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ОПРЕДЕЛЕНИЕ СУБКЛОНАЛЬНОЙ СТРУКТУРЫ ОПУХОЛИ
ПО ДАННЫМ ВЫСОКОПРОИЗВОДИТЕЛЬНОГО СЕКВЕНИРОВАНИЯ

НА ПРИМЕРЕ ОСТРОГО МИЕЛОИДНОГО ЛЕЙКОЗА У ДЕТЕЙ
И АКРАЛЬНОЙ МЕЛАНОМЫ
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Внутриопухолевая гетерогенность и клональная изменчивость опухоли, приводящие к развитию
устойчивости к терапии, появлению рецидивов и метастазов, представляют собой одну из цен-
тральных проблем клинической онкологии. Высокопроизводительное секвенирование экзома поз-
воляет анализировать субклональную организацию опухоли. Проведен сравнительный анализ дан-
ных секвенирования таргетной панели, клинического экзома и полного экзома в опухолях с различ-
ной мутационной нагрузкой (острый миелоидный лейкоз у детей и акральная меланома). Таргетное
секвенирование образцов, полученных от пациентов с острым миелоидным лейкозом, выявляет бо-
лее одной потенциальной драйверной мутации в генах сигнальных путей KIT, NRAS, KRAS, CBL,
FLT3 у одного пациента, что отражает сложную клональную структуру субстрата опухоли. Анализ
результатов секвенирования экзома позволяет выделить кластеры мутантных аллелей, соответству-
ющих различным популяциям лейкозных клеток в образце. Сравнение мутационного профиля пер-
вичного образца острого миелоидного лейкоза, образца на стадии ремиссии и при рецидиве позво-
ляет проследить динамику изменения клонального состава опухоли. На примере акральной мела-
номы исследована субклональная структура опухоли. С применением средств SciClone и ClonEvol
проведена кластеризация мутантных аллелей, встречающихся в образцах с близкой частотой. На ос-
нове этих данных выполнено предсказание внутриопухолевого клонального состава, предложена
модель клональной эволюции – изменения клонального состава опухоли при метастазировании,
включающие появление новых мутаций, которые могут быть связаны с дальнейшей прогрессией за-
болевания. Примененный подход позволяет выявлять мутации, обусловливающие формирование
новых опухолевых клонов, обладающих пролиферативным преимуществом, в том числе, в условиях
противоопухолевой терапии.
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ный лейкоз, соматические мутации, частота вариантного аллеля
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Процесс развития опухоли неразрывно связан
с приобретением и накоплением генетических и
эпигенетических изменений в опухолевой клетке
[1]. Некоторые из этих мутаций обеспечивают клет-
ку пролиферативным преимуществом перед други-
ми опухолевыми клетками (драйверные мутации),
тогда как другие имеют нейтральный эффект (пас-
сажирские мутации) [2]. Опухолевая клетка, обла-
дающая селективным преимуществом, лучше вза-
имодействует с локальным микроокружением и
может размножаться быстрее, чем другие клетки и
генерировать большее количество дочерних кле-
ток. Этот процесс получил название “клональная
экспансия” [3, 4].

Эволюционную историю опухоли можно про-
следить с использованием методов высокопроиз-
водительного секвенирования. Мутации, кото-
рые произошли в клетке-предшественнике опу-
холевых клеток, будут присутствовать во всех ее
потомках (кроме случаев делеции мутантного ал-
леля) и могут служить маркерами клональной по-
пуляции [5]. По мере своего развития опухоль мо-
жет приобретать как дополнительные драйвер-
ные, так и пассажирские мутации и образовывать
субпопуляции клеток, несущих мутации, отсут-
ствующие в других клетках данной опухоли.

Долю клеток, несущих определенную мутацию,
можно определить по частоте вариантного аллеля с
этой мутацией (variant allele frequency, VAF). Ины-
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ми словами, в случае секвенирования генома или
экзома VAF – это доля прочтений, картированных
на данное положение и содержащих такую нуклео-
тидную замену. На величину VAF безусловно вли-
яет то, что опухолевый образец может содержать и
неопухолевые клетки (стромальные и иммунные
клетки, фибробласты), которые не имеют общих
соматических мутаций с клонами опухоли. Также
VAF зависит от количества копий хромосомы или
данного региона хромосомы, поэтому в алгорит-
мах расчета должен учитываться такой параметр,
как копийность участка (CNV, copy number varia-
tion) [6]. Считается, что обилие соматических му-
таций и перестроек, выявляемых уже на момент
постановки диагноза, в значительной степени мо-
жет увеличивать эволюционный потенциал злока-
чественного новообразования, способствовать раз-
витию устойчивости к лечению и обуславливать
плохой исход в случае сóлидных опухолей [7].

Применение методов высокопроизводитель-
ного секвенирования (NGS) позволяет с высокой
чувствительностью оценить клональность в от-
дельных образцах. Точное определение частоты
встречаемости различных вариантных аллелей
(VAF) и статистический анализ могут предсказы-
вать клональный состав опухоли исходя из резуль-
татов кластерного анализа мутаций, по значениям
VAF [8–10]. Прогрессирование злокачественного
фенотипа можно оценить путем сравнения образ-
цов, полученных при первичной диагностике и при
рецидиве в случае заболеваний кроветворной си-
стемы, или первичной опухоли и метастатиче-
ских участков при солидных опухолях [11, 12].

Один из примеров использования этого под-
хода – изучение мутаций при остром миелоидном
лейкозе (ОМЛ) у взрослых, позволившее выявить
высокую гетерогенность популяции лейкозных
клеток одного пациента и пути формирования
клонов, имеющих различные мутационные про-
фили в процессе развития заболевания [13–16]. В
то же время, проявление внутриопухолевой гете-
рогенности при ОМЛ у детей имеет свои особен-
ности [17]. Опухоли у детей обладают гораздо
меньшей мутационной нагрузкой по сравнению с
опухолями у взрослых [18]. Наибольший интерес
для изучения субклональной организации злока-
чественных опухолей кроветворной системы
представляет анализ мутационного профиля при
CBF (core binding factor)–ОМЛ у детей [19, 20].
Для лейкозов этой группы характерны хромосом-
ные перестройки t(8;21) (химерный ген RUNX1–
RUNX1T1) и inv(16)/t(16;16) (химерный ген
CBFB/MYH11), вовлекающие субъединицы фак-
тора транскрипции CBF. Первое событие лейке-
могенеза – слияние генов, кодирующих белок
CBF. При этом предполагается, что для дальней-
шего перехода в ОМЛ требуются вторичные со-
бытия – мутации в генах, вовлеченных в процес-
сы пролиферации и дифференцировки.

