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Поиск значимых молекулярно-генетических маркеров имеет большое значение для постановки ди-
агноза, определения прогноза и выбора терапии при злокачественных заболеваниях кроветворной
системы. Характерные цитогенетические аберрации, приводящие к образованию слитых генов,
встречаются более чем у 40% детей с острым миелоидным лейкозом (ОМЛ), однако у значительной
части пациентов (около 20%) опухолевые клетки имеют нормальный кариотип. С целью выявления
маркеров, характерных для ОМЛ, нами проанализирован мутационный профиль опухолевых кле-
ток у детей с ОМЛ, не имеющих известных хромосомных перестроек. У 34 пациентов с различными
подтипами ОМЛ методом массового параллельного секвенирования исследованы участки 26 генов,
вовлеченных в патогенез этого заболевания. Выявлены соматические мутации в генах белков раз-
личных внутриклеточных сигнальных путей, в том числе в генах CEBPA, ETV, IDH1, JAK2, NRAS.
Также обнаружены редкие генетические варианты генов CUX1, FLT3, TET2, PTPN11, NUP98. Полу-
ченные данные представляют интерес для понимания механизмов злокачественной трансформа-
ции клеток при лейкемогенезе.
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ческие мутации
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Острый миелоидный лейкоз (ОМЛ) ‒ опухоль
кроветворной системы миелоидного происхож-
дения, которая возникает в результате генетиче-
ских и эпигенетических изменений в гемопоэти-
ческих стволовых клетках-предшественниках.
Эти изменения приводят к нарушению регуляции
внутриклеточных сигнальных путей и появлению
клонов недифференцированных клеток с неогра-
ниченным потенциалом размножения.

Видимые изменения кариотипа являются крае-
угольным камнем в постановке диагноза ОМЛ и
выборе стратегии лечения [1‒5]. Несмотря на
значительное количество разнообразных цитоге-
нетических аномалий при ОМЛ у детей, основ-
ную часть ОМЛ можно отнести к следующим
подгруппам: 1) ОМЛ с транслокацией t(8;21) или

инверсией inv(16) (18‒20%); 2) с транслокацией
t(15;17) (9‒10%); 3) с перестройками с участием ге-
на MLL (25%); 4) без перечисленных цитогенетиче-
ских аномалий, включая ОМЛ (около 20%) с цито-
генетически нормальным кариотипом (ОМЛ-НК).

Достаточно большая группа больных с
ОМЛ-НК, формально относящаяся к категории
промежуточного риска, крайне гетерогенна в от-
ношении прогноза течения заболевания. К наи-
более характерным мутациям при ОМЛ-НК от-
носятся мутации в генах NPM1, FLT3 и CEBPA.
Недавно выявлен новый класс мутаций, повре-
ждающих гены, ответственные за эпигенетиче-
ские процессы регуляции генома, в частности за
метилирование ДНК или модификацию гисто-
нов. Среди них наиболее изучены мутации в ге-
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нах DNMT3A, IDH1/2, TET2 и ряде других [1,
5‒8]. Определенные мутации, наряду с извест-
ными хромосомными перестройками, могут слу-
жить маркерами различных подтипов опухоле-
вых клеток.

Число исследований, посвященных генетиче-
ским мутациям при ОМЛ, постоянно растет. На-
копление знаний о генетических изменениях при
ОМЛ позволяет более полно понять механизм
развития заболевания, сформировать новые диа-
гностические и прогностические критерии, раз-
вить новые подходы к терапии.

