеина при ОМЛ
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t(15;17) PML/RARA Рецептор 95% М3

t(11;17) PLZF/RARA ретиноевой Менее 5% М3

t(11;17) NuMa/RARA кислоты Менее 1% М3

t(5;17) NPM/RARA Менее 1% М3

t(17;17) STAT5b/RARA 

t(8;21) AML1/ETO Транскрипционный 20% М2

t(3;21) AML1/Evi1 фактор Менее 1% М2 и МДС

t(6;21) AML1/MTG16 Менее 1% М2 и МДС

RUNX1 mut 3—5% М2  

без цитогенетически 

определяемых 

хромосомных аномалий

inv 16 CBFB/MYH11 Транскрипционный Практически 100% 

t(16;16) фактор М4 Ео

t(9;22) BCR/ABL Тирозинкиназа Крайне редко

t(6;11) AF6/MLL Транскрипционный До 15—20% М4 и М5,

t(9;11) AF9/MLL фактор включая суммарно

t(10;11) AF10/MLL все нарушения MLL.

t(11;19) MLL/ENL До 11% ОМЛ 

11q23 MLL/ITD без цитогенетически 

выявляемых

хромосомных аномалий

t(3;5) NPM/MLF Регулятор трансляции 1—2% всех ОМЛ

FLT3/ITD Рецептор До 30% при М3,

тирозинкиназы также при ОМЛ 

без цитогенетически 

выявляемых

хромосомных аномалий

CEBPA mut Транскрипционный 16% М2 

фактор без цитогенетических 

хромосомных аномалий

NPM mut Регулятор трансляции 30% всех ОМЛ,

до 60% ОМЛ  

без цитогенетически 

выявляемых 

хромосомных аномалий

Примечание. МДС — миелодиспластический синдром.



ядерными помощниками — корепрессорами (SMRT,

N-CoR, Sin3a) и белком гистондеацетилазой HDAC. Этот

комплекс соединяется со специфическим участком ДНК

(RARE — retinoid acid responsive element), полностью бло-

кируя считывание РНК с генов, регулирующихся геном

RAR. В естественной ситуации рецептор связывается со

своим нормальным лигандом — ретиноевой кислотой,

и связь с корепрессорами разрушается. Далее происходит

присоединение коактиваторов транскрипции (P300,

CBP), что приводит к активации генов, регулирующих

нормальную миелоидную дифференцировку [9]. 

При образовании транслокации t(15;17), ведущей

к появлению химерного белка PML/RARA, возникает

прочная связь рецептора с корепрессорами, не разруша-

ющаяся в присутствии физиологических концентраций

ATRA. ДНК освобождается лишь в присутствии фарма-

кологических концентраций ATRA, превышающих фи-

зиологическую в тысячи раз. Только это делает возмож-

ной нормальную транскрипцию и дальнейшую миелоид-

ную дифференцировку [10]. Тот же механизм справедлив

для транслокации t(5;17), вовлекающей гены NPM

и RARA. Совершенно другая ситуация возникает при

ОПЛ с транслокацией t(11;17) — PLZF/RARA и t(11;17) —

STAT5b/RARA. Ген PLZF, так же как и STAT5b, имеет соб-

ственные зоны контакта с комплексом корепрессоров,

и добавление ретиноевой кислоты не приводит к освобо-

ждению зависимых генов для нормальной экспрессии

[11]. Сложность диагностики при ОПЛ заключается

в том, что морфологические и цитохимические методы

не позволяют различать между собой разные виды харак-

терных транслокаций. Стандартная цитогенетика зачас-

тую неэффективна, так как при ОПЛ клетки костного

мозга в обычной краткосрочной культуре делятся плохо,

и материала не хватает для подтверждения диагноза ОПЛ

и дифференцирования транслокаций. Все вышеуказан-

ные транслокации возможно определять с помощью

флюоресцентной in situ гибридизации (FISH) или метода

ОТ с проведением далее так называемой гнездной ПЦР.

