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А.В. Воропаева, А.Е. Силин, С.М. Мартыненко и др.

Введение
Филадельфийская хромосома (цитоге-

нетически Ph-хромосома) является специ
фическим маркером хронического мие-
лолейкоза (ХМЛ) и возникает в резуль-
тате реципрокной транслокации t(9;22) 
(q34;q11). Точки разрыва располагаются в 
генах ABL хромосомы 9 и BCR хромосомы 
22, в результате чего образуется слитный 
(химерный) ген BCR/ABL [1]. Выделяют 
несколько типов транслокации в зависимо-
сти от расположения точек разрыва на хро-
мосоме 22. Когда точка разрыва находит-
ся в главной зоне M-bcr (major breakpoint 
cluster region) гена BCR, образуется слит-
ный онкоген BCR-ABL, кодирующий бе-
лок р210 с молекулярной массой 210 kDa, 
и хромосомная перестройка по типу b3а2 
или b2а2. Если точка разрыва происходит 
в минорной зоне m-bcr гена BCR (хромо-
сомная перестройка типа ela2), образуется 
ген, кодирующий белок р190 или р230 [2]. 
Ph-хромосома обнаруживается в 95% слу-
чаев ХМЛ, в 20% случаев острого лимфо-
бластного лейкоза (ОЛЛ) у взрослых, в 2% 
случаев острого миелобластного лейкоза 
(ОМЛ), а также в 5% случаев ОЛЛ у детей. 

Варианты хромосомной транслокации 
по типу b3а2 и b2а2 встречаются при ХМЛ, 
ОМЛ и ОЛЛ, вариант хромосомной транс-
локации по типу ela2 характерен для ОЛЛ, 
но в редких случаях (2-3%) встречается 
при ХМЛ и ОМЛ.

В 5% случаев ХМЛ встречается так на-
зываемый «вариант Филадельфии» (Phvar), 
который образуется в результате сложной 
генетической перестройки с участием 9, 22 
и дополнительных хромосом, при этом экс-
прессируется химерный онкоген BCR/ABL, 
который может быть выявлен только метода-
ми молекулярно-биологического анализа [3].

Стандартное цитогенетическое иссле-
дование (СЦИ) клеток костного мозга и 
периферической крови пациентов с XMJI 
не всегда может выявить Ph-хромосому (у 
5% пациентов с XMJI и 10-15% пациентов 
с острыми лейкозами). Чувствительность 
данного метода (1Ph-позитивная клетка 
на 1000 нормальных) недостаточна, осо-
бенно после проведения химиотерапии 
или трансплантации костного мозга, со-
провождаемых редукцией лейкозного Ph-
позитивного клона. Также при микроско-
пическом исследовании невозможно диф-
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ференцировать варианты транслокации, 
что важно в отношении прогноза клиниче-
ского ответа на применяемые при лечении 
препараты. Тем не менее, только CЦИ по-
зволяет проанализировать весь хромосом-
ный набор клетки и обнаружить дополни-
тельные хромосомные аберрации [4].

Первым высокочувствительным мето-
дом молекулярной диагностики ХМЛ был 
метод блот-гибридизации по Саузерну с 
использованием 2-х зондов (клонирован-
ных специфических последовательностей, 
комплементарных определенным участкам 
гена BCR области M-bcr): 5’-зонд содержал 
экзон b1 области M-bcr с последовательно-
стями примыкающих к этому экзону интро-
нов, а 3’-зонд – большую часть третьего ин-
трона M-bcr, что позволило разделить ва-
рианты геномных точек разрыва в области 
M-bcr на 2 типа: «5’» – точка разрыва меж-
ду экзонами b2 и b3 и «3’» – точка разрыва 
между экзонами b3 и b4 или b4 и b5 [5].