Нами проведен анализ мутационного профиля
у детей с ОМЛ, у которых не выявлены известные
хромосомные перестройки, направленный на
оценку генетической гетерогенности этой группы
и обнаружение маркеров, характеризующих мо-
лекулярную природу заболевания.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Мутационный профиль анализировали у 34
пациентов с ОМЛ (18 мальчиков и 16 девочек),
средний возраст 10.6 лет (от 1.2 до 15.4 лет). Для
первичной диагностики лейкозов проводили две
цитохимические реакции – на миелопероксидазу
и на неспецифическую эстеразу. Иммунофеноти-
пическое исследование проводили на клетках
костного мозга в растворе антикоагулянта EDТА.
Реакцию прямой иммунофлуоресценции и ана-
лиз на проточном цитофлуориметре выполняли
по стандартному протоколу. Исследуемая панель
включала следующие маркеры: СD34, СD13,
СD33, СD19, СD41, СD61, СD7, СD14, CD15,
СD4, CD56, СD11b, HLA-DR, внутриклеточная
миелопероксидаза. Также исследованы лимфо-
идные маркеры CD7, CD2, CD3 (в цитоплазме),
CD79a, CD22.

В соответствии с классификацией, предло-
женной Франко-Американо-Британской груп-
пой (FAB-группа), выделяли М0‒M7 варианты
ОМЛ. Подтип М1 (острый миелоидный лейкоз
без созревания) выявлен у четырех пациентов,
М2/М4 (острый миелоидный лейкоз с созревани-
ем/острый миеломоноцитарный лейкоз) ‒ у 10,
М5 (острый монобластный и острый моноцитар-
ный лейкоз) ‒ у четырех, М6 (острый эритроид-
ный лейкоз) ‒ у четырех, М7 (острый мегакарио-
цитарный лейкоз) ‒ у пяти пациентов, ОМЛ с
миелодисплазией (МДС) ‒ у трех пациентов, в
четырех случаях подтип ОМЛ не был установлен
(ОМЛ). Пациентов с М0 (ОМЛ с минимальной
дифференцировкой) и М3 (острый промиелоци-
тарный лейкоз) в исследуемой выборке не было.
От родителей пациентов получено письменное
добровольное информированное согласие на ис-

пользование результатов исследования в обезли-
ченной форме в научных целях.

Определение хромосомных перестроек методом
гибридизационного анализа на биочипе. Лейкоци-
ты из образцов костного мозга подвергали гемо-
лизу в 0.8%-ном растворе хлорида аммония, со-
бирали центрифугированием и промывали фос-
фатно-солевым буфером. РНК из лейкоцитов
выделяли при помощи набора RNeasy MiniKit
(“Qiagen”, США) согласно инструкции произво-
дителя. РНК (2 мкг) инкубировали при 70°С в те-
чение 5 мин со смесью праймеров для обратной
транкрипции (ОТ-праймеров), специфичных для
указанных транслокаций, и гена ABL, стабильно
экспрессирующегося во всех клетках. В реакци-
онную смесь вносили по 10 пмоль каждого прай-
мера, проводили реакцию обратной транскрип-
ции, используя обратную транскриптазу M-MLV
(“Силекс”, Россия) в соотношении 40 ед. фер-
мента на 40 мкл реакционной смеси; смесь содер-
жит также 40 ед. ингибитора РНКазы (“Promega”,
США), 1 мМ каждого dNTP (“Силекс”), 10 мМ
дитиотрейтол, 50 мМ Трис-HCl pH 8.3, 75 мМ KCl
и 3 мМ MgCl2 при 42°С в течение 90 мин. Реак-
цию останавливали, прогревая смесь при 70°С в
течение 10 мин.

Полученную в ходе обратной транскрипции
кДНК добавляли в качестве матрицы в мульти-
плексную ПЦР. Использовали вариант гнездовой
ПЦР, включающий два этапа. Смесь первого эта-
па (25 мкл) содержит 67 мМ Трис-HCl pH 8.6,
166 мМ (NH4)2SO4, 0.01% Тритона Х-100, 1.5 мМ
MgCl2, 0.2 мМ каждого из dNTP (“Силекс”, Рос-
сия), 1.5 ед. акт. Taq-полимеразы (“Силекс”), по
10 пмоль каждого праймера и 2 мкл кДНК. Состав
ПЦР-смеси второго этапа аналогичен первому,
но концентрация прямого праймера составляет
50 пмоль, обратного 10 пмоль (для преимуще-
ственной амплификации прямой цепи). В каче-
стве матрицы брали 1 мкл ПЦР-продукта первого
этапа. Второй этап ПЦР проводили в присут-
ствии флуоресцентно меченного Сy5-dUTP.

