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Нарушение функции генов, контролирующих митоз и ответственных за правильное расхождение
сестринских хроматид в анафазе, часто сопровождается анеуплоидией, нередко выявляемой при
лейкозах. Важным фактором, обеспечивающим корректное связывание прицентромерной области
хромосом с микротрубочками веретена деления, является один из компонентов кинетохорного
комплекса, а именно, белок AF15q14/KNL1/CASC5. Как показано недавно, при некоторых лейко-
зах ген этого белка может вовлекаться в образование хромосомной транслокации t(11;15)(q23;q14)
или варианта химерного онкогена MLL-AF15Q14, что служит биомаркером плохого прогноза. Не-
смотря на участие мРНК гена CASC5 в онкогенезе солидных опухолей, экспрессия этого гена при
злокачественных новообразованиях кроветворной системы не изучена. Нами проведен анализ уров-
ней экспрессии гена CASC5 и ближайшего круга регуляторных генов, включая WT1, APOBEC3A (A3A),
N-MYC. Обнаружено выраженное снижение экспрессии CASC5 в клетках костного мозга первич-
ных больных лейкозом по сравнению со здоровыми донорами. Показано также, что пониженная
экспрессия гена CASC5 коррелирует с выявлением таргетных мутаций у пациентов, относящихся к двум
прогностическим подгруппам (благоприятная, неблагоприятная), с уровнем значимости (p < 0.05). От-
мечено, что изменение уровня экспрессии гена CASC5 при остром миелоидном лейкозе ассоцииро-
вано со сверхэкспрессией генов WT1, A3A, а в некоторых случаях с N-MYC и SPT16, что согласуется
с устойчивостью к полихимиотерапии и прогрессией лейкоза. Однако вопрос о том, какой из генов-
регуляторов инициирует лейкемогенез, остается открытым.
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ВВЕДЕНИЕ

Причины развития лейкоза и его прогрессии
остаются во многих случаях неизвестными. Тем
не менее, за последнее десятилетие появились
данные о вовлеченности в эти процессы не толь-
ко известных таргетных онкогенов, мутации в ко-
торых часто ассоциированы с прогнозом течения
и исходом заболевания, но и менее изученных ге-
нов-регуляторов, комплексная роль которых в
опухолевом процессе только начинает прояс-
няться. К генам-регуляторам относятся гены
факторов, контролирующих различные процес-
сы, в частности митоз, а также предшествующие
митозу события, такие как репликация, тран-
скрипция, репарация, программированная кле-
точная гибель и др. В число генов-регуляторов

входит ген AF15Q14/CASC5/KNL1, белок-продукт
которого связывает прицентромерные области
хромосом и входит в состав кинетохорного ком-
плекса. Белок AF15Q14/CASC5/KNL1 принима-
ет участие в присоединении микротрубочек вере-
тена деления к центромерам сестринских хрома-
тид в метафазе и способствует их правильному
расхождению в дочерние клетки в анафазе митоза.
Впервые вклад гена AF15Q14/CASC5/KNL1 в воз-
никновение злокачественных новообразований
кроветворной системы показали после обнаруже-
ния слитого онкогена MLL-AF15Q14, который об-
разуется в результате хромосомной транслокации
t(11;15)(q23;q14) при миелодиспластическом син-
дроме (МДС), а также при некоторых лейкозах,
включая острый миелоидный лейкоз (ОМЛ (М2,
M4, М5)) и Т-клеточный острый лимфобластный

Сокращения: В-ОЛЛ – В-клеточный острый лимфобластный лейкоз; Т-ОЛЛ – Т-клеточный острый лимфобластный лейкоз;
МДС — миелодиспластический синдром; ОМЛ – острый миелоидный лейкоз; ХМЛ – хронический миелоидный лейкоз.
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лейкоз (T-ОЛЛ) как у детей, так и у взрослых [1–4].
Наличие клеток, несущих эту перестройку, сви-
детельствует, как правило, о плохом прогнозе за-
болевания.

Кроме того, в гене CASC5 найдены точечные
мутации CASC5c.6125G>A и CASC5c.6560A>G, первона-
чально обнаруженные при наследственной микро-
цефалии (MCPH4), а также мутация CASC5T142R,
вовлеченная (вместе с соматическими изменения-
ми в других генах) в клональную эволюцию хрони-
ческого миелоидного лейкоза (ХМЛ) [5, 6]. Эти
мутации способствуют нарушению локализации
белков ZWINT1, MIS12, BUB3 в составе кинето-
хорного комплекса, что коррелирует с потерей
контроля над присоединением микротрубочек
веретена деления к центромерам и приводит к не-
правильной сегрегации хромосом в митозе.

Вместе с тем, об экспрессии гена AF15Q14/
CASC5/KNL1 или кодируемого им белка AF15q14/
CASC5/KNL1 известно не слишком много. Так,
недавно показано, что изменение экспрессии
гена CASC5 и/или белка CASC5 при некоторых
солидных опухолях, включая рак легкого, цер-
викальный рак и рак толстой кишки, ассоции-
ровано с повышением клеточной пролифера-
ции [7–9]. Одновременно с этим отмечено уве-
личение экспрессии CASC5 в клеточной линии
Jurkat (Т-ОЛЛ) [7]. Тем не менее, изменение экс-
прессии гена CASC5 при онкогематологических
заболеваниях до сих пор не изучали. Именно по-
этому основная задача нашей работы состояла в
проведении скрининга мутаций таргетных онкоге-
нов у больных лейкозом и в одновременной оцен-
ке экспрессии некоторых регуляторных генов,
включая CASC5, WT1, A3A, N-MYC.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Культивирование клеток, выделение белков, им-

