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Öèòîãåíåòè÷åñêèå ìåòîäû èññëåäîâàíèÿ êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà è ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ó ëèö ñ îíêîãåìàòîëîãè÷åñêèìè
äèàãíîçàìè øèðîêî èñïîëüçóþòñÿ äëÿ äèàãíîñòèêè çàáîëåâàíèé è îöåíêè èõ ñòåïåíè òÿæåñòè. Ðàçíîîáðàçèå ìåòîäîâ îêðàñêè
õðîìîñîì ïîçâîëÿåò íàèáîëåå ïîëíî îöåíèòü ãåíåòè÷åñêèå àíîìàëèè, ÷òî âàæíî äëÿ îïðåäåëåíèÿ òàêòèêè ëå÷åíèÿ è ïðîãíîçà
òå÷åíèÿ çàáîëåâàíèé. Ïîñêîëüêó ëàáîðàòîðèè ÷àñòî îãðàíè÷åíû â ôèíàíñîâûõ ñðåäñòâàõ, âàæíî âûðàáîòàòü ïîäõîäû äëÿ âû-
áîðà öèòîãåíåòè÷åñêîãî ìåòîäà àíàëèçà. Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû çàêëþ÷àëàñü â àíàëèçå öèòîãåíåòè÷åñêîé ïàòîëîãèè â êëåòêàõ
êîñòíîãî ìîçãà ó ëèö ñ õðîíè÷åñêèìè ôîðìàìè ëåéêîçîâ ñ ïðèìåíåíèåì òðåõ ìåòîäîâ îêðàñêè, ÷òî ïîçâîëèëî ñôîðìèðîâàòü
ìåòîäîëîãèþ öèòîãåíåòè÷åñêîãî èññëåäîâàíèÿ äëÿ ðàçíûõ ãðóïï çàáîëåâàíèé (õðîíè÷åñêèé ìèåëîëåéêîç, õðîíè÷åñêèé ëèìôî-
ëåéêîç, ìíîæåñòâåííàÿ ìèåëîìà, ïåðâè÷íûé ìèåëîôèáðîç). Â ðàáîòå áûëè èñïîëüçîâàíû: äèôôåðåíöèàëüíîå GTG-îêðàøèâà-
íèå, 24-öâåòíûé FISH. Ó ëèö ñ õðîíè÷åñêèì ëèìôîëåéêîçîì (ÕËË) ïðåïàðàòû îêðàøèâàëèñü ñ èñïîëüçîâàíèåì ëîêóññïåöèôè÷-
íûõ çîíäîâ: ATM(11q22)/TP53(17p13) è DLEU(13q14)/LAMP(13q34)/cen12(12p11.1;12q11.1). Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ ïîçâî-
ëèëè çàêëþ÷èòü: äèôôåðåíöèàëüíîå îêðàøèâàíèå ïîçâîëÿåò âûÿâèòü âñå ñòðóêòóðíûå ïåðåñòðîéêè õðîìîñîì, íî òîëüêî ïðè
èäåàëüíîì êà÷åñòâå ïðåïàðàòà, ÷òî ïðè ðàáîòå ñ êîñòíûì ìîçãîì áûâàåò íå ÷àñòî. Èñïîëüçîâàíèå 24-öâåòíîãî FISH ïîçâîëÿåò
âûÿâèòü òðàíñëîêàöèè, äàæå åñëè êà÷åñòâî õðîìîñîì íå î÷åíü õîðîøåå. Ìåòîä õîðîøî çàðåêîìåíäîâàë ñåáÿ äëÿ ïîèñêà êîìï-
ëåêñíûõ òðàíñëîêàöèé. Êîêòåéëü ëîêóññïåöèôè÷íûõ çîíäîâ ïðè ÕËË ïîêàçàë âûñîêèå ýôôåêòèâíîñòü è ñêîðîñòü ïîëó÷åíèÿ ðå-
çóëüòàòîâ. Öèòîãåíåòè÷åñêèé àíàëèç â äèíàìèêå ïîçâîëÿåò îöåíèòü îñîáåííîñòè ìóòàöèîííîãî ïðîöåññà â õîäå ëå÷åíèÿ.
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Diagnosis of Chronic Lymphocytic Leukemias by Means of Methods of Molecular Cytogenetics.
Characteristics of the Methodology

Vozilova A.V.
Federal State Government-Funded Institution of Science Urals Research Center for Radiation Medicine of the Federal Medical-Biological
Agency, Chelyabinsk

Cytogenetic methods of cell study of bone marrow and peripheral blood in individuals with onco-hematological diseases are widely used
for stating a diagnosis and severity assessment. Diversity of methods of chromosome painting enables to fully assess genetic aberrations that
is important for treatment strategy identification and prediction of course and prognosis of the disease. Since laboratories often have funding
limits it is important to develop approaches for selecting a cytogenetic method for the analysis. The goal of the present work is to analyze
cytogenetic abnormality in bone marrow cells in individuals with chronic leukemia by means of three methods of painting that enabled to form a
methodology of cytogenetic research for different groups of diseases (chronic myeloleukemia, chronic lymphocytic leukemia, multiple
myeloma and primary myelofibrosis). In the present work we have used: G-banding, 24-colour FISH technique. For the individuals with CLL we
have used of locus-specific probes: ATM(11q22)/TP53(17p13) and DLEU(13q14)/LAMP(13q34)/cen12(12p11.1;12q11.1). Summarizing the
research results we have come to the following conclusions: differential painting enables to identify all chromosome transformations but only in
case of ideal chromosome quality which is not the case with bone marrow. The use of 24-colour FISH technique enables to identify
translocations even if the chromosome quality is not good. This method attained credibility for searching complex translocations. The cocktail
of locus-specific probes for CLL cases demonstrated high efficiency and a high speed of obtaining results. Cytogenetic analysis in the dynam-
ics allows evaluating the peculiarities of a mutation process in the course of treatment.