Флуоресцентно меченный продукт второго эта-
па ПЦР гибридизовали на ЛК-биочипе для анали-
за 13 транслокаций (“БИОЧИП-ИМБ”, Россия),
изготовленном методом фотоиндуцируемой сов-
местной полимеризации олигонуклеотидов и ком-
понентов полиакриламидного геля. Гибридиза-
цию флуоресцентно меченного ПЦР-продукта на
биочипе проводили в течение 18‒20 ч, как описа-
но ранее [10]. Регистрацию флуоресцентных сиг-
налов в ячейках биочипа и анализ изображения
проводили с использованием программы Image-
Ware (“БИОЧИП-ИМБ”, Россия).

Массовое параллельное секвенирование (NGS,
next-generation sequencing). Направленный отбор
последовательностей проводили методом двой-
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ной гибридизации с библиотекой зондов Nim-
bleGen SeqCap EZ согласно инструкции произво-
дителя (www.nimblegen.com). Библиотека зондов
включала участки последовательностей 26 генов:
ABL1 (экзоны 4–6), CBL (экзоны 8, 9), CEBPA
(полностью), CUX1 (полностью), DNMT3A (пол-
ностью), ETV6 (полностью), EZH2 (полностью),
FLT3 (экзоны 14, 15, 20), GATA1 (экзон 2), HRAS
(экзоны 2, 3), IDH1 (экзон 4), IDH2 (экзон 4),
IKZF1 (полностью), JAK2 (экзоны 12, 14), JAK3
(экзон 13), KIT (экзоны 2, 8–11, 13, 17), KMT2A
(экзоны 5–8), NOTCH1 (экзоны 26–28, 34),
NUP98 (экзоны 20‒25), NPM1 (экзон 12), NRAS
(экзоны 2, 3), PTPN11 (экзоны 3, 13), RUNX1
(полностью), TET2 (экзоны 3, 4–11), TP53 (экзо-
ны 2, 3–11), ZRSR2 (полностью), вовлеченных в
патогенез ОМЛ. Приготовленные библиотеки
ДНК секвенировали на приборе MiniSeq (“Illumi-
na”, США) путем парноконцевых чтений 2 × 150.
Мутации, выявленные методом NGS, верифици-
ровали также секвенированием по Сэнгеру с ис-
пользованием автоматического секвенатора Ap-
plied Biosystems 3730 DNA Analyzer (“Applied Bio-
systems”, США).

Биоинформатический анализ. Анализ данных се-
квенирования включал оценку качества прочтений,
поиск избыточно представленных последователь-
ностей (FastQC), удаление фрагментов адаптеров,
фильтрацию прочтений, аннотацию вариантов.
Первичный и вторичный анализ данных, аннота-
цию вариантов проводили с помощью программно-
го обеспечения Illumina (https://www.basespace.illu-
mina.com). Среднее покрытие на образец составило
около ×500.

Работы по высокопроизводительному секвени-
рованию выполнены с использованием оборудова-
ния ЦКП “Геном” ИМБ РАН (http://www.eimb.ru/
RUSSIAN_NEW/INSTITUTE/ccu_genome_c.php).