муноблотинг. Клетки Jurkat (Т-ОЛЛ) выращивали
в среде RPMI-1640 с добавлением 10% эмбрио-
нальной сыворотки теленка при 37°C в атмосфере
5% CO2. Клетки собирали и отмывали от культу-
ральной среды в 1 ×PBS (150 мМ NaCl, 27 мМ
KCl, 1.5 мМ KH2PO4 и 8.1 мМ Na2HPO4, pH 7.5).
Экстракцию белков проводили на льду в лизиру-
ющем буфере, содержащем 50 мМ Трис-HCl,
150 мМ NaCl, 0.1 мМ EDТА, 50 мМ NaF, 1 мМ
Na2VO5, 1 мМ фенилметилсульфонилфторид
(PMSF), 0.5% NP-40, c добавлением 10 мкг/мл
апротинина, леупептина и пепстатина, pH 7.5.
Иммуноблотинг проводили с использованием
антител к CASC5 (“ABclonal”, США), N-MYC
(“Calbiochem”, США), β-актину (“Santa Cruz Bio-
technology”, Канада).

Пациенты. В группу больных вошли 40 первич-
ных онкогематологических больных (НМИЦ им.
В.А. Алмазова), у которых диагностировали ОМЛ

(n = 18), ХМЛ (n = 9), В-клеточный острый лим-
фобластный лейкоз (В-ОЛЛ, n = 13). Средний
возраст пациентов составил 37 лет. Со всеми па-
циентами и здоровыми донорами (n = 10) подпи-
сано добровольное информированное согласие
на участие в исследовании. Образцы костного
мозга (КМ) отбирали в дебюте заболевания в про-
бирки с напылением EDТА, а в случае монито-
ринга – согласно проводимому лечению.

Иммунофенотипирование и селекция клеток
CD34. Для определения поверхностных диффе-
ренцировочных антигенов (CD-маркеров) и со-
держания (%) бластных клеток в КМ использова-
ли проточную цитометрию (цитометр FacsCanto,
“Becton Dickinson”, США) и коммерческие моно-
клональные антитела. Клетки-предшественники
CD34 из КМ больного ОМЛ выделяли согласно
[10]. После сортировки клетки центрифугирова-
ли (4000 g, 10 мин), к осадку добавляли 0.1 мл 1 ×
× PBS/20 мМ EDТА. Полученную суспензию
клеток, содержащих ядро, выдерживали при 4°C в
течение короткого времени до начала экстракции
РНК.

Выделение РНК и синтез кДНК. РНК выделяли
из 0.1 мл клеток линии Jurkat, 0.1 мл содержащих
ядра клеток CD34, 1 мл клеток КМ с использова-
нием коммерческого набора реактивов: QIAamp
RNA Blood Mini Kit (“Qiagen”, Германия). Перед
выделением РНК из клеток КМ проводили лизис
эритроцитов с последующим центрифугировани-
ем. К суспензии клеток CD34 добавляли лизиру-
ющий раствор, дальнейшее выделение проводи-
ли согласно протоколу. РНК элюировали в 30 мкл
буфера. Образцы РНК хранили при –70°C до мо-
мента постановки обратной транскрипции (ОТ).
Реакцию ОТ проводили согласно методике для
синтеза кДНК и набора реактивов RevertAid H
Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (“Fermen-
tas”, Литва).

Выделение ДНК. ДНК выделяли из 0.2 мл КМ
с использованием коммерческого набора реакти-
вов: QIAamp DNA Mini Kit (“Qiagen”) согласно
протоколу фирмы-производителя. ДНК элюи-
ровали в 50 мкл буфера. Образцы ДНК хранили
при –20°C до проведения ПЦР.

Скрининг таргетных мутаций онкогенов. кДНК
с целью выявления 15 разных онкогенных мута-
ций амплифицировали с помощью ПЦР на мик-
рочипах в режиме реального времени (ПЦР-РВ)
[11]. Мутации в экзонах 14, 15, 20 гена FLT3, в эк-
зоне 12 гена NPM1 и в экзонах 4–9 гена ABL выяв-
ляли с помощью прямого секвенирования по Сэн-
геру с использованием секвенатора ABI PRISM 310
Genetic Analyzer (“Applied Biosystems”, США), как
описано ранее [12–14].

Количественный анализ генов. Для количе-
ственной оценки уровня мРНК регуляторных ге-
нов (CASC5, N-MYC, A3A, WT1, SPT16), таргет-
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ных онкогенов (CBFβ-MYH11/A, AML1-ETO,
NPM1/A, BCR-ABL/P210, BCR-ABL/P190, TEL-
AML1), а также референсного гена GAPDH обра-
зец кДНК амплифицировали методом ПЦР-РВ
согласно протоколу, опубликованному ранее [15,
16]. Для определения экспрессии генов WT1,
CBFβ-MYH11/A, AML1-ETO, NPM1/A, BCR-ABL/
P210, BCR-ABL/P190, TEL-AML1 выполняли ПЦР
с использованием коммерческих наборов Fusion
Quant Kit for RT-QPCR (“Qiagen”) и Universal
PCR Master Mix (“Applied Biosystems”). Экспрес-
сию генов CASC5, N-MYC, A3A, SPT16 оценивали
методом ПЦР с использованием набора Universal
PCR Master Mix (“Applied Biosystems”) и коммер-
чески синтезированных олигонуклеотидных
праймеров, в том числе олигонуклеотидных зон-
дов, несущих на 3'-конце флуоресцентный краси-
тель FAM, подобранных через систему NCBI
(нуклеотидные последовательности праймеров
могут быть предоставлены по требованию). Ре-
зультаты ПЦР анализировали с помощью про-
граммного обеспечения к термоциклеру “Rotor-
Gene 6000” (“Corbet Research”, Австралия) после
построения калибровочных кривых со стандарт-
ными разведениями плазмидных ДНК (101–106).
Пороговый уровень количественной экспрессии
гена WT1 в клетках КМ здоровых доноров (n = 10)
не превышал 250 копий/GAPDH. Превышение