Таким образом, определение транслокаций при

ОПЛ крайне необходимо не только для установления

правильного диагноза, но и для определения первичной

резистентности к стандартной для ОПЛ терапии ATRA и,

соответственно, к определению прогноза — благоприят-

ного при t(15;17) и t(5;17) и неблагоприятного при всех

остальных видах транслокаций.

Значение определения транслокаций, 

участвущих в репрессии комплекса CBF

Образование нормального комплекса CBF, ведуще-

го к активации промотoра гена макрофагального колони-

естимулирующего фактора (M-CSF), играет важнейшую

роль в миелоидной дифференцировке и напрямую зави-

сит от формирования связи между белками-продуктами

генов c/EBPα, AML1(RUNX1) и CBFβ (рис. 4). Поэтому все

транслокации, вовлекающие хотя бы один из перечислен-

ных генов, такие как t(8;21) или inv 16, превращают ука-

занный комплекс из активатора в репрессор транскрип-

ции, нарушая присоединение PU.1, линейно-специфиче-

ского белка, необходимого для усиления функции про-

мотoра M-CSF, и таким образом блокируют миелоидную

дифференцировку. Блокада происходит с участием ядер-

ных корепрессоров и гистондеацетилаз, тех же, что были

описаны в предыдущем разделе, касающемся лейкемоге-

неза при ОПЛ. Надо отметить, что любые мутации генов-

участников комплекса CBF, таких как c/EBPα, RUNX1,

даже при отсутствии цитогенетически определяемых на-

рушений ведут к формированию лейкемического фено-

типа, т.е. к нарушению дифференцировки и бесконтроль-

ной пролиферации. Тем не менее, по современной клас-

сификации, обнаружение данных нарушений относит

этот тип лейкоза в благоприятную группу (при условии

проведения соответствующей терапии). 

Обычно транслокации t(8;21) или inv 16 и др. доволь-

но легко определяются при стандартном цитогенетическом

исследовании (СЦИ). ПЦР в данной ситуации более необ-

ходима для контроля за МОБ во время терапии лейкоза, хо-

тя значение факта определения транслокации t(8;21) в ре-

миссии ОМЛ до сих пор однозначно не определено [12, 13]. 

Так же как и при ОПЛ используется ОТ-ПЦР.

При определении мутаций генов c/EBPα, RUNX1 с наи-

большей эффективностью может быть применена только

ПЦР. Если учесть, что данные аберрации суммарно

встречаются примерно в 15—20% М2 без цитогенетиче-

ски выявляемых нарушений, становится ясной необхо-

димость выявления этих мутаций, тем более что, по пос-

ледним данным, обнаружение таких аномалий без соче-

тания с другими цитогенетическими нарушениями отно-

сит этот тип лейкоза из группы промежуточного в группу

благоприятного прогноза [14]. 

Определение транслокаций, ведущих к активации 

тирозинкиназ и киназных рецепторов

Самой известной транслокацией, приводящей к ано-

мальной активации киназного каскада и неконтролируе-

мой клеточной пролиферации, является филадельфийская

хромосома, или t(9;22), ведущая к образованию химерного

гена BCR/ABL (рис. 5). В зависимости от локализации точ-

ки разрыва на хромосоме 22 образуется химерный онкоген
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Рис. 3. Нормальная регуляция миелоидной дифференцировки 
путем активации рецептора ретиноевой кислоты
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различной длины (от 190 до 230 кД). Продукт этого гена

(тирозинкиназа) ведет к фосфорилированию огромного

количества протеинов (RAS, PI-3, Grb2, Crkl), участвую-

щих в процессе сигнальной трансдукции — передаче сиг-

нала с рецепторов клеточной мембраны ядерному генети-

ческому материалу. Активация такого количества различ-

ных сигнальных путей ведет к независимой от ростовых

факторов пролиферации, нарушению адгезии клеток

к стромальному окружению и устойчивости к апоптозу —

программированной клеточной гибели. При ОМЛ встре-

чается как тип транслокации с точкой разрыва M-bcr, веду-

щий к образованию протеина размером 210 кД (р210), так

и m-bcr с образованием протеина p190. Данная транслока-

ция обычно определяется при СЦИ. Однако в настоящее

время общепринятыми методами выявления аномалии

и дальнейшего контроля за МОБ являются FISH и ПЦР

в реальном времени (после проведения ОТ), позволяющие

оценивать количество аномального транскрипта и таким

образом определять эффективность проводимой терапии. 