Анализ кривых плавления высокого разрешения
(HRM, high resolution melting). Поиск мутаций в
гене NPM1 проводили с помощью HRM-анали-
за. В реакции обратной транскрипции получали
кДНК, далее фрагмент экзона 12 гена NPM1 ам-
плифицировали с использованием праймеров
NPM1_F (5'-GGTTGTTCTCTGGAGCAGCGT-
TC-3') и NPM1_R (5'-CCTGGACAACATTTAT-
CAAACACGGTA-3'). HRM-анализ выполняли на
приборе LightCycler 96 (“Roche”, Швейцария) в
присутствии флуоресцентного красителя EvaGreen.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Практически у всех 34 пациентов выявлена од-

нa и более мутаций в анализируемых генах, опи-
санных ранее как характерные для гемопоэтиче-
ских клеток. У 14 пациентов мутации были пред-
ставлены только синонимическими заменами, в

то время как у 20 пациентов выявлена одна или
несколько несинонимических мутаций, анно-
тированных в базах данных, включая каталог
соматических мутаций при раке Cosmic Data-
base (cancer.sanger.ac.uk). Результаты высоко-
производительного секвенирования c описанием
несинонимических мутаций (частота в популя-
ции 1% и менее) представлены в таблице.

В образце 6 (подтип М4) выявлены две мута-
ции в гене CEBPA, одна представлена инсерцией
3 п.н., приводящей к вставке аминокислоты, дру-
гая ‒ делецией 11 п.н., приводящей к сдвигу рам-
ки считывания (рис. 1а). Мутации аннотированы
в базе данных Cosmic и описаны ранее как сома-
тические мутации при миелоидных лейкозах. Ген
CEBPA кодирует белок C/EBPα ‒ важный фактор
транскрипции, вовлеченный в нормальный гемо-
поэз [11]. Этот ген часто мутирует именно при
ОМЛ с цитогенетически нормальным кариоти-
пом, причем мутации поражают, как правило, оба
аллеля этого гена [11, 12], что, скорее всего, имеет
место и в нашем случае. Биаллельные мутации
CEBPA у больных ОМЛ ассоциированы с благо-
приятным прогнозом при условии отсутствия му-
тации FLT3-ITD [13]. В классификации опухолей
кроветворной и лимфоидной тканей ВОЗ 2008 г.
вариант ОМЛ с мутантным CEBPA выделен в от-
дельную форму.

В образце 9 (М4) присутствует гетерозиготная
мутация c.667G>A (rs535980233) в гене CEBPA.
Согласно базам данных dbSNP и ClinVar это гер-
минальный вариант с неизвестным клиническим
значением, также обнаруженный ранее при ОМЛ.

Соматические мутации в гене ETV6 найдены в
образцах 3 и 8 (ОМЛ), 9 (М4) (таблице, рис. 1б).
Ген ETV6 кодирует белок-репрессор, негативный
регулятор транскрипции. Более известны такие
хромосомные перестройки с участием этого гена,
как t(12;21) ETV6-RUNX1 при остром лимфоб-
ластном лейкозе у детей. Различные хромосом-
ные транслокации с участием гена ETV6 и разно-
образных генов-партнеров [14] и соматические
мутации описаны также при ОМЛ.

К известным соматическим мутациям, обна-
руженным в опухолевых клетках различного про-
исхождения, относятся мутация p.V617F в гене
JAK2, мутации в кодоне 132 гена IDH1, в кодонах
12, 13 и 61 гена NRAS [15].

Мутация p.V617F в гене JAK2 выявлена нами в
40% клеток образца 5 (М7) и в 14% клеток образца
10 (М5а). Белок JAK2 (Janus kinase, a protein tyrosine
kinase) ‒ цитоплазматическая тирозинкиназа,
участвующая в передаче сигнала по пути JAK-STAT
(Signal transducers and activators of transcription) [16].
Связывание лигандов (эритропоэтина, тромбопоэ-
тина, интерлейкинов, гранулоцитарного колоние-
стимулирующего фактора) с рецепторами на по-
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верхности клеток приводит к активации белка
JAK2, который далее инициирует процесс диме-
ризации белков STAT. Белки STAT проникают в яд-
ро клетки и индуцируют транскрипцию генов-ми-
шеней соответствующего цитокина. Мутация
V617F повышает киназную активность белка JAK2,
что приводит к конститутивной активации сиг-
нального пути и клональной пролиферации кле-
ток-предшественников миелоидного ростка кро-
ветворения. Мутацию V617F гена JAK2 выявляют
у 95% пациентов с истинной полицитемией и в
50% случаев эссенциальной тромбоцитемии и
идиопатического миелофиброза, т.е. эта мутация
является диагностическим маркером, в первую
очередь, хронических миелопролиферативных
заболеваний [15, 16].