этого показателя рассматривали как повышение
экспрессии [17]. Пороговые уровни экспрессии
генов CASC5, N-MYC, A3A, SPT16 определяли с
использованием кДНК, синтезированной по РНК
из клеточной линии Jurkat на второй день культи-
вирования.

Цитогенетическое исследование. Культивиро-
вание клеток КМ больных лейкозом, приготовле-
ние препаратов хромосом и последующее диффе-
ренциальное окрашивание хромосом выполняли
согласно [18]. Нарушения кариотипа оценивали
по результатам анализа 20 митозов методом стан-
дартного кариотипирования и/или 200 интерфаз-
ных ядер после проведения флуоресцентной ги-
бридизации in situ (FISH).

Статистический анализ. Корреляционную зави-
симость между уровнем экспрессии гена CASC5 и
таргетными онкогенными мутациями, выявлен-
ными у больных разных прогностических под-
групп, оценивали путем построения четырехполь-
ных таблиц Фишера и с использованием критерия
χ2 [19].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Первоначально провели скрининг таргетных
мутаций онкогенов у больных лейкозом (n = 40).

Таблица 1. Таргетные мутации, характерные для относительно благоприятного и неблагоприятного прогноза
при лейкозе (ХМЛ, ОМЛ, В-ОЛЛ), и относительная экспрессия гена CASC5

Примечание. N – количество копий анализируемого гена. * Из работ [20–22]; ** из работ [23–26].

Таргетная мутация,
количество, больные
с неблагоприятным 

прогнозом*

Таргетная мутация,
количество, больные

с благоприятным прогнозом**

Уровень относительной 
экспрессии регуляторного 

гена (N/GAPDH)
χ2, F, p

Группа больных В-ОЛЛ (n = 13)

BCR-ABL/P190 TEL-AML1 CASC5

6 1 <4 × 103/GAPDH 6.198, 0.029,
p < 0.051 5 >4 × 103/GAPDH

Группа больных ХМЛ (n = 9)

BCR-ABL/P190,
BCR-ABL/P210

BCR-ABL/P210
(не выявлено мутаций в гене ABL)

CASC5

4 0 <5 × 103/GAPDH 5.760, 0.047,
p < 0.051 4 >5 × 103/GAPDH

Группа больных ОМЛ (n = 18)

FLT3/ITD NPM1/A,
AML1-ETO,
CBFβ-MYH11/A

CASC5

5 1 <4 × 103/GAPDH 10.125, 0.003,
р <0.051 11 >4 × 103/GAPDH
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В зависимости от прогностической значимости
выявленных мутаций каждая группа пациентов с
известной нозологией (ОМЛ, В-ОЛЛ, ХМЛ) была
разделена на две подгруппы (относительно благо-
приятную и неблагоприятную) (табл. 1). Так, в
группе ОМЛ (n = 18) подгруппу неблагоприятно-
го прогноза составили пациенты (n = 6), у кото-
рых обнаружили мутацию в тандемном домене
онкогена FLT3/ITD. Остальные пациенты (n = 12)
относились к подгруппе относительно благоприят-
ного прогноза – мутация FLT3/ITD у них отсутство-
вала, но обнаружена одна из трех других мутаций:
NPM1/A (n = 4), CBFβ-MYH11/A [inv16(p13;q21)]
(n = 6), AML1-ETO [t(8;21)(q22;q22)] (n = 2). Среди
больных В-ОЛЛ (n = 13) в подгруппу неблагоприят-
ного прогноза (n = 7) вошли носители онкогенной
мутации BCR-ABL/P190 [t(9;22)(q34;q11)], а под-
группу относительно благоприятного прогноза
(n = 6) составили носители мутации TEL-AML1
[t(12;21)(p13;q22)], большинство из которых были
моложе 16 лет. Группа больных ХМЛ (n = 9) со-
стояла из шести человек с подтвержденной хро-
нической фазой (ХФ) и трех пациентов (бласты
30, 57, 90%) с терминальной фазой заболевания
или бластным кризом (БК). К подгруппе неблаго-
приятного прогноза (n = 5) отнесены три пациен-
та с БК и двое больных с ХФ. У всех пациентов
этой подгруппы обнаружены оба варианта химер-
ного онкогена BCR-ABL [t(9;22)(q34;q11)]: BCR-
ABL/P210 и BCR-ABL/P190, а у одного из них (с
подтвержденной ХФ) дополнительно выявлена
точечная мутация T315I в тирозинкиназном до-
мене (TKD) гена ABL. К относительно благопри-
ятному прогнозу (n = 4) отнесены остальные
больные ХМЛ (ХФ), у которых определен вари-
ант онкогена BCR-ABL/P210. При этом вариант
слитого онкогена BCR-ABL/P190, как и точечные
мутации в гене ABL, не обнаружены.