С началом использования в молекуляр-
ной диагностике ХМЛ метода полимераз-
ной цепной реакции (ПЦР) стало возмож-
ным определение типа экспрессии химер-
ного гена BCR/ABL с отнесением к основ-
ным вариантам – b2a2 и b3a2, e1a2 или ред-
ко встречающимся транскрипционным ва-
риантам – e1a3, b2a3, b3a3, e6a2, e19a2 [6]. 
Применяемый в настоящее время метод 
обратно-транскриптазной ПЦР (ОТ-ПЦР) 
и ПЦР в реальном времени (ПЦР РВ) по-
зволяет выявить разные варианты хромо-
сомной транслокации t (9;22) с чувстви-
тельностью 1 лейкозная клетка на 100 ты-
сяч нормальных клеток, при этом метод 
достаточно прост и воспроизводим. Несо-
мненным достоинством данного метода яв-
ляется возможность количественной оцен-
ки экспрессии химерного гена BCR/ABL, 
т.е. определения опухолевой нагрузки при 
ХМЛ, необходимой для оценки эффектив-
ности лечения и мониторинга минималь-
ной остаточной болезни. При проведении 
ПЦР РВ используют праймеры или зон-
ды с флуоресцентными метками. Уров-
ни флуоресцентного сигнала, получаемые 
в ходе реакции, позволяют рассчитать ко-

личество копий химерного и контрольно-
го гена в пробе. Отклонения, обусловлен-
ные разным исходным количеством РНК 
в каждой реакции и различиями в эффек-
тивности реакции обратной транскрип-
ции, компенсируются соотнесением полу-
ченных значений с результатами опреде-
ления экспрессии контрольного гена. Кро-
ме того, по количеству копий контрольно-
го гена можно судить о качестве исходно-
го генетического материала и отсеивать об-
разцы с низким содержанием РНК, т.е. кон-
тролировать основные этапы анализа (за-
бор, транспортирование, хранение, выде-
ление РНК, проведение реакции обратной 
транскрипции РНК и непосредственно ам-
плификации кДНК) [7].

Цель исследования: оценить возмож-
ности стандартного цитогенетического 
исследования и ПЦР при выявлении Ph-
хромосомы и гена BCR/ABL.

Материал и методы исследования 

Всего в исследование включены 439 
пациентов, проходивших лечение в гема-
тологическом отделении для взрослых, ге-
матологическом отделении для детей, либо 
явившихся на консультативный поликли-
нический прием в ГУ «РНПЦ РМ и ЭЧ» в 
2014-2017 гг. Из указанных пациентов 319 
были взрослыми пациентами (медиана воз-
раста 52,8 лет) с ХМЛ или другими хрони-
ческими миелопролиферативными заболе-
ваниями. Группу пациентов с ОЛЛ соста-
вили 92 пациента, из них 40 взрослых па-
циентов (медиана возраста 26,7 лет) и 52 
ребенка (медиана возраста 9,3 лет). Кро-
ме того, в анализ включены 28 пациентов с 
ХМЛ (медиана возраста 55,0 лет), получав-
ших лечение иматинибом.  

Для всех пациентов были выпол-
нены стандартное цитогенетическое и 
молекулярно-биологическое исследования 
методом ПЦР.

Материалом для СЦИ являлся аспират 
костного мозга, взятый в специальную ва-
куумную систему типа «Vacuett® » содер-
жащую гепарин натрия. Сразу после забо-
ра образцы транспортировали в лаборато-
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рию. Из образцов костного мозга центри-
фугированием или отстаиванием выделя-
ли лейкоциты, суспендировали в среде для 
выращивания (РПМИ 1640) с добавлени-
ем эмбриональной телячьей сыворотки и 
культивировали в термостате при 37°С от 
24 до 48 часов. Для накопления клеток в 
стадии метафазы за 1-2 часа до окончания 
культивирования в культуру клеток добав-
ляли колцехин (0,3-0,5мкг/кг), получали 
осадок клеток, обрабатывали его нагретым 
до 37°С 0,075 М раствором хлорида калия 
(KCl), помещали в термостат при 37°С на 
8-12 минут и фиксировали поэтапно полу-
ченные клетки в смеси метанол – уксус-
ная кислота 3:1. Клеточную взвесь нано-
сили на предметные стекла для окраши-
вания G-методом и проводили кариотипи-
рование в соответствии с Международной 
системой цитогенетической номенклатуры 
человека (ISCN 2016г.), анализируя не ме-
нее 15-20 метафаз.

Материалом для проведения ПЦР яв-
лялся аспират костного мозга, взятый в 
специальную вакуумную систему типа 
«Vacuett®», содержащую EDTA (этиленди-
аминтетрауксусная кислота).

Проведение СЦИ и ПЦР предъявляет 
определенные требования к количеству за-
бираемого биологического материала: 10-
15 мл венозной крови или 2-3 мл костно-
го мозга.