В образцах 7 (М7), 15 (М0) и 19 (М4) нами вы-
явлены мутации в гене NRAS. Мутации в онкоге-
нах семейства RAS часто встречаются при ОМЛ,
наиболее часто в генах NRAS (25%) и KRAS (15%)
[17]. Мутации приводят к активации и повышен-
ной экспрессии рецепторных тирозинкиназ без
участия лиганда, что обеспечивает активацию
внутриклеточных сигнальных путей, в первую
очередь, RAS/RAF/MAPK и PI3K/AKT [17, 18].
Мутации в белке NRAS часто обнаруживают при
миелодиспластическом синдроме (МДС), а также
у пациентов со вторичными ОМЛ, которые разви-
ваются после МДС. Прогностическое значение
этих мутаций при ОМЛ не определено [17]. У детей
с ОМЛ мутации в гене RAS часто сочетаются с бла-

Рис. 1. Результаты секвенирования по Сэнгеру. а ‒ CEBPA делеция со сдвигом рамки считывания (11 нуклеотидов)
68_78del P23Qfs*81; б ‒ ETV6 делеция со сдвигом рамки считывания (два нуклеотида) 417_418del, p. I140Tfs*12; в –
ETV6 стоп-кодон 1090G>T, р. E364X.
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гоприятными мутациями в гене NPM1, и их при-

сутствие не ухудшает прогноз заболевания [19].

Соматические мутации в кодоне 132 гена IDH1
обнаружены в образцах 2 (М6) и 8 (ОМЛ). Гены

IDH1/IDH2 кодируют изоцитратдегидрогеназы

(IDH) 1 и 2 ‒ NADP-зависимые ферменты цикла

Кребса, катализирующие реакцию превращения

изоцитрата в α-кетоглутарат. IDH1 локализуется

в ядре, а IDH2 в митохондриях. Мутации в генах

IDH1 и IDH2, характерные для взрослых пациен-

тов с ОМЛ, обнаруживают в 8–16% и 12–15% слу-

чаев ОМЛ соответственно [19]. Мутации в генах

IDH1/2 приводят к образованию 2-гидроксиглу-

тарата [20, 21], что нарушает процессы эпигене-

тической регуляции, опосредованной метилиро-

ванием ДНК и модификацией гистонов. Данные

Рис. 2. Определение мутаций в гене NPM1. а ‒ Анализ кривых плавления высокого разрешения (HRM, high resolution
melting) экзона 12 гена NPM1 (стрелками указаны генотипы дикого типа и мутантные). б – Секвенирование по Сэнге-
ру (стрелка указывает на вставку четырех нуклеотидов TCTG). mut – мутация; wt – дикий тип.
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о прогностической значимости мутаций в генах

IDH1/2 противоречивы. Интересно, что мута-

ции в генах IDH1/2 не характерны для ОМЛ у де-

тей [1, 21].

Анализ данных массового параллельного се-

квенирования, проведенный нами, не выявил му-

тации в гене NPM1, несмотря на то что этот ген

наиболее часто мутирует при ОМЛ-НК [22]. Де-

тальный анализ числа прочтений последователь-

ности экзона 12 гена NPM1 в образцах пациентов,

выполненный с помощью биоинформатического

ресурса Integrative Genomics Viewer (IGV), пока-

зал, что во многих случаях этот участок практиче-

ски не представлен в пуле последовательностей.