В настоящей работе требовалось определить
уровни экспрессии гена CASC5 и ближайшего
круга регуляторных генов, включая WT1, A3A, N-
MYC, в клетках КМ больных лейкозом и здоровых
доноров, а также в контрольной клеточной линии
Jurkat, в которой сверхэкспрессируются CASC5 и
N-MYC (рис. 1). Результаты количественного
анализа генной экспрессии представлены на
рис. 2. Нами обнаружена общая тенденция к сни-
жению уровней экспрессии генов CASC5, WT1,
A3A, N-MYC в клетках КМ у больных лейкозом.
По уровню снижения экспрессии группы рас-
положились в следующем порядке: ОМЛ, ХМЛ,
В-ОЛЛ. При этом средние уровни экспрессии ге-
на CASC5 у пациентов оказались значительно ни-
же, чем у здоровых доноров, а именно, в 4.9
(ОМЛ), 6.9 (ХМЛ) и 11.3 раза (В-ОЛЛ). Средние
уровни экспрессии N-MYC и A3A при ОМЛ были
выше, при В-ОЛЛ – ниже, при ХМЛ более высо-
кой оказалась только экспрессия A3A (N-MYC –
более низкой) по сравнению со здоровыми доно-
рами. При этом средние уровни экспрессии WT1 у
всех пациентов были выше, чем у здоровых доно-
ров: в 45.7 (ОМЛ), 22.0 (ХМЛ) и 9.4 раза (В-ОЛЛ).

Не обнаружив статистически значимых разли-
чий (p > 0.05) между уровнем экспрессии регуля-
торных генов, включая CASC5, и количеством
бластных клеток (>70% vs ≤70%) у больных лей-
козом, мы провели сравнительный анализ экс-
прессии этих генов в разных подгруппах с учетом
нозологии и прогностической значимости тар-
гетных мутаций. Показано, что понижение экс-
прессии гена CASC5 коррелирует с выявлением у
больных лейкозом таргетных мутаций онкогенов
(табл. 1). Так, у шести из семи больных В-ОЛЛ
(рис. 3а), носителей мутации BCR-ABL/P190
(подгруппа неблагоприятного прогноза), уровни
экспрессии CASC5 были ниже (<4 × 103/GAPDH),
чем у пяти из шести носителей мутации TEL-
AML1 (подгруппа относительно благоприятного
прогноза), уровни экспрессии CASC5 у которых
были, напротив, выше (>4 × 103/GAPDH). С по-
мощью статистического анализа определены зна-
чимые различия между уровнем экспрессии гена
CASC5 и вариантами таргетных мутаций (р < 0.05,
табл. 1) в обеих прогностических подгруппах В-
ОЛЛ. Определение экспрессии других регулятор-
ных генов в подгруппах больных В-ОЛЛ выявило
сверхэкспрессию A3A (>2.3 × 105/GAPDH) только
у одного индивида (бласты 90%), носителя мута-
ции TEL-AML1. При этом у этого же больного ко-
личество копий онкогена TEL-AML1 оказалось
выше, чем у других пациентов этой подгруппы.
И, наконец, еще у одного больного В-ОЛЛ (бла-
сты 67%), носителя мутации BCR-ABL/P190, обна-
ружена сверхэкспрессия WT1 (>2 × 103/GAPDH).
При этом количество копий онкогена BCR-ABL/P190

Рис. 1. Экспрессия кинетохорного белка CASC5/KNL1
и онкобелка N-MYC в клеточной линии Jurkat (Т-ОЛЛ).
Клетки Jurkat на 2, 4, 6-е сутки культивирования (2, 4, 6
соответственно). Иммуноблотинг клеточного экстракта
с использованием антител к CASC5, N-MYC, β-актину.
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у этого больного оказалось больше, чем у других
членов подгруппы.

В группе больных ХМЛ (рис. 3б) оба варианта
BCR-ABL: BCR-ABL/P210 и BCR-ABL/P190 (под-
группа неблагоприятного прогноза) обнаружены
у пяти пациентов (БК, n = 3; ХФ, n = 2), и у четы-
рех из них уровни экспрессии CASC5 оказались
ниже (<5 × 103/GAPDH), чем у остальных четырех
пациентов (ХФ), несущих только один вариант
онкогена BCR-ABL/P210 (подгруппа относитель-
но благоприятного прогноза). В последней под-
группе больных, у которых обнаружили мутацию
BCR-ABL/P210 и не выявили точечные мутации
гена ABL, уровни экспрессии CASC5 оказались,
напротив, выше (>5 × 103/GAPDH). Различия
между уровнем экспрессии гена CASC5 и вариан-
тами таргетных мутаций в обеих прогностических
погруппах были статистически значимыми (р <
0.05, табл. 1). В то же время определение экспрес-
сии других регуляторных генов у больных ХМЛ
показало, что только у одного из них (ХФ, бласты
3.8%) одновременное присутствие слитых онко-
генов BCR-ABL/P210 и BCR-ABL/P190 сопровож-
далось сверхэкспрессией A3A (>2.6 × 105/GAPDH)
и превышением порогового уровня экспрессии
WT1. Сверхэкспрессия WT1 (>2 × 103/GAPDH)
обнаружена у двух пациентов с ХМЛ (БК, бласты
30, 57%), у которых выявили оба варианта онкоге-
на BCR-ABL: BCR-ABL/P210 и BCR-ABL/P190.