Внутриопухолевая гетерогенность считается
одной из основных причин неэффективности
иммунной и таргетной терапии при метастатиче-
ской меланоме [21–23]. Глубокое секвенирова-
ние генома первичной опухоли и метастатиче-
ских очагов различной локализации позволило
выявить клональную структуру образцов мелано-
мы, определить инициирующую роль мутаций
BRAF и NRAS при меланоме, обнаружить генети-
ческие изменения, ответственные за устойчи-
вость к таргетной терапии вемурафенибом [12].
Акральная меланома – один из подтипов мелано-
мы кожи, отличающийся локализацией на участ-
ках, не подверженных инсоляции (ладони, сто-
пы, подногтевое пространство), характеризуется
отличным от других подтипов меланомы кожи
мутационным профилем, в частности, понижен-
ной частотой драйверных мутаций в генах BRAF и
NRAS [24]. Поэтому представляет интерес опре-
деление клональной структуры меланомы этого
подтипа с целью изучения вероятных механизмов
опухолевой прогрессии.

В настоящей работе с использованием различ-
ных алгоритмов исследована внутриопухолевая
гетерогенность и субклональная организация
опухоли при ОМЛ у детей и при акральной мела-
номе у взрослых. Полученные данные позволяют
проследить клональную эволюцию опухоли, вы-
явить значимые мутационные события и генети-
ческие маркеры, отвечающие за прогрессию за-
болевания.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Пациенты. В исследование включены парные

архивные образцы костного мозга 11 пациентов с
ОМЛ (первичный образец–ремиссия или пер-
вичный образец–ремиссия–рецидив) и серия об-
разцов норма–опухоль–метастаз, полученных от
пациента с акральной меланомой [25]. Образцы
хранили при –80°С до момента использования.
Описание образцов, полученных от пациентов с
ОМЛ, и клинические характеристики представ-
лены в табл. 1.

Все пациенты получали химиотерапию по
протоколам лечения ОМЛ AML-BFM-93/98 или
ОМЛ-ММ-2000, включающую следующие этапы:
индукция (7–10 дней), консолидация (до 50–
60 дней) и поддерживающая терапия (до 2 лет с
начала заболевания). Таким образом, образцы в
ремиссии были отобраны на этапе поддерживаю-
щей терапии у всех пациентов, кроме пациента 6,
который закончил лечение. В первичных образ-
цах костного мозга при диагностическом обсле-
довании выявляли от 50 до 80% бластных клеток,
в образцах ремиссии – 0% бластов. Транслокации
t(8;21) и inv(16) в образцах костного мозга опреде-
ляли с использованием набора ЛК-БИОЧИП
(“БИОЧИП-ИМБ”, Россия), как описано ранее
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[26]. Метод ПЦР в реальном времени использова-
ли для определения минимальной остаточной бо-
лезни в период ремиссии [27].

Использовали также результаты исследова-
ния образца меланомы, полученного от мужчи-
ны 77 лет. Первичная опухоль представляла со-
бой меланому кожи правой пяточной области
(акральная меланома) толщиной 12 мм, стадия
IIIb, уровень инвазии по Кларку 4. Проведено хи-
рургическое удаление опухоли и прилегающей
области кожи и клетчатки. В двух из трех лимфо-
узлов клетчатки обнаружены метастазы. Гистоло-
гически опухоль представляла собой изъязвляю-
щуюся беспигментную эпителиоидноклеточную
и веретеноклеточную меланому. Через 6 мес. был
удален пахово-подвздошный лимфоузел, полно-
стью замещенный метастазом беспигментной
меланомы веретеноклеточного и эпителиоидно-
клеточного строения с очагами некроза. Иссле-
довали свежезамороженную ткань первичной

опухоли и ткань метастаза в паховом лимфоузле,
полученную при хирургическом лечении [25].
После удаления метастаза пациенту назначена те-
рапия препаратом Роферон-А (интерферон аль-
фа-2а), данные об эффективности лечения отсут-
ствуют.

Выделение ДНК. Геномную ДНК выделяли из
образцов замороженной ткани/костного мозга и
крови с использованием набора QIAamp DNA
MiniKit (“Qiagen”, Германия). Концентрацию
ДНК измеряли с помощью флуориметра Qubit 2
(“Invitrogen”, США), набора реагентов Qubit®
dsDNAHS (“Invitrogen”). Чистоту ДНК оценива-
ли с помощью микроспектрофотометра Nano-
Drop™ 3300 (“Thermo Scientific”, США), степень
фрагментации определяли с помощью гель-элек-
трофореза.

Высокопроизводительное секвенирование. Це-
левые последовательности ДНК отбирали с ис-

Таблица 1. Клинико-биологические характеристики пациентов с острым миелоидным лейкозом

Примечание. О – образец опухоли при первичной диагностике, Рем – образец костного мозга, взятый в период ремиссии,
Рец – образец костного мозга в рецидиве.

ID Пол Возраст, год Диагноз Транслокация Тип образца

ОМЛ-1 ж 6
ОМЛ, М2 t(8;21) О

Рем 19 мес.

ОМЛ-2 ж 3
ОМЛ, M2 t(8;21) О

Рем 12 мес.

ОМЛ-3 ж 6
ОМЛ, M2 t(8;21) О

Рем 12 мес.

ОМЛ-4 м 5
ОМЛ, M4 inv(16) О

Рем 6 мес.

ОМЛ-5 м 15
ОМЛ, M2 t(8;21) О

Рем 6 мес.

ОМЛ-6 м 12
ОМЛ, M4 inv(16) О

Рем 34 мес.

ОМЛ-7 м 13
ОМЛ, M4 inv(16) О

Рем 12 мес.

ОМЛ-8 ж 17
ОМЛ, M2 t(8;21) О

Рем 7 мес.

ОМЛ-9 м 9
ОМЛ, M2 t(8;21) О

Рем 12 мес.

ОМЛ-10 м 11
ОМЛ, M2 t(8;21) O

Рем 8 мес.