Другим вариантом аутокринной стимуляции киназ-

ного каскада является мутация гена FLT3 (FMS-like tyro-

sine kinase receptor), кодирующего тирозинкиназный ре-

цептор. Образование так называемой внутренней тандем-

ной дупликации в структуре гена ведет к изменению тре-

тичной структуры рецептора таким образом, что он мими-

крирует под обычный рецептор, уже активированный спе-

цифическим лигандом. Это ведет к активации протеинки-

наз ERK2 и AKT, приводит к неконтролируемой пролифе-

рации и обычно ассоциируется с выраженным лейкоцито-

зом. Обнаружение этой мутации возможно только с помо-

щью ПЦР. В этом случае возможно использование как

обычной ПЦР на геномной ДНК, так и ОТ-ПЦР. Следует

особо отметить, что выявление этого нарушения у пациен-

тов с t(15;17) или у больных без явных нарушений карио-

типа резко ухудшает прогноз и переводит этих пациентов

в группу неблагоприятного течения ОМЛ [15]. 

По данным последних исследований, все виды на-

рушений, связанных с активацией киназных сигнальных

путей, являются независимым отрицательным прогно-

стическим признаком.

Значение выявления транслокаций, ведущих к нарушению

экспрессии генов гомеобокса 

К генам гомеобокса относят це-

лый ряд генов, кодирующих транс-

крипционные факторы, которые при-

нимают участие в регуляции эмбрио-

нального развития. Эти гены имеют

высокогомологичную структуру

у большинства эукариот, от самых

низших до наиболее высокоорганизо-

ванных. Наиболее значимым геном-

регулятором экспрессии генов гомео-

бокса у млекопитающих является ген

MLL (mixed lineage leukemia). Партне-

рами этого гена являются гены-регу-

ляторы транскрипции, поэтому лю-

бые мутации, вовлекающие MLL, ве-

дут к подавлению транскрипции ге-

нов гомеобокса. Точный механизм

лейкемогенеза в данном случае пока

до конца не определен. MLL участвует

в образовании более 25 различных

транслокаций, которые (кроме

t(4;11)) обычно характерны для ОМЛ М4/М5. Все они мо-

гут быть определены как методом стандартной цитогенети-

ки, так и ПЦР. Наиболее известным и распространенным

нарушением является соматическая мутация 11q23, приво-

дящая к образованию частичной внутренней тандемной ду-

пликации, в которой участвуют экзоны со 2 по 6 или со 2 по

8. Подобное нарушение определяется в случаях трисомии

хромосомы 11 и в 11—20% случаев ОМЛ без цитогенетиче-

ских нарушений. В этих случаях аберрация может быть об-

наружена только с помощью ПЦР. Следует отметить, что

любое нарушение структуры гена MLL однозначно опреде-

ляет неблагоприятный вариант течения ОМЛ [16].

Мутации гена NPM

Ген нуклеофозмина (NPM1) в последнее время при-

влекает все более пристальное внимание исследователей

ввиду частой (50—60%) выявляемости мутаций этого гена

при ОМЛ с нормальным кариотипом. В норме продукт это-

го гена играет ключевую роль в биогенезе протеосом и, та-

ким образом, опосредованно влияет на синтез протеинов

в клетке. Ген NPM1 участвует в ряде реципрокных трансло-

каций, характерных для анаплазированоой Т-клеточной

лимфомы t(2;5), редко встречающихся форм МДС с транс-

локацией t(3;5) и крайне редкого типа ОПЛ с t(5;17).