В группе больных ОМЛ, состоящей из 18 чело-
век (рис. 3в), у пяти из шести носителей мутации
FLT3/ITD (подгруппа неблагоприятного прогно-
за) уровни экспрессии CASC5 были ниже (<4 ×
× 103/GAPDH), чем у остальных 11 из 12 носите-
лей одной из трех других мутаций: NPM1/A,
AML1-ETO, CBFβ-MYH11/A (подгруппа относи-
тельно благоприятного прогноза), у которых
уровни экспрессии CASC5 были, напротив, выше
(>4 × 103/GAPDH). Различия между уровнем экс-
прессии гена CASC5 и вариантами таргетных му-
таций в обеих прогностических подгруппах
больных ОМЛ были статистически значимыми
(р < 0.05, табл. 1). Интересно, что в подгруппах
больных ОМЛ сверхэкспрессия регуляторных ге-
нов WT1, A3A и N-MYC выявлена только у двух
пациентов (бласты 47, 38%), один из которых —
носитель мутации FLT3/ITD, а другой — мутации
CBFβ-MYH11/A. Первоначально сверхэкспрес-
сию N-MYC обнаружили у взрослых больных
ОМЛ, у детей, получающих лечение при Т-ОЛЛ и
нейробластоме, что коррелировало с плохим про-
гнозом [27–29]. Кроме того, оказалось, что сверх-
экспрессия онкогена N-MYC при нейробластоме
поддерживалась при участии фактора транскрип-
ции SPT16 [30]. Тем не менее, экспрессию гена
SPT16 при ОМЛ не определяли, в том числе и у
пациентов с повышенной экспрессией N-MYC.

Дополнительно мы провели количественный
анализ уровней экспрессии гена SPT16 в группе
больных ОМЛ (n = 18). В качестве контроля ис-
пользовали клеточную линию Jurkat (T-ОЛЛ) со
сверхэкспрессией SPT16 (2.9 × 104/GAPDH).
Только у двух больных ОМЛ (бласты 47, 38%) со
сверхэкспрессией N-MYC повышенным оказался
также уровень экспрессии гена SPT16 (>3.4 ×
× 104/GAPDH). В дальнейшем этим двум пациен-
там, получающим лечение, потребовалось прове-
сти мониторинг экспрессии регуляторных и тар-
гетных генов. Следует отметить, что у одного из
них (бласты 47%), носителя таргетной мутации
FLT3/ITD, после проведения курса ПХТ выпол-
нили гаплоидентичную трансплантацию гемопо-
этических стволовых клеток. Однако мониторинг
биомаркеров у этого пациента не был проведен
(вскоре после достижения полной клинико-гема-
тологической ремиссии у больного развился ре-
цидив, который привел к летальному исходу). Од-
новременный анализ таргетных и регуляторных
генов проведен у другого больного ОМЛ (бласты
38%), носителя мутации CBFβ-MYH11/A, кото-
рый получал только ПХТ (трансплантацию гемо-
поэтических стволовых клеток ему не рекомендо-
вали по кардиологическим показателям) (рис. 4).
С помощью количественной ПЦР в КМ обнару-
жено повышенное количество копий слитого он-
когена CBFβ-MYH11/A. В то же время проведен-
ный цитогенетический анализ, включая FISH,
подтвердил наличие инверсии хромосомы 16
[inv(16)(p13;q22)] в 88% клеток КМ, приводящей
к слиянию генов CBFβ и MYH11. Иммунофено-

Рис. 2. Профили относительной экспрессии регуля-
торных генов в клеточной линии Jurkat (Т-ОЛЛ) у
здоровых доноров (n = 10) и у больных лейкозом (n = 40).
N – Количество копий анализируемого гена.  –
CASC5,  –A3A,  –N-MYC,  – WT1.
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Рис. 3. Профили относительной экспрессии регуляторных генов, количество бластных клеток (%) и вариант онкоген-
ной мутации у больных лейкозом. a – Группа В-ОЛЛ; б – группа ХМЛ; в – группа ОМЛ. N – количество копий ана-
лизируемого гена; на оси слева:  – CASC5,  – WT1. на оси справа:  – A3A,  – N-MYC.
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типирование поверхностных CD-маркеров поз-
волило обнаружить в КМ пациента популяцию
бластных клеток с аберрантным фенотипом
(Cd45dimCD34+CD38+CD117+CD13+CD33+),
что характерно для ОМЛ. Дополнительный ана-
лиз уровней экспрессии генов N-MYC, SPT16,
A3A, CASC5 в КМ выявил увеличение экспрессии
первых трех генов в 5.2, 3.2, 26.3 раза, соответ-
ственно, и, напротив, снижение экспрессии

CASC5 в 1.7 раза по сравнению с контролем. В
дальнейшем (спустя 1 мес после начала ПХТ
(GO + HiDAC)) у пациента появилась резистент-
ность к лечению, и популяция бластных клеток в
КМ увеличилась до 50%. При этом не обнаруже-
ны мутации в гене DNMT3A, кодирующем ДНК-
метилтрансферазу, дисфункция которой часто
связана с гипометилированием генома и устойчи-
востью к терапии (HiDAC). В то же время у боль-
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ного выявили повышение экспрессии генов WT1,
N-MYC, SPT16, A3A, CASC5 в клетках CD34, вы-
деленных с использованием проточной цитомет-
рии – в 17.0, 10.6, 4.7, 1.2, 10.4 раза, соответствен-
но, по сравнению с тотальным КМ. Таким образом,
превышение уровней экспрессии упомянутых ге-
нов, включая SPT16, в клетках-предшественни-
ках CD34 указывает на преобладание в КМ попу-
ляции резистентных к лечению клеточных эле-
ментов с активной пролиферацией. В дальнейшем
смена терапии (малые дозы Ara-c и азацитидина)
привела к снижению количества бластных клеток
(0.6%) и уровней экспрессии этих генов, что согла-
суется с наступлением ремиссии. Однако через
4 мес у больного развился рецидив (бласты: 62%).
При этом уровень экспрессии генов N-MYC,
SPT16, A3A повысился в 1.2, 1.8, 3.3 раза, соответ-
ственно, а CASC5 понизился по сравнению с кон-
тролем.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В настоящем исследовании у всех первичных