Key words: chronic myeloleukemia, chronic lymphocytic leukemia, multiple myeloma, primary myelofibrosis, cytogenetic re-
search, fluorescence in situ hybridization, chromosome translocations, locus-specific fluorescence painting.
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Ââåäåíèå

Öèòîãåíåòè÷åñêèå ìåòîäû èññëåäîâàíèÿ êëåòîê
êîñòíîãî ìîçãà è ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ó ëèö ñ îí-
êîãåìàòîëîãè÷åñêèìè çàáîëåâàíèÿìè øèðîêî èñïî-
ëüçóþòñÿ âî âñåì ìèðå äëÿ äèàãíîñòèêè çàáîëåâàíèé
è äëÿ îöåíêè ñòåïåíè èõ òÿæåñòè. Â íåêîòîðûõ ñëó-
÷àÿõ íà îñíîâå ðåçóëüòàòîâ èññëåäîâàíèÿ õðîìîñîì
â êëåòêàõ áîëüíîãî âðà÷ îïðåäåëÿåòñÿ ñ òàêòèêîé ëå-
÷åíèÿ, à ïðîâåäåííûé ïîâòîðíî öèòîãåíåòè÷åñêèé
àíàëèç ïîçâîëÿåò îöåíèòü ýôôåêòèâíîñòü ëå÷åíèÿ
[1].

Ñîâðåìåííûå òåõíè÷åñêèå âîçìîæíîñòè, òàêèå,
êàê ïðèáîðû äëÿ àâòîìàòè÷åñêîãî ïîèñêà ìåòàôàç-
íûõ ïëàñòèíîê, îöèôðîâêà èçîáðàæåíèé è ïðîãðàì-
ìíîå îáåñïå÷åíèå äëÿ êàðèîòèïèðîâàíèÿ õðîìîñîì,
áîëüøîå ðàçíîîáðàçèå ìåòîäîâ îêðàñêè õðîìîñîì
èëè èõ ëîêóñîâ, ïîçâîëÿþò èññëåäîâàòåëþ ïîëó÷èòü
ìàêñèìóì èíôîðìàöèè è îáíàðóæèòü íå òîëüêî ðå-
êóððåíòíûå äëÿ äàííîãî çàáîëåâàíèÿ àáåððàöèè, íî è
óâèäåòü íîâûå ïåðåñòðîéêè, êîòîðûå îáðàçîâàëèñü
â êëåòêàõ â ðåçóëüòàòå îïóõîëåâîé ïðîãðåññèè, è ìî-
ãóò áûòü óíèêàëüíûìè äëÿ êàæäîãî êëèíè÷åñêîãî
ñëó÷àÿ. Âîçìîæíîñòè èñïîëüçîâàíèÿ ðàçíûõ ìåòîäîâ
îêðàñêè, â îñíîâå êîòîðûõ ëåæèò ôëóîðåñöåíòíàÿ
in situ ãèáðèäèçàöèÿ (FISH), ìîãóò ïîìî÷ü â îïèñà-
íèè ïîëíîé öèòîãåíåòè÷åñêîé êàðòèíû îíêîãåìàòî-
ëîãè÷åñêîãî çàáîëåâàíèÿ. Îäíàêî êàæäûé ìåòîä èñ-
ñëåäîâàíèÿ äîâîëüíî äîðîãîñòîÿùèé è òðåáóåò ðàç-
íîå êîëè÷åñòâî âðåìåíè îò ìîìåíòà çàáîðà îáðàçöà
áèîëîãè÷åñêîãî ìàòåðèàëà äî ïîëó÷åíèÿ ðåçóëüòàòà
(íåîáõîäèìî âðåìÿ äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê, îá-
ðàáîòêè èõ ñóñïåíçèè, îêðàñêè ìåòàôàçíûõ ïëàñòè-
íîê, îöèôðîâêè èçîáðàæåíèé è íåïîñðåäñòâåííî êà-
ðèîòèïèðîâàíèÿ). Ïðè òàêîì ðàçíîîáðàçèè ïîäõîäîâ
è îãðàíè÷åííîì êîëè÷åñòâå âðåìåíè, ó÷èòûâàÿ ïîòîê
áèîëîãè÷åñêîãî ìàòåðèàëà â ëàáîðàòîðèè, èññëåäîâà-
òåëü äîëæåí îïðåäåëèòüñÿ ñ ìåòîäîëîãèåé èëè êðèòå-
ðèÿìè, êîòîðûå áóäóò èñïîëüçîâàíû äëÿ ïîëó÷åíèÿ
îïòèìàëüíîãî ðåçóëüòàòà.

Öåëü íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ çàêëþ÷àëàñü â ôîð-
ìèðîâàíèè ìåòîäîëîãèè öèòîãåíåòè÷åñêîãî èññëåäî-
âàíèÿ äëÿ îöåíêè öèòîãåíåòè÷åñêîé ïàòîëîãèè
â êëåòêàõ êîñòíîãî ìîçãà ó ëèö ñ õðîíè÷åñêèìè ôîð-
ìàìè ëåéêîçîâ.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû

Èññëåäîâàíèå áûëî ïðîâåäåíî ñ 2014 ïî 2016 ãã.
Â êëèíè÷åñêîì îòäåëåíèè Óðàëüñêîãî íàó÷íî-ïðàêòè-
÷åñêîãî öåíòðà ðàäèàöèîííîé ìåäèöèíû ã. ×åëÿáèíñêà
ïðîõîäèëè ëå÷åíèå ëèöà ñòàðøå 18 ëåò ñ õðîíè÷åñêèìè
ôîðìàìè ëåéêîçîâ. Âñåãî äëÿ àíàëèçà öèòîãåíåòè÷åñêèõ
ðåçóëüòàòîâ áûëè ñôîðìèðîâàíû ÷åòûðå ãðóïïû ïàöè-
åíòîâ: ñ õðîíè÷åñêèì ìèåëîëåéêîçîì (ÕÌË), õðîíè÷å-
ñêèì ëèìôîëåéêîçîì (ÕËË), ìíîæåñòâåííîé ìèåëîìîé
(ÌÌ), ïåðâè÷íûì ìèåëîôèáðîçîì (ÏÌÔ). Âûáîð
ãðóïï äëÿ èññëåäîâàíèÿ îáúÿñíÿëñÿ âûñîêîé ñòåïåíüþ
ðàñïðîñòðàíåííîñòè äàííîé ïàòîëîãèè ó âçðîñëîãî íà-
ñåëåíèÿ, à òàêæå âûñîêîé âåðîÿòíîñòüþ îáíàðóæåíèÿ
öèòîãåíåòè÷åñêèõ àíîìàëèé ïðè ýòèõ çàáîëåâàíèÿõ ñî-
ãëàñíî äàííûì ëèòåðàòóðû [1—3]. Áîëüíûå íå äèôôå-
ðåíöèðîâàëèñü ïî âðåìåíè ïîñòàíîâêè äèàãíîçà, ïî
ñòåïåíè òÿæåñòè çàáîëåâàíèé è ò.ä. Êîëè÷åñòâî îáñëå-
äîâàííûõ ëèö è òèïû îêðàñêè õðîìîñîì ïðåäñòàâëåíû
â òàáëèöå.

Âñåãî çà ïåðèîä íàáëþäåíèÿ áûëî îáñëåäîâàíî
38 ÷åëîâåê, â äèíàìèêå äâàæäû áûëà îáñëåäîâàíà îäíà
æåíùèíà ñ äèàãíîçîì ÌÌ. Êàê âèäíî èç òàáëèöû, ìíî-
ãèå ïàöèåíòû èìåëè ïî äâà ðàçíûõ öèòîãåíåòè÷åñêèõ
èññëåäîâàíèÿ. Âñåì áîëüíûì ÕËË, êðîìå îäíîãî ÷åëî-
âåêà, áûëî ïðîâåäåíî èññëåäîâàíèå íà èíòåðôàçíûõ
êëåòêàõ ñ ïðèìåíåíèåì ëîêóññïåöèôè÷íûõ çîíäîâ.

Àñïèðàò êîñòíîãî ìîçãà (1 ìë) ïîñëå áèîïñèè ïîìå-
ùàëñÿ â êóëüòóðàëüíóþ ñìåñü, êîòîðàÿ ñîäåðæàëà ãåïà-
ðèí (0,5 ìë), ñðåäó RPMI-1640 (5 ìë), ñûâîðîòêó ýìáðè-
îíàëüíóþ òåëÿ÷üþ (0,5 ìë), êîëöåìèä. Ïðè äèàãíîçå
ÕËË â êóëüòóðàëüíóþ ñìåñü ââîäèëè ôèòîãåìàããëþòè-
íèí (ÔÃÀ). Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè 24 ÷àñà ïðè 37°Ñ,
çàòåì ãîòîâèëè ïðåïàðàòû õðîìîñîì ïî ïðèíÿòîìó â ëà-
áîðàòîðèè öèòîãåíåòè÷åñêîìó ïðîòîêîëó [4].

Äëÿ îêðàñêè ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì èñïîëüçîâàëè
äèôôåðåíöèàëüíîå GTG-îêðàøèâàíèå, êîòîðîå îñíî-
âàíî íà ïðåäâàðèòåëüíîé îáðàáîòêå õðîìîñîì òðèïñè-
íîì [5]. Ìåòîä ÿâëÿåòñÿ «çîëîòûì ñòàíäàðòîì» öèòîãå-
íåòè÷åñêîãî èññëåäîâàíèÿ è ïîçâîëÿåò âûÿâëÿòü âñå èç-
âåñòíûå õðîìîñîìíûå ïåðåñòðîéêè. Îäíàêî äëÿ àíàëèçà
ñ èñïîëüçîâàíèåì ýòîãî ìåòîäà íåîáõîäèìî, ÷òîáû ìå-
òàôàçíûõ ïëàñòèíîê íà ñòåêëå áûëî äîñòàòî÷íîå êîëè-
÷åñòâî è õðîìîñîìû áûëè îïòèìàëüíîé äëÿ àíàëèçà
äëèíû. Òàêæå ìåòàôàçíûå õðîìîñîìû îêðàøèâàëè
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Òàáëèöà
Êîëè÷åñòâî îáñëåäîâàííûõ ëèö

ñ ïðèìåíåíèåì ðàçëè÷íûõ öèòîãåíåòè÷åñêèõ ìåòîäîâ îêðàøèâàíèÿ õðîìîñîì èëè ëîêóñîâ õðîìîñîì

Çàáîëåâàíèå Êîë-âî ÷åëîâåê Ïîë îáñëåäîâàííûõ Ìåòîäû îêðàñêè

Ì Æ GTG 24-öâåòíûé FISH Int FISH

ÕÌË 5 3 2 2 5 —

ÕËË 11 5 6 1 7 10

ÌÌ 11 3 8 3 10 —

ÏÌÔ 11 5 6 8 6 —



ñ ïðèìåíåíèåì ìåòîäà FISH (24-öâåòíàÿ FISH-îêðàñêà)
(ïð-âî Ãåðìàíèÿ, Ìåòàñèñòåìñ). Â ðåçóëüòàòå òàêîãî
ïîäõîäà êàæäàÿ ïàðà õðîìîñîì èìåëà èíäèâèäóàëüíóþ
îêðàñêó, ÷òî ïîçâîëÿëî áûñòðî è íàäåæíî îïðåäåëÿòü
õðîìîñîìíûå îáìåíû. Äëÿ îöåíêè ãåíåòè÷åñêèõ àíîìà-
ëèé ó ëèö ñ ÕËË èñïîëüçîâàëè êîêòåéëè ëîêóññïåöè-
ôè÷íûõ çîíäîâ äëÿ èíòåðôàçíûõ êëåòîê. Êîêòåéëè ñî-
äåðæàëè çîíäû ê òåì ó÷àñòêàì õðîìîñîì, êîòîðûå íàè-
áîëåå ÷àñòî ìóòèðóþò ïðè ÕËË: ATM (11q22)/TP53
(17p13) è DLEU (13q14)/LAMP (13q34)/cen12 (12p11.1;
12q11.1) (ïð-âî Ãåðìàíèÿ, Ìåòàñèñòåìñ). Äëÿ ôëóîðåñ-
öåíòíûõ ìåòîäèê èñïîëüçîâàëè ïðîòîêîëû, êîòîðûå
ïðåäëàãàëèñü ïðîèçâîäèòåëåì.