Скорее всего, это обусловлено неудачным подбо-

ром зондов для гибридизации при приготовлении

библиотек ДНК. Поэтому нами проведен поиск

мутаций в гене NPM1 методом анализа кривых

плавления высокого разрешения (HRM). Резуль-

таты HRM-анализа представлены на рис. 2а. Так-

же секвенированы образцы ДНК двух групп паци-

ентов с различными генотипами. Мутации в гене

NPM1 обнаружены у трех пациентов из 34 (8.8%)

(рис. 2б).

Во многих образцах выявлены редкие мутации

в генах CUX1, EZH2, FLT3, NUP98, PTPN11, TET2.

В нашей выборке образцы костного мозга или

крови представляли собой субстрат опухоли, по-

этому отнесение мутации к герминальному или

соматическому варианту носит характер предпо-

ложения. Мутация в гене EZH2 (rs397515548)

(представленность в образце 86%), скорее всего

соматическая, так как биаллельные (или гомози-

готные) мутации в этом гене характерны для

ОМЛ [23]. Мутации в гене PTPN11 ассоциирова-

ны с синдромом Нунана, который характеризует-

ся высоким риском развития лейкозов у носите-

лей патогенных мутаций [24]. Мутацию p.Y63C

(rs121918459) в гене PTPN11, выявленную в нашем

исследовании, скорее всего следует отнести к со-

матическим, так как ее представленность в об-

разце составляет 28% при отсутствии у пациента

других фенотипических проявлений синдрома

Нунана. Мутации в генах FLT3 (rs146030737),

NUP98 (rs149360555), PTPN11 (rs397507534),

TET2 (rs111948941, rs146031219, rs373501577) опи-

саны ранее как герминальные варианты, кото-

рые встречаются как у пациентов с ОМЛ, так и в

выборках здоровых доноров [25]. Тот факт, что в

небольшой выборке из 34 человек обнаружены

генетические варианты с частотой менее 1%, мо-

жет свидетельствовать в пользу их участия в фор-

мировании генетической предрасположенности

к миелопролиферативным заболеваниям. Даль-

нейшие исследования, проведенные на выборках

большего размера, позволят ответить на эти во-

просы.
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Российского научного фонда (№ 18-15-00398).
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ГУКАСЯН и др.

MUTATIONAL PROFILING OF PEDIATRIC MYELOID LEUKEMIA SUBTYPES 
WITHOUT CLINICALLY SIGNIFICANT CHROMOSOMAL ABERRATIONS

L. G. Ghukasyan1, G. S. Krasnov1, O. V. Muravenko1, L. V. Baidun2,
S. Z. Ibragimova3, and T. V. Nasedkina1, 4, *

1 Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia
2 Russian Children’s Clinical Hospital, Pirogov Russian National Research Medical University, Moscow, 119571 Russia

3 Scientific Research Institute of Hematology and Blood Transfusion, Tashkent, 100185 Uzbekistan
4Dmitry Rogachev National Medical and Research Center of Pediatric Hematology,

Oncology and Immunology, Moscow, 119117 Russia
*e-mail: nased@biochip.ru

Discovery of novel molecular and genetic markers is of great importance for the diagnostics and management
of hematological malignancies. Characteristic cytogenetic aberrations leading to formation of fusion genes
are found in more than in 40% of pediatric cases of acute myeloid leukemia, while tumor cells of approxi-
mately 20% of these patients display cytogenetically normal karyotype (NK-AML). Here we present muta-
tional profiles of leukemic cells collected from 34 pediatric AML cases without clinically significant chromo-
somal aberrations. The coding regions of 26 genes involved in the pathogenesis of AML were sequenced to
reveal the somatic mutations in CEBPA, ETV, IDH1, JAK2 and NRAS. In addition, rare genetic variants were
found in CUX1, FLT3, TET2, PTPN11 and NUP98. These data may contribute to understanding the mecha-
nisms of leukemogenesis.

Keywords: massive parallel sequencing, acute myeloid leukemia, somatic mutations
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