Для ОМЛ более характерны мутации NPM1, наиболее час-

той из которых является дупликация тетрануклеотида

TCTG в позиции 956—959 в экзоне 5 (75—80% случаев).

Во всех случаях мутаций или транслокаций с участием

NPM1 происходит изменение нормального внутриядерного

расположения белка на цитоплазматическое и нарушается

его взаимодействие с генами-партнерами (ТР53 и ARF), что

инактивирует их как опухолевые супрессоры. Тем не менее

обнаружение мутаций NPM1, как правило, ассоциируется

с благоприятным течением ОМЛ (за исключением случаев

ассоциации с мутациями гена FLT3) [17]. В настоящее вре-

мя продолжается активное изучение этого гена с целью

уточнения его роли в лейкемогенезе и возможного исполь-

зования его как маркера при исследовании МОБ.

Использование молекулярных методов 

для оценки прогноза и ответа на терапию 

Как упоминалось выше, детекция молекулярных

аномалий у больных ОМЛ имеет значение не только

для установления правильного диагноза, но и для опре-
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Рис. 5. Образование химерного гена BCR/ABL и его продуктов
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деления прогноза течения заболевания, выбора адек-

ватной терапии и проведения контроля за течением

лейкоза (выявление МОБ). 

В течение последних лет выделяют три группы по

течению ОМЛ и ответу на стандартную терапию [18]:

— группа благоприятного прогноза, к которой от-

носятся ОМЛ, несущие транслокации t(8;21), inv 16

(ОПЛ с t(15;17) относят в отдельную группу);

— группа промежуточного прогноза, обычно ОМЛ,

не несущие цитогенетически выявляемых хромосомных

аберраций;

— группа неблагоприятного прогноза — ОМЛ

с транслокациями t(9;22), всеми аномалиями, вовлекаю-

щими ген MLL, и рядом других аномалий (таких как del

5q, 5q-, 7q- , аномалии хромосомы 3, комплексные хро-

мосомные аберрации).

В последнее время уделяется особое внимание

группе пациентов с ОМЛ, не несущих цитогенетически

определяемых аномалий и составляющих от 40 до 60%

от общего количества пациентов, страдающих этим за-

болеванием. Молекулярно-биологические исследова-

ния позволили выделить в этой популяции подгруппы

с генетическими нарушениями, ассоциирующимися

с более благоприятным прогнозом (несущие мутации

генов СЕВРА и RUNX1, NPM), или, наоборот, определя-

ющие неблагоприятный прогноз течения заболевания

(EVI1, PTD-MLL, FLT3-ITD) [19, 20]. Кроме того, одно

из последних направлений изучения структуры молеку-

лярных нарушений при ОМЛ — выявление сочетания

цитогенетически выявляемых мутаций с описанными

выше молекулярными аномалиями и оценка влияния

этих сочетаний на прогноз заболевания. 

Исследование МОБ при миелоидных опухолях в те-

чение последних лет приобрело особое значение в связи

с открытием новых препаратов, обладающих прямым

воздействием на некоторые звенья патогенеза острых

лейкозов (ATRA, ингибиторы тирозинкиназ, ингибито-

ры гистондеацетилаз). 

В настоящее время выделяют четыре основных ме-

тода определения МОБ, каждый из которых имеет свои

достоинства и недостатки (табл. 2): СЦИ, FISH, мульти-

параметрическая цитофлюорометрия (МЦФ), различ-

ные виды ПЦР (включая РВ-ПЦР) 

Задачей данного раздела является описание значе-

ния молекулярно-биологических методов в определении

МОБ при разных генетических аномалиях, ведущих

к формированию лейкемического клона.