ОМЛ-11 м 12
ОМЛ, M2 t(8;21) О

Рем 6 мес.
Рец 10 мес.
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пользованием панели жидких зондов NimbleGen
(“Roche”, Швейцария). В случае пациентов с ОМЛ
использовали таргетную панель, включающую 84
гена, ассоциированных с лейкозами. Подготовку
образцов проводили согласно [25, 26] по стандарт-
ному протоколу для приготовления библиотек
KAPA Library Preparation Kit (“Roche”). Подготов-
ку библиотек для полноэкзомного секвенирования
образцов ОМЛ проводили с использованием набо-
ра Nextera Exome (“Illumina”, США), согласно ин-
струкции производителя. Секвенирование про-
водили на платформе NextSeq 500 (“Illumina”).
Секвенирование образца акральной меланомы вы-
полнено ранее с использованием панели зондов,
комплементарных кодирующей части 4100 генов
(“медицинский экзом”) [25]. При таргетном се-
квенировании среднее покрытие составило не
менее ×500, при полноэкзомном севенировании
не менее ×100, при секвенировании медицинско-
го экзома – не менее ×300.

Работы по секвенированию выполнены в Цен-
тре высокоточного редактирования и генетиче-
ских технологий для биомедицины Института мо-
лекулярной биологии им. В.А. Энгельгардта РАН с
использованием оборудования ЦКП “Геном”
(http://www.eimb.ru/ru1/ckp/ccu_genome_c.php).

Результаты секвенирования у пациентов с
ОМЛ подтверждали методом секвенирования по
Сэнгеру (при VAF > 20%). Визуализацию прочте-
ний, в том числе при VAF <5%, проводили с ис-
пользованием Java-приложения IGV (Integrative Ge-
nomics Viewer) (https://software.broadinstitute.org/s
oftware/igv).

Внутреннюю тандемную дупликацию гена
FLT3 (FLT3-ITD) определяли с помощью фраг-
ментного анализа методом капиллярного элек-
трофореза на генетическом анализаторе Applied
Biosystems 3500/3500xL (“Applied Biosystems”,
США) с использованием аналога стандарта длин
GeneScan™ 1200 LIZ® (“Синтол”, Россия), как
описано ранее [26].

Анализ результатов секвенирования. После пер-
вичного контроля качества (FastQC 0.11.9, fastp
0.20.0), провели обрезку 5′-концов, фильтрацию
прочтений по длине и методом плавающего окна;
также были удалены остатки адаптеров (Trimmo-
matic 0.38) [28]. После этого оценивали бактери-
альное загрязнение пула прочтений. Прочтения
картировали на референсный геном человека
GRCh37 (Ensembl release 75; hg19) при помощи
bowtie2 2.3.5.1. Проводили сортировку BAM-фай-
лов (samtools 1.10), маркировку групп прочтений,
переупорядочение прочтений (AddOrReplaceRead-
Groups, ReorderSam, FixMateInformation из набора
picard-tools 2.21.3) и далее маркировку дуплициро-
ванных прочтений, наиболее вероятно произо-
шедших от одного фрагмента ДНК (ПЦР- и опти-
ческих дубликатов) при помощи инструмента

MarkDuplicatesWithMateCigar из пакета picard-
tools 2.21.3. После этого проводили процедуру пе-
рекалибровки качества прочтения за счет сравне-
ния пулов известных ранее (т.е. аннотированных
dbSNP, версия 2018-07) и новых замен. С этой це-
лью использовали инструменты BaseRecalibrator
и ApplyBQSR из пакета GATK (версия 4.0.8.1)
[29]. Соматические мутации (точечные замены и
инсерции/делеции, далее индели) идентифици-
ровали с использованием Mutect2 также из пакета
GATK 4.0.8.1 [30].

Перед непосредственным поиском соматиче-
ских мутаций создавали так называемую “панель
норм” (panel of norms, PoN) – каталог вариаций,
наблюдаемых в образцах с нормальной тканью
(или образцах в ремиссии в случае лейкозов), во-
шедших в анализ. Для этого запускали алгоритм
Mutect2 в режиме “tumor only” на всех образцах
ДНК из нормальной ткани (ремиссии) и форми-
ровали VCF-файл со всеми выявленными отли-
чиями от референсного генома. Затем проводили
поиск соматических мутаций в опухоли с ис-
пользованием Mutect2 в режиме сравнения с со-
ответствующей нормой (ремиссией), дополни-
тельно с подключением каталога PoN и данных о
герминальных вариантах gnomAD 2.0.1. Полу-
ченные VCF-файлы фильтровали с помощью GATK
FilterMutectCalls. Список мутаций, прошедших
фильтрацию, аннотировали с помощью Annovar,
PMID 20601685. Использовали базы данных о по-
пуляционных частотах аллелей (gnomAD, 1000
Genomes Project, Kaviar, ESP 6500, ExAC), а также
dbSNP, ClinVar, COSMIC, локализацию в домене
белка (Interpro), информацию о консервативности
геномной области (phastCons, phyloP). Кроме того,
для оценки патогенности мутации использовали
SIFT [31], PolyPhen2 [32], Mutation Taster [33], LRT
[34], PROVEAN, M-CAP, DANN, VEST3, MetaSVM
и MetaLR. На основе полученных предсказаний
оценивали так называемый “скор патогенности”
(pathogenicity score). Чем большее число алго-
ритмов оценивает замену как патогенную, чем
ниже ее частота в популяции и выше степень
консервативности геномного локуса, содержа-
щего данную замену, тем выше значение “скора
патогенности”.

Варианты с популяционной частотой более 1%
из анализа исключали. Стоит отметить, что коли-
чество таких вариантов не превышало 5% от всех
соматических вариантов, локализованных в коди-
рующих областях, и 10% всех соматических вари-
антов, которые прошли FilterMutectCalls, включая
интронные и межгенные. Дополнительно список
соматических вариантов был отфильтрован в соот-
ветствии с минимальным порогом покрытия про-
чтениями (минимум 20 прочтений для нормаль-
ного образца и минимум 10 для образца опухоли).
Из анализа исключали также мутации, локализо-
ванные в polyN-мотивах (в частности GGGTG >
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GGGGG, CCCCG > CCCCC и др.) и имеющие
низкое покрытие, VAF менее 1%.