больных лейкозом (В-ОЛЛ, ОМЛ, ХМЛ) опреде-
лены таргетные онкогенные мутации, а также
оценена экспрессия регуляторных генов, вклю-
чая CASC5, WT1, A3A, N-MYC, влияющих на об-
ласть центромеры (перицентромеры) (табл. 2).
Так, у больных В-ОЛЛ выявлены мутации онко-
генов BCR-ABL/P190, TEL-AML, у больных ХМЛ –
разные варианты онкогена BCR-ABL (BCR-ABL/
P210, BCR-ABL/P190), тогда как больные ОМЛ
были носителями мутаций NPM1/A, AML1-ETO,

CBFβ-MYH11/A, FLT3/ITD. Согласно опублико-
ванным данным, мутации, обнаруженные у боль-
ных лейкозом, имеют разную прогностическую
значимость (табл. 1). Так, больные В-ОЛЛ, у ко-
торых обнаружили мутации онкогена BCR-
ABL/P190, больные ХМЛ с обоими вариантами
онкогена BCR-ABL (BCR-ABL/P190 и BCR-
ABL/P210) и больные ОМЛ с мутациями гена
FLT3/ITD были отнесены к подгруппе неблаго-
приятного прогноза. Остальные пациенты, вклю-
чая больных В-ОЛЛ (носители мутации TEL-
AML1), ХМЛ (носители онкогена BCR-ABL/P210,
при отсутствии мутаций в гене ABL), ОМЛ (носи-
тели одной из трех мутаций генов NPM1/A,
AML1-ETO, CBFβ-MYH11/A), составили под-
группу относительно благоприятного прогноза.

Дальнейший анализ экспрессии регуляторных
генов, включая CASC5, WT1, A3A, N-MYC, у пер-
вичных больных лейкозом позволил обнаружить
общую тенденцию к снижению экспрессии этих
генов. По уровню снижения экспрессии группы
больных расположились в следующем порядке:
ОМЛ, ХМЛ, В-ОЛЛ. При этом в клеточной ли-
нии Jurkat (T-ОЛЛ) экспрессия генов CASC5 и N-
MYC оказалась выше, чем в исследуемых группах
больных. Такое различие в уровнях экспрессии
регуляторных генов у пациентов и в клеточной
линии Jurkat может объясняться несколькими
причинами: разной нозологией, соседством лей-
козных клеток в КМ с клетками стромального
микроокружения, которые регулируют их проли-
ферацию и дифференцировку, а также с опреде-

Рис. 3. Окончание.
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лением экспрессии генов в клетках линии Jurkat
на второй день культивирования. Следует отме-
тить, что у всех пациентов экспрессия гена CASC5
была значительно ниже, чем у здоровых доноров.
Кроме того, оказалось, что чрезмерное снижение
экспрессии гена CASC5 коррелирует с выявлени-
ем таргетных мутаций, характерных для неблаго-
приятного прогноза при лейкозе. Угнетение экс-
прессии гена CASC5 может приводить к наруше-

нию взаимодействия кодируемого им белка
CASC5 с другими белками прицентромерной об-
ласти, включая кинетохорный комплекс KMN
(KNL1/CASC5, MIS12, NDC80), обеспечиваю-
щий присоединение микротрубочек веретена де-
ления к соответствующим центромерам до на-
ступления анафазы митоза. Одной из причин из-
менения экспрессии CASC5 при лейкозе может
быть влияние таргетных онкогенных мутаций.

Рис. 4. Мониторинг биомаркеров у больного ОМЛ, получающего полихимиотерапию. Примечания: N – количество копий
анализируемого гена; на оси слева:  – A3A,  – N-MYC, на оси справа:  – CASC5,  – WT1,  – SPT16.
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Таблица 2. Влияние регуляторных генов, включая CASC5, WT1, A3A, N-MYC, на область центромеры (перицен-
тромеры)

* Из работ [31–37].

Ген, хромосома Кодируемый белок и его функция*

СASC5, 15q15.1 Кинетохорный белок CASC5/KNL1, локализуется в центромере, взаимодействует 
с BUBR1, с которым ассоциирован MAD2 (белок контрольной точки сборки 
веретена деления)

WT1, 11p13 Белок опухоли Вильмса, онкоген WT1, взаимодействует с MAD2, способствует 
стабилизации тетрамеров MAD1–MAD2, повышает точность работы 
контрольной точки сборки веретена деления

APOBEC3A(A3A), 
22q13.1

Дезаминаза А3А, высоко экспрессируется в прицентромерном районе хромосомы 
(α-сателлитная ДНК), участвует в C/U- редактировании нуклеотидов ДНК;
способствует супрессии транспозонов LINE1, локализованных по соседству 
с α-сателлитной ДНК и микротрубочками веретена деления