Значение определения МОБ в группе ОМЛ 

с наиболее часто выявляемыми молекулярными 

маркерами (транслокации t(8;21), inv16/t(16;16), t(15;17)

Использование качественной ОТ-ПЦР для опреде-

ления химерного транскрипта AML1/ETO при ОМЛ, не-

сущем транслокацию t(8;21), привело к появлению ра-

бот, показывающих возможность существования патоло-

гического клона у большого числа больных, находящих-

ся в длительной ремиссии. Использование высокочувст-

вительных методик, позволяющих выявлять 1 клетку на

105—106, доказало сохранение экспрессии химерного он-

когена AML1/ETO у пациентов не только после прове-

денной химиотерапии, но и после трансплантации кост-

ного мозга [12, 20]. Биологическое значение этого факта

оставалось неясным; предполагалось, что t(8;21) являет-

ся лишь одним событием в многоступенчатом патогенезе

ОМЛ [21]. Однако почти одновременно появились сооб-

щения о том, что у большинства больных в долгосрочной

ремиссии AML1/ETO все же не определяется [22, 23].

Причины появления этих конфликтующих между собой

данных стали ясны, когда при сопоставлении состава ис-

следуемых групп, проводимого лечения и чувствительно-

сти используемых методов обнаружилась их явная неод-

нородность. Одним из последних исследований с ис-

пользованием качественной ОТ-ПЦР стало многоцент-

ровое исследование, опубликованное F. Morschauser

и соавт. [24]. В этой работе использовалось два вида каче-

ственной ОТ-ПЦР: двухэтапная (гнездная) с чувстви-

тельностью 106 и одноэтапная с чувствительностью 105.

У 14 больных из 51 в длительной ремиссии патологиче-

ский транскрипт не определялся обоими методами. У ос-

тальных пациентов при проспективном исследовании

была обнаружена зависимость возникновения рецидива

Д И А Г Н О С Т И К А  Г Е М О Б Л А С Т О З О В

О
Н

К
О

Г
Е

М
А

Т
О

Л
О

Г
И

Я
4

’
2

0
0

7

22

Таблица 2. С р а в н е н и е  р а з л и ч н ы х  м е т о д о в  о п р е д е л е н и я  М О Б

Метод
Процент информативности Относительная 

Преимущества Недостаткипри ОМЛ чувствительность

СЦИ 70 1—5 × 10-2 Определяет специфические маркеры, Малая

дополнительные нарушения чувствительность,

при клональной эволюции трудоемкость

FISH 40—60 10-2, 10-5 Определяет специфические маркеры, Трудоемкость, высокая

(для D-FISH) возможно использование стоимость, высокие 

в интерфазных ядрах, возможность пороговые значения

количественного определения для обычной FISH

МЦФ >50 10-2—10-2 Относительно высокая Ложнонегативные результаты

чувствительность, из-за изменения фенотипа

возможность количественного в процессе клональной

определения, быстрота эволюции опухоли

ПЦР Специфические  10-5—10-6 Высокая чувствительность, Ложнопозитивные результаты

(+РВ-ПЦР) маркеры — 30—40; возможность количественного (контаминация), снижение

другие молекулярные определения, быстрота, чувствительности из-за низкого

маркеры,  ассоциированные возможность автоматизации качества РНК, низкой

с ОМЛ  (WT-1, PRAME) — и стандартизации экспрессии РНК, неполноценной

до 80—90 обратной транскрипции



от обнаружения AML1/ETO в ранние сроки (до консоли-

дационной терапии) с помощью одноэтапной ПЦР. 

Тем не менее в настоящее время качественное вы-

явление МОБ имеет ограниченное применение при об-

следовании пациентов с t(8;21). K. Toba и соавт. [25] од-

ними из первых разработали количественное определе-

ние числа копий AML1/ETO. Использование высокочув-

ствительной конкурентной ПЦР позволило авторам оп-

ределять до трех копий транскрипта AML1/ETO в иссле-

дуемой РНК. В своей работе авторы показали, что во вре-

мя индукционной терапии количество химерного транс-

крипта уменьшается на 2-3 log, а во время консолидаци-

онной терапии — еще на столько же. У пяти больных бы-

ло обнаружено повышение числа копий AML1/ETO до 105

на 1 мкг РНК в костном мозге и до 103—104 в перифери-

ческой крови за 3—6 мес до возникновения гематологи-

ческого рецидива. Таким образом, регулярное количест-

венное исследование образцов костного мозга и перифе-

рической крови в ходе терапии и дальнейшего наблюде-

ния помогло определить пороговые значения, выделяю-

щие группу больных, которым угрожает рецидив ОМЛ.