Для дальнейшего выделения кластеров мута-
ций у пациентов с ОМЛ использовали данные пол-
ноэкзомного секвенирования (пациенты 1, 2 и 3).
Копийность участков генома CNV (copy number
variation) определяли с использованием алгорит-
мов CNVkit [PMID: 27100738], cn.MOPS [35],
Control-FREEC [36], основанных на сравнитель-
ном анализе покрытия геномных областей, вклю-
ченных в таргетную панель. При этом падение по-
крытия свидетельствует о делеции определенных
локусов, увеличение покрытия – о наличии ду-
пликаций или амплификаций соответствующих
участков генома. Однако этот подход часто оказы-
вается неприменимым при анализе данных экзо-
много секвенирования, где присутствует этап обо-
гащения таргетных участков с использованием ме-
тода гибридизации. В этом случае наблюдаемое
покрытие может быть чувствительным к присут-
ствию делеций/амплификаций только лишь в
том случае, если гибридизационные зонды на
обоих этапах обогащения берутся в избытке по
сравнению с геномной ДНК. Исключение здесь со-
ставляют гомозиготные делеции, присутствующие
в подавляющем большинстве клеток образца.

По этой причине мы также использовали срав-
нительный анализ частот бета-аллелей (beta allele
frequency, BAF) в парных образцах норма–опу-
холь [9, 37]. Несмотря на то, что средства Control-
FREEC и CNVkit предлагают проведение BAF-
анализа, мы не сочли его удовлетворительным:
скорее он может использоваться как источник
информации, дополняющей данные по анализу
покрытия. В связи с этим мы реализовали соб-
ственный алгоритм поиска событий CNV. С этой
целью использовали VCF-файл с герминальными
мутациями в паре образцов норма–опухоль, по-
лученный freeBayes, GATK HaplotypeCaller, Var-
Scan или другими средствами. На первом этапе
отбирали все герминальные гетерозиготные ва-
рианты с 40% < VAF < 60% в норме и покрытием
не менее 30 как в норме, так и в опухоли. Исклю-
чали варианты, не аннотированные в dbSNP.
Случаи вероятного CNV регистрировали при вы-
ходе значений VAF в опухоли за пределы 40–60%
и отличиями в VAF между нормой и опухолью бо-
лее 25%, а также значением p-value по тесту Фи-
шера <0.05 для количества прочтений (ридов),
соответствующего референсному (дикий тип) и
альтернативному (мутантный) аллелям в норме и
опухоли. Далее значения ΔVAF интерполировали
на весь геном за счет усреднения несколькими
плавающими окнами. По анализу BAF достаточ-
но легко выявлять локусы с аномалиями, но не
всегда можно определить характер изменения в
локусе (гетерозиготная делеция, двукратная ам-
плификация и др.), поэтому в большинстве слу-
чаев локусы с подозрением на наличие CNV ис-

ключали перед кластеризацией вариантов в об-
разцах ОМЛ.

В образце акральной меланомы идентифициро-
ваны кластеры соматических мутаций с использо-
ванием SciClone, пакета для среды R 25102416 [38].
В идеале каждый кластер должен содержать сома-
тические мутации с близкими значениями VAF.
Каждый такой кластер содержит одну или не-
сколько драйверных мутаций, возникновение ко-
торых дает клону пролиферативное преимуще-
ство. Это ведет к росту его дочерней субпопуля-
ции и, соответственно, увеличению VAF как для
всех этих драйверных мутаций, так и всех “пасса-
жирских”, которые клон уже содержал на момент
появления новых драйверных мутаций. Для точ-
ности при оценке VAF выбирали только мутации,
расположенные в участках с покрытием не менее
30 ридов. Из анализа исключали мутации, локали-
зованные в областях с измененной копийностью.
Оценивали возможные модели клональной эволю-
ции, используя пакет программ ClonEvol 28950321
[39]. Диаграммы клональной эволюции построены
с использованием пакета Fishplot PMID 27821060.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Сравнительный анализ спектра мутаций в пер-
вичном образце и в период ремиссии у 11 пациен-
тов с CBF–ОМЛ, проведенный при помощи ал-
горитма Mutect2, выявил мутации, представлен-
ные только в опухолевых клетках. Использованы
результаты секвенирования таргетной панели,
включающей кодирующие участки 84 генов, ас-
социированных с развитием лейкозов. У всех па-
циентов в первичном образце (или в рецидиве)
выявлена транслокация t(8;21) или inv(16). В об-
разцах, взятых в период ремиссии, транслокации
не обнаруживали, что указывало на крайне низ-
кий уровень (или отсутствие) опухолевых клеток в
образцах костного мозга в момент взятия биомате-
риала и позволило при поиске соматических мута-
ций использовать данный образец как норму.

Клинически значимые соматические вариан-
ты, выявленные у пациентов с ОМЛ при таргет-
ном секвенировании, представлены в табл. 2.

Мутации в генах сигнальных путей с участием
рецепторных тирозинкиназ (РТК) (NRAS, KRAS,
FLT3, CBL и KIT) обнаружены у семи пациентов
из 11, при этом одновременное присутствие двух
мутаций в этих генах выявлено у четырех пациен-
тов (36%). Прогностическая роль мутаций в генах
NRAS и KRAS при CBF–ОМЛ до конца не выяс-
нена [40, 41]. Мутация FLT3-ITD, как правило,
ассоциирована с плохим прогнозом, отмечено
также неблагоприятное влияние определенных
мутаций в гене KIT на течение заболевания [42,
43]. Мутация в гене ETV6 (пациент 5) по своей
значимости сопоставима с мутациями в сигналь-
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ных путях [44]. У трех пациентов, помимо мута-
ций в РТК-сигнальных путях, найдены мутации в
генах ASLX1, ASLX2 (модификаторы хроматина),
SMC3 и RAD21. Мутации в этих генах характерны
для пациентов с t(8;21), прогностическая значи-
мость их различна [45]. Так, на мышиных моделях
показано, что мутации в гене ASXL1, приводящие
к потере функции белка, вызывают миелоидную
трансформацию гемопоэтических клеток [46].
Также мутации в этом гене ассоциированы с пло-
хим прогнозом при ОМЛ у детей и взрослых [47].
Мутации в гене ASXL2 ассоциированы скорее с
благоприятным прогнозом [48]. Обращает на се-
бя внимание значительная вариабельность про-
филей VAF в образцах опухоли с различными со-
матическими мутациями – от 2–5 до 86%.