Выделение РНК из лейкоконцентра-
та проводили методом фенол – хлоро-
формной экстракции набором реагентов 
«РИБО-золь-D» (ФБУН ЦНИИЭ Роспо-
требнадзора, РФ) в соответствии с прото-
колом. Для проведения реакции обратной 
транскрипции и получения к-ДНК на ма-
трице РНК использовали набор реагентов 
«РЕВЕРТА-L» (ФБУНЦНИИЭ Роспотреб-
надзора, РФ).

Одностадийную мультиплексную ПЦР 
выполняли с использованием двух пар 
праймеров (ОДО «Праймтех», г. Минск, 
РБ): BCR-C – 5’-ACCGCATGTTCCGG
GACAAAAG-3’, B2B – 5’-ACAGaATTCG
CTGACCATCAATAAG-3’, C5e – 5’-ATA
GGATCCTTTGCAACCGGGTCTGAA-3’, 

CA3 – 5‘-TGTTGACTGGCGTGATGTAGT
TGCTTGG-3’.

Реакционная смесь состояла из 2,5-х 
кратного ПЦР-буфера (ксиленцианол, 7,5 
мМ MgCl2, Tag-полимераза), смеси ну-
клеотидов дНТФ 10 мМ, cмеси BCR-ABL 
праймеров (10μM каждого) и деионизован-
ной воды. Объем реакционной смеси со-
ставлял 25 мкл, количество к-ДНК – 5 мкл. 
Амплификацию проводили в амплифика-
торе Palm Cycler фирмы Corbett Research 
(Австралия). Программа амплификации 
была представлена следующим темпера-
турным режимом: 1 цикл – 95°C в тече-
ние 3 минут; 35 циклов – 95°С в течение 
60 секунд; 55°C в течение 50 секунд; 72°C 
в течение 60 секунд; и конечной элонгации 
72°C в течение 5 минут. Далее 10 мкл полу-
ченного ПЦР-продукта были проанализи-
рованы посредством электрофореза в 1,7% 
агарозном геле в трис-ЭДТА-боратном 
(TBE) буфере с окраской бромидом эти-
дия. Для визуализации и анализа полу-
ченных результатов использовали видео-
систему фирмы GelDoc XR с программой 
Quaniti Qne фирмы Bio-Rad. В качестве 
контроля использовали маркер молекуляр-
ного веса GeneRulerTM 50 bp DNA Ladder 
и к-ДНК известных позитивных пациентов 
с ОЛЛ и ХМЛ и вариантами e1a2 и b2a2 
соответственно. Детектируемый ПЦР-
продукт t(9;22) с вариантом e1a2 имел раз-
мер 481bp, b3a2 – 385bp , b2a2- 310 bp и 
внутренний контроль гена BCR – 808 bp.

ПЦР РВ проводили с использовани-
ем набора реагентов АмплиСенс® Лейкоз 
Квант M-bcr-FRT» (ФБУНЦНИИЭ Роспо-
требнадзора, РФ) с двумя смесями олигону-
клеотидов: амплификация участка мРНК хи-
мерного гена M-bcr-abl (p210), соответству-
ющего участку сшивки генов bcr и abl (b2a2 
и b3a2) и фрагмента мРНК области сплай-
синга гена abl в качестве эндогенного вну-
треннего контроля и гена-нормализатора. 
Результат амплификации кДНК bcr-abl и 
кДНК abl регистрировали по каналу флуо-
ресценции HEX, учет результатов детекции 
проводили согласно прилагаемой инструк-
ции к набору реагентов.
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Статистическую обработку результа-
тов проводили с использованием пакета 
прикладных программ Statistica 6.1. Кри-
тическим значением уровня значимости 
считали p=0,05.

Результаты исследования 

Транслокация t(9;22) с экспрессией 
белка р210 BCR/ABL методом ОТ-ПЦР вы-
явлена у 89 из 319 (27,9%) взрослых паци-
ентов с ХМЛ, причем у 76 пациентов (85%) 
присутствовал транскрипт b3а2 и у 13 па-
циентов (15%) транскрипт b2а2. СЦИ по-
казало присутствие Ph-хромосомы у 91 па-
циента (28,5%) при отрицательном резуль-
тате качественной ОТ-ПЦР. В подгруппе 
из 40 взрослых пациентов с ОЛЛ отмечены 
два случая выявления t(9;22) с экспрессией 
белка р190 BCR/ABL по типу ela2 (5,0%) 
как посредством ОТ-ПЦР, так и методом 
СЦИ, cреди 52 обследуемых детей t(9;22) 
не обнаружена.   