В последнее время получило распространение коли-

чественное определение AML1/ETO с помощью РВ-ПЦР

(с использованием унифицированной методики, предло-

женной BioMed Concerted Action). В целом опубликован-

ные результаты соответствуют упомянутым выше, однако

имеющихся данных пока недостаточно для создания чет-

ких рекомендаций по выявлению МОБ и определения ее

значения для развития рецидива [26, 27].

Данные о молекулярном мониторинге пациентов

с inv16 ограничены малым числом наблюдений. D. Caxton

и соавт. [28] опубликовали данные о двух пациентах, на-

ходящихся в ремиссии более 1 года, которые были нега-

тивны при качественном ПЦР-анализе. J. Poire и соавт.

[29], в свою очередь, привели результаты исследования,

в котором у трех пациентов с inv16 сохранялась позитив-

ность при ПЦР-анализе от 3 до 6 мес с момента диагно-

стики [29]. Тем не менее постоянной ПЦР-позитивности

у больных в длительной ремиссии не выявлялось. 

В настоящее время качественное определение дан-

ной аномалии при контроле за МОБ имеет ограниченное

значение. Данные, полученные G. Marcucci и соавт. [30]

при исследовании МОБ у пациентов с транскриптом

CBFB/MYH11 с помощью РВ-ПЦР, выявили следующую

зависимость: определение более 10 копий CBFB/MYH11

у пациентов после завершения химиотерапии ведет к бо-

лее короткой ремиссии и высокому риску развития реци-

дива [30]. Тем не менее как и в случае ОМЛ с t(8;21) необ-

ходимо дальнейшее накопление унифицированных дан-

ных для установления четких критериев контроля МОБ

при этом виде лейкоза.

Наличие специфического молекулярного маркера

злокачественного клона t(15;17) позволяет не только дос-

товерно установить диагноз ОПЛ, но и наблюдать за отве-

том на специфическую терапию у каждого пациента [31].

За последние годы было опубликовано немало исследова-

ний, посвященных мониторингу МОБ у больных ОПЛ.

Большие надежды возлагались на то, что отслеживание

МОБ с помощью молекулярно-биологических методов

позволит точнее выявлять больных, которым показана

более интенсивная терапия ОПЛ. Использование ОТ-

ПЦР для определения химерного транскрипта гена PML-

RARА (чувствительность 10-4) позволило определить, что

более 90% больных, получавших длительную терапию

ATRA в комбинации с цитостатиками, становятся ПЦР-

негативными. Тем не менее дальнейшее наблюдение за

пациентами показало, что негативный результат ПЦР

нельзя отождествлять с излечением ОПЛ, так как у части

ПЦР-негативных пациентов (20—30%) развивается реци-

див заболевания [32]. Общим выводом упомянутых выше

исследований стало наблюдение, что сохранение транс-

крипта PML-RARА после окончания консолидации явля-

ется достоверным прогностическим признаком рецидива.

Однако необходимо отметить, что часть работ были рет-

роспективными, чувствительность ОТ-ПЦР варьировала,

нельзя было исключить некоторой селекции пациентов

и разнородности терапии. В связи с этим особое внима-

ние исследователей привлекло раннее отслеживание

МОБ и определение скорости снижения количества опу-

холевых транскриптов при ОПЛ. Исследование англий-

ской группы MRC, в котором экспрессия PML-RARА

и RARА-PML определялась после каждого курса химиоте-

рапии, показало, что скорость уменьшения экспрессии

аномального транскрипта является независимым прогно-

стическим фактором при ОПЛ [33]. 