Ранее обнаружили, что мутации в генах белков
сигнальных путей, в которых участвуют РТК, ха-
рактерны для 60–70% пациентов с t(8;21) и почти
90% пациентов с inv(16). При этом у части паци-
ентов один образец содержит одновременно бо-
лее одной мутации [45, 49, 50]. Серия экспери-
ментов по генотипированию индивидуальных
колоний лейкозных клеток позволила выявить

иерархические связи между различными мутаци-
ями у одного пациента [51–53]. Полученные дан-
ные дают основания полагать, что мутации в ге-
нах сигнальных путей (“сигнальные” мутации,
signal mutations) присутствуют в независимых
клонах. Существование клонов, имеющих обще-
го предшественника и несущих независимые ге-
нетические изменения, затрагивающие один и
тот же путь, соответствует феномену “клональ-
ной интерференции” (или параллельной эволю-
ции) и описано при различных видах рака [54], в
том числе ОМЛ [55]. В этом случае каждая сиг-
нальная мутация, т.е. мутация в генах NRAS,
KRAS, FLT3, JAK2, CBL, PTPN11 и KIT, служит
маркером отдельного клона, а количество таких
мутаций в образце может определять количество
независимых клонов [50, 53]. Явление клональ-
ной интерференции, по-видимому, не распро-
страняется на мутации в генах эпигенетической
регуляции/модификации хроматина (ASXL1,
ASXL2, TET1, TET2, BCOR, BCORL1, EZH2,
KDM6A) и когезинового комплекса (RAD21,
SMC1A, SMC3, STAG2) [50], хотя в ряде исследо-
ваний эти мутации и описывают как взаимоис-

Таблица 2. Клинически значимые соматические варианты (мутации), выявленные в образцах опухоли пациен-
тов с ОМЛ (VAF в ремиссии составил 0% для всех мутаций) при таргетном секвенировании кодирующих участ-
ков 84 генов

ID, 
транслокация Ген Мутация Аминокислота Функция

VAF
опухоли, 

%

ОМЛ-1, t(8;21)

CBL с.1227+1->AATT Сплайсинг Протоонкоген 86

SMC3 c.2999_3000insGAAAGG L1000delinsLKG Белок когезинового комплекса 42

ASLX1 c.1768_1769insCTTAGC p.T590delinsTX Модификатор хроматина 40

ОМЛ-2, t(8;21)

ASXL2 c.1834C>T p.Gln612Ter Модификатор хроматина 44

KRAS c.38G>A p.Gly13Asp РТК-путь 30

KRAS c.35G>A p.Gly12Asp РТК-путь 8

ОМЛ-4, inv(16)
NRAS c.A182G p.Q61R РТК-путь 39

KIT c.A2447T p.D816V РТК-путь 5

ОМЛ-5, t(8;21)
ETV6 c.C1195T p.R399C Фактор транскрипции 41

RAD21 c.C1816T p.Q606X Белок когезинового комплекса 33

ОМЛ-6, inv(16)
KIT c.1253_1254insCTTCTT p.Y418delinsYFF РТК-путь 33

NRAS c.A182G p.Q61Н РТК-путь 5

ОМЛ-8, t(8;21) NRAS c.G38A p.G13D РТК-путь 38

ОМЛ-10, t(8;21) FLT3 ITD 110 п.о. Сдвиг рамки РТК 32

ОМЛ-11, t(8;21)

KIT c.T2454G p.N818K РТК-путь 21 (O)
32 (Рец)

KRAS c.G38A p.G13D РТК-путь 4 (О)

CSF3R
c.175_176insTC-
CCAGTCTС p.P59fs Рецептор фактора роста 2 (Рец)
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ключающие [42]. Показано, что клональная ин-
терференция при CBF–ОМЛ считается незави-
симым фактором плохого прогноза [50].

Сравнительный анализ мутационного профи-
ля первичных образцов и образцов в рецидиве за-
болевания дает более точное представление о
клональной структуре опухоли (рис. 1). У пациен-
та ОМЛ-11 c t(8;21) в первичном образце выявле-
ны две мутации в генах KIT и KRAS, имеющие
значения VAF 21 и 4% соответственно. Согласно
опубликованным данным, появление двух мута-
ций в РТК-сигнальном пути (KIT и KRAS) одно-
временно в одних и тех же клетках крайне мало-
вероятно [50]. По этой причине можно предполо-
жить, что уже на начальных стадиях заболевания
присутствовали два клона: основной – с мутаци-
ей KIT, и минорный – с мутацией KRAS. В период
ремиссии ни одна из этих мутаций методом NGS
не выявляется. Наиболее вероятно, что в период
ремиссии сохранилось некоторое количество
клеток исходного клона и их активное деление
привело в дальнейшем к развитию рецидива. При

этом в рецидиве заболевания выявляется только
мутация KIT с VAF 32%, в то время как второй
клон с мутацией KRAS был элиминирован в ходе
химиотерапии (рис. 1). Однако возникает и новая
потенциально драйверная мутация в гене CSF3R
(VAF около 5%). Ген CSF3R вовлечен в патогенез
ОМЛ [20].

В целом, исследование мутационного профи-
ля первичного образца и образца в рецидиве поз-
воляет проследить многоступенчатый процесс
эволюции лейкозных клеток и выявить возмож-
ные факторы устойчивости к терапии [56–58].

ОМЛ у детей относится к опухолям с низкой
мутационной нагрузкой [56]. В нашем исследова-
нии таргетное секвенирование выявило относи-
тельно небольшое число значимых соматических
мутаций в одном образце. С целью более деталь-
ного анализа структуры субстрата опухоли при
ОМЛ проведено полноэкзомное секвенирование
образцов ОМЛ-1, ОМЛ-2, ОМЛ-4. Для коррект-
ной оценки значений VAF определена копий-

Рис. 1. Динамика клональной структуры образцов на различных этапах лечения (пациент 11). а – Профиль соматиче-
ских мутаций с различным значением VAF; б – графическое представление клональной эволюции. В рецидиве забо-
левания исчезает мутантный клон с мутацией KRAS и появляется новая минорная мутация в гене CSF3R.
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ность участков генома, содержащих выявленные
соматические мутации.