N-MYC, 2p24.3 Онкоген N-MYC, высоко экспрессируется в нейробластомах, ассоциирован 
с AURKA/AURKB, локализуемыми в центросомах/центромерах, 
что способствует стабилизации и накоплению N-MYC
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К настоящему времени известно несколько
случаев, когда онкогенные мутации оказывают
влияние на экспрессию некоторых компонентов
кинетохора при лейкозе. Так, при ОМЛ снижает-
ся экспрессия BUBR1, белка контрольной точки
сборки веретена деления, который вступает в ас-
социацию с CASC5 [38]. Полагают, что снижение
экспрессии BUBR1 контролируется онкогеном
AML1-ETO. Это способствует ослаблению кон-
трольной точки сборки веретена деления и может
приводить к развитию анеуплоидии. Однако при
В-ОЛЛ слитый онкоген TEL-AML1 участвует в
регуляции экспрессии гена MAD2, кодирующего
белок контрольной точки сборки веретена деле-
ния, который взаимодействует с BUBR1 [39].
Кроме того, недавно обнаружили, что слитый он-
коген BCR-ABL может снижать экспрессию
MAD2, в частности, в клеточной линии мышей
(32D), экспрессирующей экзогенный ген Bcr-Abl.
В свою очередь, это коррелирует с нарушением
функции митотического веретена деления и разви-
тием анеуплоидии [40]. В двух последних случаях
изменение экспрессии MAD2, по-видимому, спо-
собствует несбалансированной экспрессии белков
кинетохорного комплекса, не исключая CASC5,
что стимулирует ослабление их функции и, в конеч-
ном итоге, повышает пролиферацию лейкозных
клеток. В норме MAD2 контролирует сцепление
между сестринскими хроматидами в анафазе ми-
тоза, а в случае неправильного присоединения
микротрубочек к центромерам блокирует рас-
хождение хромосом и препятствует развитию
анеуплоидии. Интересно отметить, что только
недавно стало известно, что онкобелок WT1 опу-
холи Вильмса взаимодействует с белком MAD2
при митозе [33]. Это способствует стабилизации
тетрамеров MAD1–MAD2 и повышает точность
работы контрольной точки сборки веретена деле-
ния (табл. 2).

Повышенная экспрессия гена WT1 (≥1 ×
× 103/GAPDH) обнаружена нами в одном случае
В-ОЛЛ, у двух больных ХМЛ и 13 больных ОМЛ
(рис. 3а–в). Сверхэкспрессия WT1 (>2.6 × 103/
GAPDH) выявлена только у двух больных ХМЛ
(бласты 30, 57%) с подтвержденной стадией БК, у
одного из которых отмечена повышенная экс-
прессия гена A3A, кодирующего дезаминазу А3А.
Ранее при ХМЛ (БК) наблюдали повышенную
экспрессию еще одной дезаминазы, ADAR1, от-
вечающей за редактирование A/I в РНК, что ас-
социировано с плохим прогнозом и устойчиво-
стью к терапии [41, 42]. Следует отметить, что
ADAR1 контролирует экспрессию CASC5 в клет-
ках глиобластомы (А172), а также ближайшего
гомолога A3A, дезаминазы A3С, в клетках цер-
викального рака (HeLa) [43, 44]. Известно, что
экспрессия дезаминазы A3A ассоциирована с
активным дезаминированием, повышением ре-
дактирования G/A гена WT1с.1303G>A и может быть

одной из причин мутационных изменений онко-
гена WT1 и его сверхэкспрессии [45]. Скрининг
мутаций онкогена WT1 в настоящей работе не
проводили, однако анализ средних уровней экс-
прессии WT1 показал, что в группе больных ОМЛ
экспрессия WT1 была выше, чем в группах ХМЛ и
В-ОЛЛ (рис. 2). Известно, что повышенный уро-
вень экспрессии онкогена WT1 в дебюте ОМЛ яв-
ляется важным прогностическим показателем.
Количественный мониторинг экспрессии этого
онкогена позволяет оценить минимальную оста-
точную болезнь у больных ОМЛ, получающих ле-
чение, и предсказать риск развития рецидива [17].

И, наконец, только в двух случаях ОМЛ нами
выявлена сверхэкспрессия онкогена N-MYC, что
коррелирует с повышением экспрессии WT1, A3A
и понижением экспрессии CASC5 (рис. 3в). Ранее
было показано, что повышение экспрессии онко-
гена N-MYC, обнаруженное у взрослых пациен-
тов с ОМЛ и у детей с Т-ОЛЛ, коррелирует с пло-
хим прогнозом [27, 28]. Известно, что онкоген
N-MYC способствует самообновлению стволовых
клеток в КМ и является одним из ключевых ге-
нов, трансфекция которого здоровым мышам
приводит к развитию у них ОМЛ [27]. Сверхэкс-
прессию N-MYC обнаружили недавно у детей с
нейробластомой [29]. Позже показали, что в клет-
ках нейробластомы сверхэкспрессия онкогена N-
MYC поддерживается при участии фактора тран-
скрипции SPT16 [30]. Как SPT16, так и SSRP1
входят в состав белкового комплекса FACT (facil-
itates chromatin transcription) и участвуют в ремо-
делировании хроматина [46, 47]. К настоящему
времени известно, что для выживания и поддер-
жания потенциала самообновления клеток ОМЛ
(клеточные линии мышей, несущие мутацию
Mll-Af9 или Cbfβ-Myh11) требуется, в частности,
фактор транскрипции BRG1 (SMARCA4), кото-
рый связывается с хроматином и входит в состав
комплекса SWI/SNF [48, 49]. Белок BRG1, участ-
вующий в ремоделировании нуклеосомной ДНК,
поддерживает повышенную транскрипцию онко-
гена c-Myc и способствует сохранению пула лей-
козных клеток. Повышение экспрессии с-MYC в
нашей работе не обнаружено. При этом у двух
упомянутых первичных пациентов (ОМЛ) выяв-
лена сверхэкспрессия гена N-MYC и повышение
экспрессии SPT16. У одного из этих больных
(бласты 38%), носителя мутации CBFβ-MYH11/A,
получающего ПХТ, проведен мониторинг экс-
прессии всех биомаркеров. Повышение экспрес-
сии онкогена N-MYC коррелировало с увеличением
экспрессии генов SPT16, WT1, A3A и снижением
экспрессии CASC5, что согласуется с устойчиво-
стью к лечению и прогрессией ОМЛ (рис. 4).