Äëÿ âûáîðà ìåòîäà îêðàøèâàíèÿ ñíà÷àëà ïîäñ÷èòû-
âàëè êîëè÷åñòâî ìåòàôàçíûõ ïëàñòèíîê íà íåîêðàøå-
íîì ñòåêëå. Åñëè ïðè ïîïåðå÷íîì ïåðåñå÷åíèè ñòåêëà
íàõîäèëè áîëåå äâóõ ìåòàôàç, òî ïðèìåíÿëè äèôôåðåí-
öèàëüíîå îêðàøèâàíèå. Åñëè ïðè ïîïåðå÷íîì ïåðåñå÷å-
íèè ñòåêëà íàõîäèëè îäíó êëåòêó èëè îäíà êëåòêà âñòðå-
÷àëàñü ðåæå, òî ïðèìåíÿëè ìóëüòèöâåòíîå FISH îêðà-
øèâàíèå. Ó áîëüíûõ ÕËË ïðè îòñóòñòâèè äîñòàòî÷íîãî
êîëè÷åñòâà ìåòàôàç îêðàøèâàëè èíòåðôàçíûå êëåòêè
ñ ïðèìåíåíèåì ëîêóññïåöèôè÷íûõ çîíäîâ.

Àíàëèç õðîìîñîì ïðîâîäèëè ïðè ñâåòîâîé èëè ôëóî-
ðåñöåíòíîé ìèêðîñêîïèè. Äëÿ ôîðìèðîâàíèÿ àðõèâà
èñïîëüçîâàëè àâòîìàòè÷åñêèé ïîèñê ìåòàôàç è îöèô-
ðîâêó èçîáðàæåíèé, êîòîðóþ âûïîëíÿëè íà Ìåòàôåðå
(Ãåðìàíèÿ). Àíàëèç äèôôåðåíöèàëüíî-îêðàøåííûõ
ïðåïàðàòîâ ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììíîãî
îáåñïå÷åíèÿ (ÏÎ) Ikaros, à ôëóîðåñöåíòíûå èçîáðàæå-
íèÿ àíàëèçèðîâàëè ñ ïðèìåíåíèåì ÏÎ Isis (Ìåòàñè-
ñòåìñ, Ãåðìàíèÿ). Ïðè àíàëèçå ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì
ñ÷èòàëè âñå êëåòêè, êîòîðûå áûëè íà ñòåêëå (÷àùå îò 10
äî 50 êëåòîê). Â õîäå àíàëèçà ñ ëîêóññïåöèôè÷íûìè
çîíäàìè àíàëèçèðîâàëè îò 150 äî 400 èíòåðôàçíûõ êëå-
òîê. Îöåíèâàëè êîëè÷åñòâî êëåòîê ñ îäíèì, äâóìÿ è
òðåìÿ ñèãíàëàìè. Çàòåì ðàññ÷èòûâàëè ïðîöåíò êëåòîê
â íîðìå è ïðè îòñóòñòâèè (del) èëè ïðè óâåëè÷åíèè ñèã-
íàëîâ (òðèñîìèè). Ïðè îòñóòñòâèè îäíîãî ñèãíàëà íå
èñêëþ÷àëñÿ ôàêò ïîòåðè êëåòêîé õðîìîñîìû. ×òîáû èç-
áåæàòü îøèáîê â àíàëèçå ñ÷èòàëè áîëüøåå êîëè÷åñòâî
êëåòîê. Äëÿ çàïèñè öèòîãåíåòè÷åñêèõ àíîìàëèé èñïîëü-
çîâàëè íîìåíêëàòóðó [6].

Ðåçóëüòàòû

Â ãðóïïå ëèö ñ ÕÌË áûë îáñëåäîâàí êîñòíûé ìîçã
5 ÷åëîâåê. Ó âñåõ ïàöèåíòîâ áûëî ïðîâåäåíî èññëåäîâà-
íèå ñ ïðèìåíåíèåì ìóëüòèöâåòíîé FISH-îêðàñêè, è
ó äâîèõ ïàöèåíòîâ áûëà âûïîëíåíà äèôôåðåíöèàëüíàÿ
äèàãíîñòèêà. Ó âñåõ îáñëåäîâàííûõ ëèö ïîäòâåðäèëîñü
íàëè÷èå ðåöèïðîêíîé òðàíñëîêàöèè t(9;22)(q34;q11)
ñ îáðàçîâàíèåì ìàðêåðíîé Ph-õðîìîñîìû. Ñîñòîÿíèå
îäíîãî áîëüíîãî áûëî òÿæåëîå, îí áûë ðåçèñòåíòåí
ê õèìèîòåðàïèè. Ïîñêîëüêó êëåòîê íà ñòåêëå áûëî
êðàéíå ìàëî, áûëî ðåøåíî ïðèìåíèòü äëÿ îêðàñêè ìå-