При проведении BAF-анализа выбирали гете-
розиготные герминальные варианты (с VAF от 40
до 60%) и смотрели изменение их значений VAF
по отдельным хромосомам. Например, в случае
делеции участка генома в клетках опухоли гетеро-
зиготный герминальный мутантный аллель или
выпадает, или переходит в гомозиготное состоя-
ние. Таким способом мы выявили делецию поло-
вины хромосомы 11 в образце ОМЛ-1 (рис. 2).

Применение алгоритмов cn.MOPS. CNVkit и
Control-FREEC, основанных на анализе покры-

тия, таких четких результатов не дало. Наиболее
вероятно, это связано с тем, что при подготовке
библиотек для секвенирования отбор последова-
тельностей проводят с использованием панели
зондов. При этом гибридизационные зонды, как
правило, не находятся в избытке по сравнению с
ДНК образца. Алгоритм ВАF-анализа, предло-
женный в данной работе, оказался более универ-
сальным, его можно применять для анализа CNV
при различных вариантах таргетного секвениро-
вания (в том числе полноэкзомного). Дальней-
ший анализ (кластеризацию) проводили с учетом
копийности участков генома, в которых были ло-
кализованы соматические варианты.

Рис. 2. Результаты BAF-анализа хромосомы 11 в образце ОМЛ-1. а – Профили VAF для гетерозиготных герминальных
мутаций в норме и опухоли. В области 11q видна явная потеря гетерозиготности всеми мутациями, VAF которых в нор-
ме колебался в области 50%. б – Разница между VAF гетерозиготных герминальных мутаций между нормой и опухо-
лью. Для области 11q различия статистически значимы (p < 0.05). Всего в анализ вошли 824 гетерозиготных герминаль-
ных мутации на хромосоме 11.
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При анализе распределения значений VAF
можно отметить, что ни в одном из образцов
ОМЛ-1, ОМЛ-2, ОМЛ-4 эти значения не были
сконцентрированы в одной области (т.е. распре-
деление имеет более одного пика), а соматиче-
ские варианты формируют группы (кластеры) в
зависимости от значения VAF (рис. 3). В образце
ОМЛ-1 выявлено в общей сложности 29 сомати-
ческих вариантов, явно формирующих два кла-
стера с пиками плотности VAF 5–20% (кластер 1)
и 35–65% (кластер 2). Необходимо отметить, что
в случае мутации в гене CBL значение VAF состав-
ляло изначально 86% (см. также табл. 1), однако по
данным BAF-анализа ген CBL находится в обла-
сти протяженной гетерозиготной делеции всего
длинного плеча 11q, поэтому значение VAF было
скорректировано. В целом, среднее значение VAF
по кластеру 2 находится в области 47%, что гово-
рит о высоком содержании бластных клеток (бо-
лее 90%) в исходном образце. У некоторых генов
(ASXL1, FZD9 и др.) значения VAF превышают
50% (при отсутствии делеций/амплификаций в со-
ответствующих областях). Небольшая доля таких
случаев вполне ожидаема; это объясняется случай-
ной природой оцениваемых величин (пуассонов-
ское распределение при оценке числа ридов). Та-
ким образом, можно предположить, что образец
ОМЛ-1 содержит, как минимум, два клона лейкоз-
ных клеток – основного (включает мутации из
кластера 2) и “нового”, произошедшего от основ-
ного клона и включающего, помимо мутаций из
кластера 2, еще и мутации из кластера 1. В даль-
нейшем возможен отбор клеток, получивших до-
полнительное пролиферативное преимущество в
результате новых соматических мутаций, и вы-
теснение основного клона за счет “нового”. В

каждом кластере присутствуют мутации в генах,
которые могут быть связаны с развитием лейко-
зов: кластер 2 – гены ASXL1, CBL, SMC3 и др.;
кластер 1 – MTIF2, STAB1 и др. (рис. 3а, табл. 3).

В образце ОМЛ-2 картина распределения со-
матических вариантов по VAF также характеризу-
ется бимодальностью. Основное отличие от об-
разца ОМЛ-1 состоит в том, что каждый из кла-
стеров содержит различные драйверные мутации
в гене KRAS: первый кластер – мутацию G12D,
второй – G13D. Каждая из этих мутаций приво-
дит к конститутивной активности белка KRAS и
передаче сигналов в пути ERK. Согласно опубли-
кованным данным, эти две мутации (G12D и
G13D) практически не встречаются одновремен-
но, так как появление второй мутации уже не дает
клетке пролиферативного преимущества [50, 51].
Таким образом, опираясь на эту информацию,
можно утверждать, что опухоль представлена дву-
мя основными типами клонов, каждый из кото-
рых содержит мутацию в гене KRAS, при этом оба
клона независимо произошли от общего предка,
не имеющего KRAS-мутаций. Основной опухоле-
вый клон, содержит мутации не только в KRAS
(G13D), но и в генах ASXL2, SPI1, SLC22A10 (зна-
чения VAF от 30 до 50%) (рис. 3б, табл. 3). Минор-
ный опухолевый клон содержит мутацию KRAS
(G12D) с VAF порядка 10% и целый ряд синони-
мичных “пассажирских” мутаций с VAF от 5 до
20%, которые тоже допустимо отнести к минор-
ному клону вследствие неточности оценки VAF.

Весьма своеобразна картина распределения
VAF в образце ОМЛ-4 (рис. 3в). Мы видим также
бимодальное распределение – два кластера сома-
тических вариантов. В кластере 2 с VAF порядка
35% представлена драйверная мутация в гене KIT,

Таблица 3. Cоматические варианты, выявленные в образцах ОМЛ-1, ОМЛ-2 и ОМЛ-4 при полноэкзомном се-
квенировании

ID Ген Мутация Аминокислота Функция белка VAF, %

ОМЛ-1

FZD9 c.C307T p.Q103X Рецептор Wnt-сигнального пути 58

CACNB4 c.712_713insA p.S238fs Белок кальциевых каналов 43

CSNK1G3 c.C569T p.P190L Серин/треониновая протеинкиназа 43

MTIF2 c.A1364C p.K455T Митохондриальный фактор инициации транс-
ляции 6

STAB1 c.C6547T p.R2183C
Трансмембранный рецептор, участвует в 
ангиогенезе, клеточной адгезии, хоминге
лимфоцитов

6

ОМЛ-2
SLC22A10 c.C1088A p.P363H Транспортер органических анионов 50

SPI1 c.C676A p.Q226K Протоонкоген, участвует в дифференцировке 
миелоидных клеток 42