Полученные данные нуждаются в подтверждении

в проспективных исследованиях на больших группах боль-

ных, получающих одинаковое лечение. Тем не менее не вы-

зывает сомнения, что отслеживание МОБ на молекулярном

уровне поможет выделить группу пациентов с высоким ри-

ском развития рецидива в процессе терапии и дальнейшего

наблюдения. Такие пациенты должны подвергаться более

тщательному наблюдению за МОБ по окончании консоли-

дации. Возможно, что именно в этой группе больных целе-

сообразно проведение дополнительного курса консолида-

ции, включая аллогенную или аутологичную транспланта-

цию костного мозга (ТКМ) в первой ремиссии. 

Прогностическая ценность молекулярного мони-

торинга после завершения терапии была доказана иссле-

дованиями итальянской группы GIMEMA. Было устано-

влено, что возобновление транскрипции аномального ге-

на, выявленной повторными исследованиями костного

мозга (3 раза в месяц), после завершения лечения с боль-

шой долей вероятности предсказывает рецидив ОПЛ.

С использованием такой стратегии в данной группе

больных было предсказано более 70% рецидивов. Более

того, у 81% этих пациентов химерный транскрипт стал

определяться в течение первых 6 мес после снятия с тера-

пии. В среднем с момента выявления молекулярного ре-

цидива до момента наступления гематологического ре-

цидива проходило 3 мес (1—14 мес) [34]. 

Следует отметить, что отслеживание МОБ является

актуальным и для пациентов, которым проведена аллоген-

ная или аутологичная ТКМ. При обследовании 15 больных,

которым проводилась ауто-ТКМ во второй ремиссии, ре-

зультаты ОТ-ПЦР непосредственно перед трансплантаци-

ей ассоциировались с длительностью безрецидивной вы-

живаемости после трансплантации. У всех семи больных,

экспрессировавших PML-RARA до ТКМ, впоследствии раз-

вивался рецидив, тогда как у 7 из 8 ПЦР-негативных боль-

ных наблюдалась длительная ремиссия. В этом исследова-

нии мобилизация клеток костного мозга проводилась в пе-

риод второй морфологической ремиссии (трансплантат

и костный мозг пациентов были ПЦР-негативными) [35]. 

Известным фактом является относительно низкая

чувствительность ОТ-ПЦР при ОПЛ (10-4 по сравнению
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с 10-6 при определении BCR-ABL при хроническом миело-

идном лейкозе). Недостаточная чувствительность реакции

может зависеть от ряда причин, основными из которых

считаются относительно низкая экспрессия PML-RARA

и нестойкость РНК, приводящая к ее быстрому разруше-

нию в процессе обработки и хранения образца [33]. 

Ввиду относительно низкой чувствительности

обычных методов гнездной ОТ-ПЦР были предприняты

попытки ее повышения с целью выделить подгруппу

больных с высоким риском развития рецидива [36—38].

Эти методы оказались слишком трудоемки для того, что-

бы применять их в крупных мультицентровых исследова-

ниях, но они предвосхитили появление количественных

методик, основанных на РВ-ПЦР для определения так-

тики лечения больных ОПЛ. 

Ряд исследователей использовали РВ-ПЦР для вы-

явления транскриптов сливного гена PML-RARA.

B. Cassinat и соавт. [39] представили предварительные

данные о различной скорости достижения ремиссии по-

сле терапии ATRA и химиотерапии. Отслеживание МОБ

у 15 больных в исследовании A. Mitterbauer и соавт. [40]

помогло предсказать рецидив у пяти больных с усилени-

ем экспрессии PML-RARA. Эффективность выявления

МОБ методом Taqman РВ-ПЦР оказалась выше получен-

ной методом традиционной гнездной ОТ-ПЦР, несмотря

на то что чувствительность обоих методов была сопоста-

вима (10-4). Это исследование выявило преимущество

РВ-ПЦР в выявлении низкокачественной РНК, которая

могла служить причиной ложноотрицательных результа-

тов обычной ПЦР. В таких образцах удавалось обнаружи-

вать даже очень низкую экспрессию PML-RARA и RARA,

использовавшегося в качестве контрольного гена. Соот-

ношение экспрессий давало возможность объективно

оценить количество химерного транскрипта в образце.