òîä 24-öâåòíîé FISH. Ïðè àíàëèçå ó íåãî ïîìèìî
Ph-õðîìîñîìû áûë îáíàðóæåí êëîí êëåòîê, êîòîðûé
òàêæå ñîäåðæàë òðàíñëîêàöèþ t(8;10)(p11:p11). Ïî äàí-
íûì ëèòåðàòóðû [7], òðàíñëîêàöèè, çàòðàãèâàþùèå ðå-
ãèîí 8ð11, õàðàêòåðíû äëÿ ìèåëîèäíîé îïóõîëåâîé
òðàíñôîðìàöèè êëåòîê. Êàê ïîêàçûâàþò èññëåäîâàíèÿ,
â ïîäîáíîé ïåðåñòðîéêå ìîãóò ó÷àñòâîâàòü äâà ðàçíûõ
ãåíà — ãåí FGFR1 è ãåí MOZ. Ðàçðûâ ãåíà FGFR1 ñâÿçàí
ñ çàáîëåâàíèåì, èçâåñòíûì, êàê ìèåëîïðîëèôåðàòèâ-
íûé 8p11 ñèíäðîì. Ó òàêèõ ïàöèåíòîâ áîëåçíü ïðîòåêà-
åò àãðåññèâíî è áûñòðî òðàíñôîðìèðóåòñÿ â îñòðûé ìè-
åëîèäíûé ëåéêîç. Ìû íå ïðîâîäèëè ìîëåêóëÿðíî-ãåíå-
òè÷åñêîé äèàãíîñòèêè â äàííîì ñëó÷àå, íî ó îáñëåäóå-
ìîãî ïàöèåíòà íàáëþäàëîñü àãðåññèâíîå òå÷åíèå çàáî-
ëåâàíèÿ, êîòîðîå çàêîí÷èëîñü ëåòàëüíî. Ïî äàííûì ëè-
òåðàòóðû ïðè íàëè÷èè òðàíñëîêàöèè, îõâàòûâàþùèé
ðåãèîí 8ð11, ïîìî÷ü áîëüíîìó ìîãëà òîëüêî àëëîãåííàÿ
òðàíñïëàíòàöèÿ ñòâîëîâûõ êëåòîê ïðè ðàííåì âûÿâëå-
íèè àáåððàöèè.

Â ãðóïïå ëèö ñ ÌÌ áûëî îáñëåäîâàíî 11 ïàöèåíòîâ.
Äëÿ ýòîãî çàáîëåâàíèÿ õàðàêòåðíî âîâëå÷åíèå â ðàçëè÷-
íûå ïåðåñòðîéêè õðîìîñîìû 14 [1]. Ó äâóõ áîëüíûõ
(18% îáñëåäîâàííûõ) ìåòîäîì ìóëüòèöâåòíîé FISH âû-
ÿâèëè òðàíñëîêàöèè ñ ó÷àñòèåì ýòîé õðîìîñîìû.
Ó ìóæ÷èíû îáíàðóæèëè t(14;18)(p11.2;q21.2), è â äâóõ
êëåòêàõ âûÿâèëè äåëåöèþ õðîìîñîìû 14 (del 14p11.2),
ò.å. àíîìàëèÿ çàòðàãèâàëà òîò æå ðåãèîí, ÷òî áûë âîâëå-
÷åí â òðàíñëîêàöèþ. Ó æåíùèíû 56 ëåò â îäíîé êëåòêå
áûëî îáíàðóæåíî íàëè÷èå äâóõ òðàíñëîêàöèé t(4;14) è
t(12;18). Íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî äëÿ ñðàâíåíèÿ ýô-
ôåêòèâíîñòè ìåòîäîâ îêðàøèâàíèÿ ó äâóõ ïàöèåíòîâ
ïðèìåíèëè GTG-îêðàøèâàíèå è FISH. Ðåçóëüòàòû íå
ïðîòèâîðå÷èëè äðóã äðóãó, íî èíôîðìàòèâíåå áûë ôëó-
îðåñöåíòíûé ìåòîä. Ñîãëàñíî ðàáîòå [2], ñòàíäàðòíûì
îêðàøèâàíèåì ìîæíî îöåíèòü öèòîãåíåòè÷åñêóþ ïàòî-
ëîãèþ òîëüêî ó 30% ïàöèåíòîâ ñ ýòèì äèàãíîçîì. Ðå-
çóëüòàòû FISH-àíàëèçà äåìîíñòðèðóþò áîëåå âûñîêèé
óðîâåíü äåòåêöèè ãåíåòè÷åñêèõ àíîìàëèé ïðè ÌÌ.
Â íàøåì èññëåäîâàíèè äëÿ ëèö ñ äèàãíîçîì ÌÌ áûëî
õàðàêòåðíî ïðèñóòñòâèå êëåòîê ñ íîðìàëüíûì êàðèîòè-
ïîì áîëåå ÷åì â 50% ñëó÷àåâ. Íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî
â ýòîé ãðóïïå áîëüíûõ â êëåòêàõ êîñòíîãî ìîçãà ÷àùå
îòìå÷àëèñü àíåóïëîèäèè è ñëó÷àè êðàòíîãî óâåëè÷åíèÿ
ãåíîìà. Ó îäíîé áîëüíîé èññëåäîâàíèå áûëî ïðîâåäåíî
äâàæäû ñ ïåðåðûâîì â íåñêîëüêî ìåñÿöåâ äëÿ îöåíêè
ýôôåêòèâíîñòè ëå÷åíèÿ. Ïîñëå ëå÷åíèÿ êîëè÷åñòâî
êëåòîê ñ íîðìàëüíûì êàðèîòèïîì óâåëè÷èëîñü âäâîå
(ñ 35% äî 75%). Â ýòîé ãðóïïå áîëüíûõ áûëè îòìå÷åíû
äåëåöèè õðîìîñîì 1p, 5q, 5p, 11q, 13p, 13q, 14p, 17p.