ОМЛ-4
CHD8 c.G2269A p.D757N Участвует в организации хроматина 39

FNDC1 c.3535_3537del p.1179_1179del Активатор сигнализации G-белка 8
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Рис. 3. Распределение соматических вариантов, полученных при полноэкзомном секвенировании, в зависимости от
значения VAF. У всех трех пациентов отмечено бимодальное распределение соматических мутаций по значению VAF,
что говорит о неоднородной внутриопухолевой клональной структуре. Каждый кружок соответствует одному сомати-
ческому варианту (точечная замена или инсерция/делеция). Размер кружка пропорционален глубине покрытия (ми-
нимально 25, максимально 100 прочтений). Пунктирная линия отражает плотность распределения соматических ва-
риантов по значениям VAF. а – Образец ОМЛ-1; б – ОМЛ-2; в – ОМЛ-4. Крупным шрифтом отмечены мутации, вы-
явленные при таргетном секвенировании. Темным цветом отмечены несинонимичные варианты (инсерции/делеции,
точечные замены, сайты сплайсинга, появление и утрата стоп-кодона); светлым – молчащие мутации (синонимич-
ные, интронные и межгенные варианты).
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в кластере 1 – с VAF порядка 5% – драйверная му-
тация в гене NRAS. Это позволяет, как минимум,
говорить о двух клонах – основном (с долей поряд-
ка 70–80%) и минорном (с долей порядка 10%),
накопившим, помимо NRAS, несколько других
мутаций, часть которых может влиять на пролифе-
рацию лейкозных клеток (NUDT14, FNDC1), а
часть явно относится к пассажирским (синони-
мичные замены) (табл. 3). Минорный клон с мута-
цией NRAS, скорее всего, представляет собой са-
мостоятельную популяцию клеток, независимую
от основного клона с мутацией в гене KIT [50, 51].

Таким образом, анализ распределения частот
альтернативных аллелей (VAF) в опухолевых клет-
ках позволяет предположить множественные со-
бытия клональной эволюции при развитии ОМЛ.
Более высокие значения VAF могут соответство-
вать мутациям, которые произошли на ранних ста-
диях развития. Клетки основного клона приобре-
тают дополнительные мутации, давая начало но-
вым субпопуляциям, которые могут вносить
вклад в ускоренную прогрессию заболевания [50].

Внутриопухолевую гетерогенность и клональ-
ную структуру солидных опухолей изучают с ис-
пользованием сравнительного анализа мутацион-
ного профиля исходной опухоли и метастаза. Рас-
смотрим модель клональной эволюции опухоли на
примере пациента с метастатической формой ак-
ральной меланомы после проведенного хирурги-
ческого лечения (рис. 4).

В первичной опухоли обнаружены две потен-
циально значимые (согласно оценке патогенности
при помощи PolyPhen2, SIFT и другим алгорит-
мам) мутации в генах VAV1 (E556Q) и CD96 (M1I).
В метастазе выявлены три клинически значимые
мутации в генах CD96 (M1I), ITGB4 (I1285F),
WASHC5 (Q78H) (рис. 4а). Лишь одна мутация,
локализованная в гене CD96, встречается и в пер-
вичной опухоли (17%), и в метастазе (43%). Ген
CD96 кодирует белок семейства иммуноглобули-
нов, – важный негативный регулятор иммунного
ответа, который рассматривается в настоящее
время как возможная мишень иммунотерапии,
наряду с PD-1 и CTLA-4 [59]. Мутация M1I (заме-

Рис. 4. Модель клональной эволюции опухоли у пациента с акральной меланомой (П – первичная опухоль, M – ме-
тастаз). а – Частоты вариантных аллелей в первичной опухоли и метастазе (по оси x – значения VAF (%), по оси y –
названия генов). б – Диаграмма динамической смены мутаций при переходе от опухоли к метастазу (адаптация рисун-
ка, полученного ClonEvol). Клоны опухолевых клеток содержат различные мутации, описанные преимущественно
как драйверные.
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на метионина на изолейцин) приводит к утрате
стартового кодона при синтезе белка; ее роль в
опухолевом процессе не ясна, однако, в данном
случае эта мутация служит маркером опухолевых
клеток меланомы. В первичной опухоли пред-
ставляет интерес также мутация E556Q в гене
VAV1. Белок VAV1 участвует в активации сигналь-
ных путей, связанных с перестройками цитоске-
лета. Ген VAV1 в настоящее время рассматривают в
качестве онкогена, вовлеченного в развитие цело-
го ряда злокачественных новообразований [60].

Как можно предположить, миграция опухоле-
вых клеток, несущих мутацию M1I CD96, в пахо-
вый лимфоузел произошла на раннем этапе раз-
вития меланомы; какое-то время клетки находи-
лись в состоянии относительного покоя, так как
на момент удаления первичного очага отдален-
ные метастазы не были выявлены. Прогрессия за-
болевания и формирование отдаленного метаста-
за могли быть связаны с появлением новых мута-
ций, в том числе, мутации I1285F в гене ITGB4.
Белковый продукт данного гена участвует в кле-
точной адгезии, запускает механизмы клеточной
пролиферации, он описан как один из ключевых
факторов инвазии опухоли [61]. Мутации в генах
NR1I3 и WASCH5 в метастазах меланомы кожи
обнаруживали ранее и другие авторы [62].

Акральная меланома относится к редкому
подтипу меланом кожи, составляя всего лишь 2–
3% от всех случаев меланом кожи, и отличается
особенностями молекулярно-генетического про-
филя [63]. Характерные для меланомы кожи му-
тации в генах BRAF, NRAS, KIT встречаются реже.
Около 38% случаев акральной меланомы отно-
сятся к так называемому “тройному дикому типу”
(triple WT), в то время как при других подтипах ме-
ланом кожи такие случаи составляют около 11%.
Полногеномное секвенирование образцов ак-
ральной меланомы указывает на существенный
вклад структурных перестроек генома в развитие
опухоли [64]. Нами исследована акральная мела-
нома, относящаяся к “тройному дикому типу”.
Сравнительный анализ первичной опухоли и ме-
тастаза выявил новые генетические маркеры, ко-
торые могут быть ассоциированы с развитием за-
болевания или представлять собой молекулярные
мишени для таргетной терапии.