Выявление транскриптов PML-RARA в конце консолида-

ции предсказывало надвигающийся рецидив. Особое зна-

чение имела позитивность после третьего курса химиоте-

рапии: риск развития рецидива у этих пациентов был зна-

чительно выше по сравнению с теми, у кого PML-RARA

на этом этапе не выявлялся (60 против 15%). В настоящее

время не подвергается сомнению использование метода

РВ-ПЦР как ведущего при мониторировании МОБ

в больших клинических исследованиях при ОПЛ. 

Данные об отслеживании МОБ с использованием

редко встречающихся молекулярных маркеров представ-

ляют собой либо описания случаев, либо работы, вклю-

чающие небольшое количество пациентов, разнородно

леченных и обследованных неунифицированными мето-

диками [41—43], и поэтому в данном обзоре рассматри-

ваться не будут.

Мониторирование МОБ при ОМЛ с использованием 

суррогатных молекулярных маркеров 

Известно, что лишь около 30—40% миелоидных

лейкозов несут стабильно выявляемые хромосомные

аберрации, могущие быть маркерами патологического

клона при детекции МОБ. В последние годы особое вни-

мание уделяется поиску альтернативных генов, экспрес-

сирующихся у большинства пациентов с ОМЛ, как по-

тенциальных маркеров лейкемических клеток. 

Одним из таких генов является WT-1, другим —

PRAME, однако изучение последнего пока находится

в стадии разработки [44]. 

Ген WT-1 (Wilm’s tumor gene) расположен на хромосо-

ме 3 и является опухолевым супрессором. Мутации WT-1

ведут к развитию опухоли Вильмса у детей. WT-1 высоко

экспрессируется у 90% пациентов с ОМЛ (за исключением

М5). По данным K. Inoue и соавт. [45], экспрессия WT-1

в лейкемических клетках на 2—3 порядка выше, чем в клет-

ках здорового костного мозга, где он либо не определяется,

либо уровень экспрессии крайне низок. Опубликован це-

лый ряд работ, посвященных детекции МОБ с использова-

нием гена WT-1. Используя полуколичественную ПЦР,

K. Inoue и соавт. [45] определили, что уровень экспрессии

WT-1 при ОМЛ гораздо выше у пациентов при первичной

диагностике и в рецидиве, чем во время ремиссии. Более

того, уровни экспрессии данного гена в течение ремиссии

оказались прогностически значимыми для предсказания

гематологического рецидива. С другой стороны, A. Gaiger

и соавт. [46] с помощью количественной методики показа-

ли отсутствие прогностической значимости высокой экс-

прессии WT-1 в ремиссии. Возможно, данное несоответст-

вие связано с использованием методик, обладающих раз-

ной чувствительностью. Получены предварительные дан-

ные о применении РВ-ПЦР, позволяющие предполагать

прогностическое значение уровня экспрессии WT-1 в тече-

ние ремиссии ОМЛ. Однако для окончательных выводов

опубликованного материала пока недостаточно [47, 48]. 

Таким образом, можно утверждать, что внедрение

методов молекулярной биологии для детекции МОБ при

ОМЛ в ряде случаев помогает не только прогнозировать

дальнейшее течение болезни, но и корректировать прово-

димую терапию. Разумеется, требуется стандартизация

методик, включая РВ-ПЦР, для правильной оценки полу-

ченных данных. Опубликованные недавно рекомендации

Biomed Concerted Action по РВ-ПЦР помогут созданию

унифицированных протоколов обследования больных

в разных лабораториях и организации международных

исследовательских групп, способных обследовать боль-

шое число пациентов и сделать определенные выводы

о значении детекции МОБ при разных вариантах ОМЛ.
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