Â õîäå èññëåäîâàíèÿ êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà ó áîëü-
íûõ ñ äèàãíîçîì ÏÌÔ (âñåãî 11 ÷åëîâåê) ó ïîëîâèíû
íàáëþäàëàñü ïîëèïëîèäèÿ (îò 50 äî 132 õðîìîñîì).
Â ýòîé ãðóïïå áûëî âûïîëíåíî áîëüøå âñåãî àíàëèçîâ
ñ ïðèìåíåíèåì äèôôåðåíöèàëüíîé îêðàñêè — 8. Â õîäå
öèòîãåíåòè÷åñêîãî àíàëèçà áûëà îáíàðóæåíà îäèíàêî-
âàÿ àáåððàöèÿ — del 2q23 ó äâóõ ïàöèåíòîâ (ìóæ÷èíà
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56 ëåò è æåíùèíà 43 ëåò). Â ëèòåðàòóðå ìû íå íàøëè ïî-
äîáíûõ ïðèìåðîâ [1, 8]. Ó òðåõ ïàöèåíòîâ áûëè îòìå÷å-
íû êëåòêè ñ òðèñîìèåé ïî õðîìîñîìå 21, ÷òî ñ÷èòàåòñÿ
áëàãîïðèÿòíûì ïðîãíîñòè÷åñêèõ ïðèçíàêîì ïðè äàí-
íîì çàáîëåâàíèè. Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèé â ýòîé ãðóï-
ïå ïîêàçàëè, ÷òî ÷àùå îáíàðóæèâàëèñü ÷èñëîâûå àíîìà-
ëèè, íåæåëè ÷åì ñòðóêòóðíûå, ÷òî ìîæåò áûòü ñâÿçàíî
ñ íåäîñòàòî÷íîñòüþ âðåìåíè êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê
êîñòíîãî ìîçãà.

Â ãðóïïå ëèö ñ äèàãíîçîì ÕËË áûëî îáñëåäîâàíî
11 ÷åëîâåê. Â 10 ñëó÷àÿõ áûëî ïðèìåíåíî FISH-îêðà-
øèâàíèå èíòåðôàçíûõ êëåòîê c ëîêóññïåöèôè÷íûìè
çîíäàìè. Â ýòîé ãðóïïå îòìå÷àëñÿ íèçêèé ïðîëèôåðà-
òèâíûé èíäåêñ. Â êëåòêàõ êîñòíîãî ìîçãà ó 27% îáñëå-
äîâàííûõ âûÿâèëè òðèñîìèþ ïî 12 õðîìîñîìå. Ó 50%
ïàöèåíòîâ áûëè îòìå÷åíû del 17ð(TP53) è del
13q14(DLEU). Â 7% ñëó÷àåâ íàìè áûëà îòìå÷åíà del
11q22. Â õîäå õðîìîñîìíîãî àíàëèçà ìåòîäîì FISH ó îä-
íîé ïàöèåíòêè âûÿâèëè êëîí êëåòîê ñ 4 òðàíñëîêàöèÿ-
ìè (t(3;7), t(4;17), t(4;5), t(7;13)). Â äðóãèõ êëåòêàõ ýòè
àáåððàöèè âñòðå÷àëèñü ïî îòäåëüíîñòè, 14% êëåòîê
áîëüíîé èìåëè íîðìàëüíûé êàðèîòèï. Ó ýòîé ïàöèåíò-
êè òàêæå îáíàðóæèëè òðàíñëîêàöèþ ñ âîâëå÷åíèåì õðî-
ìîñîìû 14 t(14;17), êîòîðàÿ íàèáîëåå ÷àñòî ìóòèðóåò
ïðè ëèìôàòè÷åñêèõ îïóõîëÿõ. Ó îäíîé áîëüíîé â 8%
êëåòîê âûÿâèëè òðàíñëîêàöèþ ñ âîâëå÷åíèåì ïåðâîé
õðîìîñîìû t(1;12)(q43;p12). Ó äâóõ ïàöèåíòîâ áûëà îò-
ìå÷åíà òðèñîìèÿ ïî õðîìîñîìå 21.

Îáñóæäåíèå

Öèòîãåíåòè÷åñêîå èññëåäîâàíèå êîñòíîãî ìîçãà îí-
êîãåìàòîëîãè÷åñêèõ áîëüíûõ òðóäîåìêèé è äîðîãîñòîÿ-
ùèé ïðîöåññ, êîòîðûé èãðàåò ñóùåñòâåííóþ ðîëü â ïî-
ñòàíîâêå äèàãíîçà è â âûáîðå òàêòèêè ëå÷åíèÿ. Ó÷èòû-
âàÿ, ÷òî ïðè ìàëèãíèçàöèè êëåòîê íå âñåãäà óäàåòñÿ ïî-
ëó÷èòü êà÷åñòâåííûå õðîìîñîìû, ÷òîáû ïðîâåñòè èñ-
ñëåäîâàíèå ìåòîäîì äèôôåðåíöèàëüíîé îêðàñêè õðî-
ìîñîì, öèòîãåíåòèêó âàæíî îïðåäåëèòüñÿ ñ âûáîðîì
ìåòîäîâ, êîòîðûå ïîìîãóò ïîëó÷èòü èñ÷åðïûâàþùóþ
èíôîðìàöèþ î õðîìîñîìíîé ïàòîëîãèè.

Â õîäå âûïîëíåíèÿ öèòîãåíåòè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé
ó ëèö ñ õðîíè÷åñêèìè ëåéêîçàìè, êîòîðûå ïðîõîäèëè
ëå÷åíèå â êëèíè÷åñêîì îòäåëåíèè ÔÃÁÓÍ ÓÍÏÖ ÐÌ,
ñïåöèàëèñòû ëàáîðàòîðèè ðàäèàöèîííîé ãåíåòèêè
ñôîðìèðîâàëè ìåòîäîëîãèþ, êîòîðàÿ ïîçâîëÿåò ýôôåê-
òèâíî èñïîëüçîâàòü ñîâðåìåííûå ëàáîðàòîðíûå âîç-
ìîæíîñòè. Èññëåäîâàëèñü ÷åòûðå ãðóïïû áîëüíûõ
ñ äèàãíîçàìè: ÕÌË, ÌÌ, ÏÌÔ, ÕËË. Ïî äàííûì ëèòå-
ðàòóðû, ïðè ýòèõ çàáîëåâàíèÿõ îò 30% è áîëåå ïàöèåí-
òîâ èìåþò àíîìàëèè êàðèîòèïà. Îöåíèâàëèñü êëåòêè
êîñòíîãî ìîçãà, êîòîðûå êóëüòèâèðîâàëèñü 24 ÷àñà. Ïðè
ÕËË êëåòêè äîïîëíèòåëüíî ñòèìóëèðîâàëè ÔÃÀ. Ìåòîä
îêðàøèâàíèÿ âûáèðàëñÿ èíäèâèäóàëüíî â çàâèñèìîñòè
îò êà÷åñòâà ïðåïàðàòà è äèàãíîçà ïàöèåíòà. Åñëè ìåòà-
ôàçíûõ ïëàñòèíîê áûëî ìàëî, òî ïðèìåíÿëè ìóëüòè-