Недавно стало известно, что повышению экс-
прессии N-MYC может способствовать не только
SPT16, но и белок AURKA/B. По крайней мере,
сверхэкспрессия AURKA при нейробластоме ин-
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гибирует протеолиз N-MYC, что приводит к ста-
билизации этого белка и его накоплению [36].
Повышенная экспрессия гена AURKA/B и коди-
руемого им белка выявлена при ОМЛ [50]. Если
предположить, что AURKA/B вовлекается во вза-
имодействие с фракцией N-MYC, связанной с
микротрубочками веретена деления, то участие
обоих белков в регуляции биполярного присоеди-
нения микротрубочек до наступления анафазы ми-
тоза можно рассматривать как наиболее вероятное
событие. И, наконец, благодаря обнаружению ас-
социации белков AURKA/B с NDC80 и CASC5 –
компонентами комплекса KMN (KNL1/CASC5,
MIS12, NDC80), вступающими в контакт с CENPT
и CENPA (CenH3), с которыми взаимодействует
SPT16, можно предположить возможность взаи-
модействия AURKA/B, MYCN и SPT16. Однако
проверка этой гипотезы требует проведения до-
полнительных экспериментов.

Таким образом, у всех первичных больных лей-
козом (n = 40) обнаружено снижение экспрессии
гена CASC5 в клетках КМ – в 4.9 (ОМЛ), 6.9 (ХМЛ)
и 11.3 раза (В-ОЛЛ) по сравнению со здоровыми
донорами. Показано также, что снижение экс-
прессии гена CASC5 при ОМЛ, ХМЛ и В-ОЛЛ
коррелирует с выявлением таргетных мутаций в
обеих прогностических подгруппах (относитель-
но благоприятная и неблагоприятная), которые
статистически значимо различаются между собой
(p < 0.05). И, наконец, изменение экспрессии ге-
на CASC5 ассоциировано со сверхэкспрессией ге-
нов WT1, A3A, а в некоторых случаях и N-MYC,
SPT16, что сопровождается устойчивостью к те-
рапии и прогрессией ОМЛ. Какой из генов явля-
ется драйверным, инициирующим процесс лей-
кемогенеза, и в чем заключается роль фактора
транскрипции SPT16, сверхэкспрессируемого
одновременно с онкогеном N-MYC при лейко-
зе? Ответ на этот вопрос позволит лучше понять
механизмы лейкемогенеза.

Написание настоящей статьи не потребовало
специального финансирования.

Все процедуры, выполненные в данной работе,
соответствуют этическим стандартам институцио-
нального комитета по исследовательской этике и
Хельсинкской декларации 1964 года и ее последую-
щим изменениям или сопоставимым нормам эти-
ки. Всеми пациентами и здоровыми донорами под-
писано добровольное информированное согласие
на участие в исследовании.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов.
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IN LEUKEMIA IMPAIRMENT OF CASC5 GENE EXPRESSION
IS ASSOCIATED WITH ONCOGENIC MUTATIONS

K. V. Bogdanov1, *, O. V. Merzlikina1, Y. V. Mirolyubova1, L. L. Girshova1,
E. G. Lomaia1, and A. Y. Zaritskey1

1Institute of Oncology and Hematology, Federal Almazov National Medical Research Centre,
St. Petersburg, 197341 Russia

*e-mail: kvbogdanov@yandex.ru

In leukemia, dysfunction of the mitosis controlling genes involved in the correct segregation of sister chroma-
tids in anaphase is often accompanied by aneuploidy. Kinetochore component AF15q14/KNL1/CASC5 en-
sures correct binding of the centromeric region of chromosomes to mitotic microtubules. In some leukemias
with poor prognosis, chromosome translocation t(11;15)(q23;q14) leads to the fusion of AF15q14 gene with
MLL, resulting in the formation of chimeric oncogene MLL-AF15Q14. Despite the involvement of CASC5
mRNA transcription in solid tumor oncogenesis, in malignant hematopoietic neoplasms the expression of
this gene has not been studied yet. Here we analyzed expression levels of CASC5 and some other regulatory
genes, including N-MYC, WT1, APOBEC3A (A3A) and showed a significant decrease in the expression of
CASC5 in bone marrow cells collected from primary patients with leukemia as compared to healthy donors.
In CML, AML, B-ALL, reduced expression of CASC5 correlates with the detection of oncogenic mutations
are confered with the prognostic subgroups (favorable, unfavorable) (p < 0.05). Altered expression of CASC5
is associated with the overexpression of WT1, A3A, N-MYC, SPT16, and in the resistance to chemotherapy
and AML progression. The question which regulatory gene is an actual driver of leukemogenesis warrants fu-
ture investigation.

Keywords: leukemia, oncogenes, mutations, regulation, expression, CASC5, WT1, A3A, N-MYC
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