При исследовании мутационного профиля со-
лидных опухолей всегда следует иметь в виду ло-
кальную гетерогенность, при которой различные
участки опухоли могут различаться как морфоло-
гически, так и по совокупности генетических из-
менений [54]. В качестве примера мы выбрали
опухоль небольшого размера (менее 25 мм). Для
выделения ДНК использовали максимально боль-
шой объем исходного материала, чтобы по возмож-
ности получить суммарные препараты (bulk tumor)

ДНК опухоли и ДНК метастаза, сбалансированно
отражающие разнородный клональный состав.

Таким образом, анализ данных высокопроиз-
водительного секвенирования позволяет изучать
пути эволюции опухолевых клеток на основе ана-
лиза субклональной архитектуры опухоли, выяв-
лять роль молекулярных маркеров в формирова-
нии опухолевого клона, а также определять марке-
ры прогрессии заболевания и устойчивости к
терапии. Полноэкзомное секвенирование позво-
ляет анализировать больше молекулярных мар-
керов, что наиболее важно в случае опухолей с
низкой мутационной нагрузкой; однако на сего-
дняшний день это достаточно дорогостоящее
исследование. Использование таргетных пане-
лей позволяет проводить глубокое секвенирова-
ние отдельных участков генома с меньшими фи-
нансовыми затратами; в ряде случаев это дает
возможность выявлять минорные клоны, кото-
рые могут играть ведущую роль в дальнейшем
развитии заболевания и, что немаловажно, в
устойчивости к терапии [65, 66]. Оценка клональ-
ного разнообразия исходного образца при ОМЛ и
выявление доминирующих клонов, представлен-
ных с высокой частотой, имеет значение для про-
гноза заболевания и оценки риска развития ре-
цидива [41, 50, 67]. В целом, стратегии оценки
клонального разнообразия и отслеживания тра-
екторий развития опухолевых клеток на основе
высокопроизводительного секвенирования сум-
марного образца опухоли с последующим опре-
делением частот вариантных аллелей находят все
более широкое применение, в том числе, и в
практической онкологии [50, 67, 68], несмотря на
целый ряд ограничений этого подхода [69].

Наиболее точный анализ внутриопухолевой
гетерогенности (или же всей экосистемы опухо-
ли, тесно взаимодействующей с микроокружени-
ем) с реконструкцией цепи событий опухолевой
микроэволюции обеспечивает лишь секвениро-
вание ДНК единичных опухолевых клеток [55, 69,
70]. Однако анализ полных экзомов или геномов
единичных клеток не только останется чрезвы-
чайно дорогим в ближайшем будущем, но также,
по-видимому, сохранит и другие ограничения, в
том числе, слабую репрезентативность выборки
из-за малого количества анализируемых клеток и
отсутствия метода амплификации всего генома,
обеспечивающего оптимальный охват и однород-
ность покрытия [69].

Также следует иметь в виду, что свой вклад во
внутриопухолевую гетерогенность, особенно в на-
блюдаемую на транскриптомном уровне (при ана-
лизе единичных клеток), вносят такие факторы,
как эпигенетическая регуляция, стадия клеточной
дифференцировки клонообразующей опухолевой
клетки, разные стадии клеточного цикла, стоха-
стичность генной экспрессии, влияние опухолево-
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го микроокружения и клеточная трофика, прямо
зависящая от геометрического расположения
клетки в образце. Именно сочетание генетиче-
ских и негенетических факторов определяет, в
конечном счете, фенотип опухолевой клетки и ее
ответ на терапию [69, 71, 72]. Дальнейшее разви-
тие технологий анализа единичных клеток, в том
числе прослеживание судьбы единичной клетки в
нескольких поколениях [73] и определение про-
филя экспрессии генов единичных опухолевых
клеток [74, 75] позволит более точно предсказы-
вать пути эволюции раковых клеток и разрабаты-
вать новые подходы к лечению онкологических
заболеваний.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского научного фонда (грант №18-15-
00398).

Все процедуры, выполненные в данной рабо-
те, соответствуют этическим стандартам институ-
ционального комитета по исследовательской этике
и Хельсинкской декларации 1964 года и ее последу-
ющим изменениям или сопоставимым нормам эти-
ки. От всех участников исследования получено ин-
формированное согласие.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
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DETERMINATION OF SUBCLONAL TUMOR STRUCTURE IN ACUTE 
MYELOID LEUKEMIA IN CHILDREN AND ACRAL MELANOMA 

USING NEXT-GENERATION SEQUENCING DATA
G. S. Krasnov1, L. G. Ghukasyan1, I. S. Abramov1, and T. V. Nasedkina1, *

1Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia
*e-mail: nased@biochip.ru

Intratumoral heterogeneity and clonal variability is one of the central problems of clinical oncology, being the
reason for the development of resistance to therapy, relapse and metastases. The use of high-throughput se-
quencing of tumor exome allows investigating tumor subclonal organization. Comparative analysis of target
panel sequencing data, clinical exome and complete exome in tumors with different mutational load (acute
myeloid leukemia in children and acral melanoma) was carried out. Target sequencing of acute myeloid leu-
kemia (AML) samples shows the presence of more than one potential driver mutation in signaling pathway
genes KIT, NRAS, KRAS, CBL, FLT3 in one patient, reflecting the complex clonal structure of the tumor
substrate. Analysis of exome sequencing data from the same AML patients allows the isolation of clusters of
mutant alleles corresponding to different populations of leukemic cells in the sample. Comparison of the mu-
tation profile of the primary AML sample, the sample in remission and in relapse makes it possible to trace
the dynamics of change in the clonal composition of the tumor. Subclonal tumor structure was also investi-
gated in the acral melanoma case as an example. Using SciClone and ClonEvol packages, the clustering of
mutant alleles presented in the sample with a close frequency was carried out. Based on these data, a predic-
tion of the intratumoral clonal composition was made and a model of clonal evolution was proposed describ-
ing changes in the clonal composition of the tumor during metastasis, including the appearance of new mu-
tations that may be associated with further progression of the disease. The approach used allows the identifi-
cation of mutations causing the formation of new tumor clones, which may have a proliferative advantage,
also in the conditions of antitumor therapy.

Keywords: high-throughput sequencing, acral melanoma, acute myeloid leukemia, somatic mutations, vari-
ant allele frequency



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