öâåòíîå FISH-îêðàøèâàíèå, åñëè íàîáîðîò, òî õðîìî-
ñîìû îêðàøèâàëè äèôôåðåíöèàëüíî ñ ïðèìåíåíèåì
òðèïñèíà. Äëÿ îòáîðà ìàêñèìàëüíîãî êîëè÷åñòâà ìåòà-
ôàç ñî ñòåêëà èñïîëüçîâàëè ïðèáîð äëÿ àâòîìàòè÷åñêîãî
ïîèñêà êëåòîê è îöèôðîâûâàíèÿ èçîáðàæåíèé. Â íàøåì
ñëó÷àå ýòî áûë Ìåòàôåð (ïð-âî Ãåðìàíèÿ). Âñå ïðåïàðà-
òû áîëüíûõ ÕËË áûëè îêðàøåíû ñ ïðèìåíåíèåì ëîêóñ-
ñïåöèôè÷íûõ çîíäîâ.

Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî ïðè âûñîêîì
ìèòîòè÷åñêîì èíäåêñå è äîñòàòî÷íîé äëèíå õðîìîñîì
äèôôåðåíöèàëüíîå îêðàøèâàíèå ïîçâîëÿåò âûÿâëÿòü
âîçìîæíûå ñòðóêòóðíûå ïåðåñòðîéêè õðîìîñîì (äåëå-
öèè, èíâåðñèè, òðàíñëîêàöèè è ò.ä.) è ÷èñëîâûå íàðó-
øåíèÿ. Îäíàêî ýòîò àíàëèç òðåáóåò áîëüøîãî êîëè÷åñò-
âà âðåìåíè, è èäåàëüíîãî êà÷åñòâà õðîìîñîìíûõ ïðåïà-
ðàòîâ, ÷òî â îíêîãåìàòîëîãèè áûâàåò íå÷àñòî. Â ñëó÷àå
ðàáîòû ñ 24-öâåòíûì FISH òðàíñëîêàöèè âûÿâëÿëèñü
áûñòðåå äàæå ïðè íå î÷åíü õîðîøåì êà÷åñòâå è ðàçáðîñå
õðîìîñîì. Ìåòîä õîðîøî çàðåêîìåíäîâàë ñåáÿ ïðè àíà-
ëèçå êîìïëåêñíûõ òðàíñëîêàöèé, êîòîðûå íåâîçìîæíî
áûëî ïîëíîöåííî îöåíèòü ïðè äèôôåðåíöèàëüíîì
îêðàøèâàíèè [9]. Íàèìåíüøåå êîëè÷åñòâî öèòîãåíåòè-
÷åñêèõ àíîìàëèé áûëî îòìå÷åíî â ãðóïïå ëèö ñ ÏÌÔ.
Òàêîé ðåçóëüòàò ìîæíî îáúÿñíèòü òåì, ÷òî ìû êóëüòè-
âèðîâàëè êëåòêè â òå÷åíèå 24 ÷àñîâ, ÷òî ìîãëî áûòü íå-
äîñòàòî÷íî äëÿ âûõîäà êëåòîê â ìèòîç. Â ðàáîòå [8] óêà-
çûâàåòñÿ, ÷òî åñëè âðåìÿ êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê áîëü-
íûõ ÏÌÔ óâåëè÷èòü äî 48 ÷àñîâ, òî óâåëè÷èòñÿ êîëè÷å-
ñòâî äåòåêòèðóåìîé öèòîãåíåòè÷åñêîé ïàòîëîãèè.