При сопоставлении результатов опре-
деления Ph-хромосомы и выявления гена    
BCR/ABL установлено совпадение резуль-
татов у 409 пациентов из 411 (99,5%), раз-
личия между методами по частоте выявле-
ния изменений были статистически не зна-
чимы, уровень значимости для критерия 
Мак-Немара p=0,480.

В группе из 28 пациентов с ХМЛ, по-
лучавших лечение иматинибом, совпаде-
ние результатов СЦИ и ПЦР РВ зареги-
стрировано у 17 пациентов (60,7%). ПЦР 
РВ показала присутствие мРНК химерно-
го гена M-bcr-abl (p210) у 9 пациентов при 
отрицательном результате СЦИ, различия 
статистически значимы, p=0,004 для кри-
терия Мак-Немара.

СЦИ, ОТ-ПЦР и ПЦР РВ востребова-
ны на этапах диагностики ХМЛ. Выпол-
нение цитогенетического анализа может 
быть затруднено в случае получения мало-
го количества метафаз при использовании 
периферической крови и изменений в кост-
ном мозге при миелофиброзе. Тем не ме-
нее только СЦИ позволяет анализировать 
весь хромосомный набор клетки и опре-
делять дополнительные цитогенетические 

нарушения, числовые аберрации и анома-
лии, отличные от распространенных типов 
транслокаций.

Проведение ПЦР позволяет одновремен-
но идентифицировать транскрипты p190 и 
p210 BCR/ABL. Используя метод Nested PCR 
(последовательное использование внешнего 
и внутреннего праймеров) или реамплифи-
кацию с продуктом первой реакции ампли-
фикации в качестве ДНК-мишени и теми же 
праймерами, можно повысить чувствитель-
ность реакции до одной Ph-позитивной клет-
ки на 100 тысяч нормальных [8].

ПЦР РВ применима при определении 
экспрессии химерного гена BCR/ABL во вре-
мя постановки диагноза и, особенно, во вре-
мя лечения и обследования больных ХМЛ в 
полной ремиссии, когда резидуальное коли-
чество лейкемических клеток ниже уровня 
чувствительности СЦИ. Проведение анали-
за методом ПЦР РВ позволяет стандартизи-
ровать лабораторное исследование, соответ-
ственно сравнивать и унифицировать схе-
мы лечения ХМЛ с применением ингибито-
ров тирозинкиназ во всем мире. При помощи 
ПЦР РВ и набора реагентов АмплиСенс® 
Лейкоз Квант M-bcr-FRT» (ФБУНЦНИИЭ 
Роспотребнадзора, РФ) количество транс-
крипта гена bcr-abl можно оценить как абсо-
лютно, установив количество к-ДНК в ана-
лизируемом образце, так и по отношению к 
уровню экспрессии контрольного гена ABL. 
Аналитическая чувствительность набора со-
ставляет 24 копии мРНК на экстракцию при 
определении варианта мРНК b2a2 и 48 копий 
мРНК на экстракцию при определении вари-
анта мРНК b3a2.

Выводы: Установлена необходимость 
совместного применения цитогенетиче-
ского анализа и полимеразной цепной ре-
акции для первичной диагностики и кон-
троля ремиссии при хроническом миело-
лейкозе и остром лимфобластном лейкозе 
как взаимодополняющих методов. 
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The capabilities of standard cytogenetic analysis and 
polymerase chain reaction in diagnosis of chronic 

myeloid leukemia and acute lymphoblastic leukemia

The modern diagnostic level of myeloid neoplasms involves the use of a complex of vari-
ous laboratory methods of analysis. The article presents the comparative characteristics and 
own results of a standard cytogenetic research and polymerase chain reaction in the diagnosis 
of chronic myeloid leukemia and acute lymphoblastic leukemia. There are described the char-
acteristic features of the listed research methods and the prospects of their use for establishing 
the diagnosis and control of remission. 
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