Èñïîëüçóåìûé â íàøåì ñëó÷àå êîêòåéëü ëîêóññïå-
öèôè÷íûõ çîíäîâ íà èíòåðôàçíûå êëåòêè ïðè ñ ÕËË
ïîêàçàë âûñîêóþ ýôôåêòèâíîñòü. Ýòîò ïîäõîä ïîçâîëèë
óñêîðèòü âðåìÿ ïîëó÷åíèÿ ðåçóëüòàòà, ïîñêîëüêó íå òðå-
áîâàëîñü êóëüòèâèðîâàòü êëåòêè. Ðàáîòà ñ èíòåðôàçíû-
ìè ÿäðàìè è ïðèìåíåíèå FISH ïîçâîëèëî óòî÷íèòü ÷àñ-
òî âñòðå÷àþùóþñÿ ïàòîëîãèþ ïðè äàííîì ëèìôîïðîëè-
ôåðàòèâíîì çàáîëåâàíèè. Òàê, ïî äàííûì ëèòåðàòóðû,
ïðè ÕËË íàèáîëåå ÷àñòî âûÿâëÿåòñÿ äåëåöèÿ äëèííîãî
ïëå÷à õðîìîñîìû 13 (55%), îõâàòûâàþùàÿ ðåãèîíû
13q12 è 13q14. Â ðåãèîíå 13q14.3 ðàñïîëàãàåòñÿ îíêîñóï-
ðåññîðíûé ãåí ðåòèíîáëàñòîìû (Rb1), êîäèðóþùèé
ÿäåðíûé áåëîê ôîñôîïðîòåèí, ó÷àñòâóþùèé â ðåãóëÿ-
öèè êëåòî÷íîãî öèêëà. ×óòü ðåæå îáíàðóæèâàþòñÿ òðè-
ñîìèÿ õðîìîñîìû 12 (18%) è äåëåöèÿ õðîìîñîìû 11
(16%). Òðèñîìèÿ 12 êîððåëèðóåò ñ àòèïè÷åñêèìè ìîð-
ôîëîãè÷åñêèìè âàðèàíòàìè ÕËË, ñ ïîâûøåííûì ñî-
äåðæàíèåì ïðîëèìôîöèòîâ è àáåððàíòíûì èììóíîôå-
íîòèïîì. Äåëåöèþ 11q, êàê ïðàâèëî, îòìå÷àëè ó áîëü-
íûõ â áîëåå ìîëîäîì âîçðàñòå, îíà àññîöèèðóåòñÿ ñ áû-
ñòðûì ïðîãðåññèðîâàíèåì çàáîëåâàíèÿ è ïëîõèì ïðî-
ãíîçîì. Ñ íåáëàãîïðèÿòíûì ïðîãíîçîì àññîöèèðóåòñÿ
òàêæå äåëåöèÿ 17p13. Â ýòîì ðåãèîíå ðàñïîëàãàåòñÿ îí-
êîñóïðåññîðíûé ãåí p53, íåïîñðåäñòâåííî ó÷àñòâóþùèé
â èíäóêöèè àïîïòîçà ïðè ïîâðåæäåíèè ãåíîìà êëåòîê
[10]. Ðåçóëüòàòû íàøåé ðàáîòû ïîäòâåðæäàþò âûøåèç-
ëîæåííîå.
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Çàêëþ÷åíèå

Ïîäâîäÿ èòîãè èññëåäîâàíèþ, êîòîðîå áûëî ïðîâå-
äåíî â 2014—2016 ãã. â ëàáîðàòîðèè ðàäèàöèîííîé ãåíå-
òèêè ñîâìåñòíî ñ êëèíè÷åñêèì îòäåëåíèåì ÔÃÁÓÍ
ÓÍÏÖ ÐÌ ã.×åëÿáèíñêà, ìîæíî ðåçþìèðîâàòü, ÷òî èí-
ôîðìàöèÿ, ïîëó÷åííàÿ ñ ïðèìåíåíèåì ðàçíûõ ìåòîäîâ
îêðàøèâàíèÿ õðîìîñîì, áûëà íå ïðîòèâîðå÷èâà, à, íàî-
áîðîò, ñ ïðèìåíåíèåì íîâîãî öèòîãåíåòè÷åñêîãî ïîäõî-
äà äîïîëíÿëàñü èëè óòî÷íÿëàñü. Êàæäûé êîíêðåòíûé
îíêîãåìàòîëîãè÷åñêèé ñëó÷àé — èíäèâèäóàëåí è òðåáó-
åò èíäèâèäóàëüíûõ ïîäõîäîâ â äèàãíîñòèêå. Ðåçóëüòàòû
èññëåäîâàíèÿ â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ (íàïðèìåð, ïðè îá-
íàðóæåíèè òðàíñëîêàöèè 8ð) íóæäàëèñü â ïîäòâåðæäå-
íèè ïóò¸ì ñåêâåíèðîâàíèÿ ãåíîâ, êîòîðûå ìîãëè áû
áûòü âîâëå÷åíû â õðîìîñîìíûå ïåðåñòðîéêè. Êàê íàì
êàæåòñÿ, ïðè òàêîì êîìïëåêñíîì ïîäõîäå ê ìîëåêóëÿð-
íî-öèòîãåíåòè÷åñêîé äèàãíîñòèêå ëåéêîçîâ ìîãóò áûòü
ðåøåíû òàêòè÷åñêèå çàäà÷è ïî âûáîðó ïðàâèëüíîé è
ýôôåêòèâíîé òåðàïèè, ÷òî óâåëè÷èëî áû ïðîöåíò ïîëî-
æèòåëüíûõ èñõîäîâ â ëå÷åíèè çàáîëåâàíèé. Ñ÷èòàåì,
÷òî öèòîãåíåòè÷åñêîå èññëåäîâàíèå êëåòîê êîñòíîãî
ìîçãà íåîáõîäèìî ïðîâîäèòü â äèíàìèêå äëÿ îöåíêè
ýôôåêòèâíîñòè ëå÷åíèÿ è âûÿâëåíèÿ îíêîãåííûõ êëî-
íîâ êëåòîê. Áîëüøèì íåäîñòàòêîì ïðè èññëåäîâàòåëü-
ñêîé ðàáîòå ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî ÷àñòü ïàöèåíòîâ óõîäèò èç
ïîä íàáëþäåíèÿ êîíêðåòíîãî ëå÷åáíîãî îòäåëåíèÿ, è íå
ñóùåñòâóåò åäèíîé áàçû äàííûõ ñ èíôîðìàöèåé î ïàöè-
åíòå, ÷òî íå ïîçâîëÿåò ïðîâîäèòü àíàëèç ñèòóàöèè ñ ó÷å-
òîì öèòîãåíåòè÷åñêîé ïàòîëîãèè. Ê ïðèìåðó, çà ïåðèîä
íàáëþäåíèÿ â äèíàìèêå íàìè áûëà îáñëåäîâàíà òîëüêî
îäíà ïàöèåíòêà, à èç 38 îáñëåäîâàííûõ íàìè ëèö íà ñå-
ãîäíÿøíèé äåíü íàì íå èçâåñòíî ñîñòîÿíèå 16 ÷åë.
(42%). Âñå ýòî íå ïîçâîëèëî íàì ïðîàíàëèçèðîâàòü êàê
âëèÿåò öèòîãåíåòè÷åñêàÿ ïàòîëîãèÿ íà ðåçóëüòàòû ëå÷å-
íèÿ è ñîñòîÿíèå áîëüíîãî.
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