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Ââåäåíèå

Ïîäàâëÿþùåå áîëüøèíñòâî çëîêà÷åñòâåííûõ íîâî-
îáðàçîâàíèé õàðàêòåðèçóåòñÿ âûðàæåííîé ãåòåðîãåííî-
ñòüþ íà ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêîì óðîâíå. Ìàæîðíûå
ãåíîìíûå ïåðåñòðîéêè èëè ìóòàöèè îïèñàíû äàëåêî íå
äëÿ âñåõ òèïîâ îïóõîëåé. Ýòî çàòðóäíÿåò ðàçðàáîòêó ìî-
ëåêóëÿðíûõ òåñòîâ äëÿ äèàãíîñòèêè è ïðîãíîçà òå÷åíèÿ
îíêîëîãè÷åñêèõ çàáîëåâàíèé. Ïðîáëåìà àêòóàëüíà è
â äèàãíîñòèêå îñòðîãî ìèåëîèäíîãî ëåéêîçà (ÎÌË)
ó äåòåé, îïóõîëè ìèåëîèäíîãî ðîñòêà êðîâåòâîðåíèÿ,
âñòðå÷àþùåéñÿ â 20% ñëó÷àåâ âñåõ îñòðûõ ëåéêîçîâ
ó äåòåé. Â ïàòîãåíåçå ÎÌË çàäåéñòâîâàíû êàê ìèíèìóì
äâà òèïà ñîâìåñòíûõ ãåíåòè÷åñêèõ ñîáûòèé. Ïåðâûé
òèï ñîáûòèé çàêëþ÷àåòñÿ ãëàâíûì îáðàçîì â èíäóêöèè
ïðîëèôåðàöèè. Ãåíåòè÷åñêèå àíîìàëèè âòîðîãî òèïà
êàñàþòñÿ ôàêòîðîâ, îòâå÷àþùèõ çà ñîçðåâàíèå êëåòîê
[27]. Ïî ñòðóêòóðå, ñîáûòèÿ ïåðâîãî è âòîðîãî òèïà —
ýòî õðîìîñîìíûå àíîìàëèè è/èëè ãåííûå ìóòàöèè. Öè-
òîãåíåòè÷åñêèå àáåððàöèè â ìîëåêóëÿðíîé ïàòîëîãèè
ïðè ÎÌË âûÿâëÿþòñÿ â 50% ñëó÷àåâ, ãåííûå ìóòàöèè

îáíàðóæèâàþòñÿ êàê â êîìïëåêñå ñ íèìè, òàê è èçîëè-
ðîâàííî [6], íî èõ ñîâìåñòíàÿ ðåïðåçåíòàòèâíîñòü íå
ïðåâûøàåò 60%. Òàêàÿ ñèòóàöèÿ ñîçäàåò çíà÷èòåëüíûå
ïðåïÿòñòâèÿ îïðåäåëåíèþ ìèíèìàëüíîé îñòàòî÷íîé áî-
ëåçíè (ÌÎÁ) ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêèìè ìåòîäàìè.
Ïîä ÌÎÁ ïîíèìàþò íåáîëüøîå êîëè÷åñòâî îïóõîëåâûõ
êëåòîê, îñòàâøååñÿ â îðãàíèçìå ïîñëå äîñòèæåíèÿ ïîë-
íîé ãåìàòîëîãè÷åñêîé ðåìèññèè [8]. Â îòëè÷èå îò îñòðî-
ãî ëèìôîáëàñòíîãî ëåéêîçà (ÎËË), óðîâåíü ÌÎÁ ïðè
ÎÌË ó äåòåé êàê ñàìîñòîÿòåëüíûé ïðîãíîñòè÷åñêèé
êðèòåðèé èñïîëüçóåòñÿ ðåäêî. Ýòî ïðîèñõîäèò â îñíîâ-
íîì èç-çà îòñóòñòâèÿ ñòàíäàðòèçèðîâàííûõ ìåòîäîâ
îöåíêè [35]. Ïðè ýòîì êðèòåðèé ÌÎÁ èìååò ñåðü¸çíûå
ïîòåíöèàëüíûå ïðîãíîñòè÷åñêèå âîçìîæíîñòè ïðè òå-
ðàïèè ÎÌË ó äåòåé. Çíà÷èìîñòü îòñëåæèâàíèÿ ÌÎÁ
êàê ïðîãíîñòè÷åñêîãî êðèòåðèÿ ïðè ÎÌË ó äåòåé çà-
êëþ÷àåòñÿ, âî-ïåðâûõ, â îïðåäåëåíèè êóðñà ïîñòèíäóê-
öèîííîé õèìèîòåðàïèè, êîòîðàÿ íåðàçðûâíî ñâÿçàíà
ñ âåðîÿòíîñòüþ âîçíèêíîâåíèÿ îïîñðåäîâàííîãî ñåïñè-
ñà. Âî-âòîðûõ, êðèòåðèé ìîæíî èñïîëüçîâàòü êàê ðàí-
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íþþ âñïîìîãàòåëüíóþ òî÷êó îïðåäåëåíèÿ ýôôåêòèâíî-
ñòè ïðîâîäèìîãî ëå÷åíèÿ. È, â-òðåòüèõ, îïðåäåëåíèå
ÌÎÁ èìååò çíà÷åíèå ïðè âûáîðå âèäà òðàíñïëàíòàöèè
ãåìîïîýòè÷åñêèõ ñòâîëîâûõ êëåòîê. Àëëîãåííàÿ òðàíñ-
ïëàíòàöèÿ òðåáóåò ïîèñêà ñîâìåñòèìîãî äîíîðà, îäíàêî
âîçìîæíîñòè àóòîëîãè÷íîé òðàíñïëàíòàöèè îãðàíè÷å-
íû âûñîêèì ðèñêîì ðåöèäèâèðîâàíèÿ áîëåçíè, îáúÿñ-
íÿþùèìñÿ, â òîì ÷èñëå íàëè÷èåì ëåéêîçíûõ êëåòîê
â òðàíñïëàíòàòå êîñòíîãî ìîçãà.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ÌÎÁ ïðè ÎÌË îïðåäåëÿåòñÿ
ïóò¸ì äåòåêöèè õðîìîñîìíûõ ïåðåñòðîåê ìåòîäîì
FISH, âûÿâëåíèåì ìóòàíòíûõ è õèìåðíûõ ãåíîâ ìåòî-
äîì êîëè÷åñòâåííîé ÏÖÐ (qPCR) è ïî èììóíîôåíîòè-
ïàì ëåéêîçíûõ êëåòîê. Îñíîâíûì ïðåèìóùåñòâîì
îïðåäåëåíèÿ õèìåðíûõ ãåíîâ, âîçíèêàþùèõ â ðåçóëüòà-
òå õðîìîñîìíûõ ïåðåñòðîåê, ìåòîäîì FISH ÿâëÿåòñÿ îä-
íîçíà÷íàÿ èäåíòèôèêàöèÿ êîíêðåòíûõ íàðóøåíèé
â ëåéêîçíûõ êëåòêàõ. Îäíàêî äèàãíîñòè÷åñêàÿ (êëèíè-
÷åñêàÿ) ÷óâñòâèòåëüíîñòü íå ïðåâûøàåò 50% [8], à àíà-
ëèòè÷åñêàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ñîïîñòàâèìà ñ òàêîâîé
ïðè ìîðôîëîãè÷åñêîé èäåíòèôèêàöèè áëàñòíûõ êëåòîê.
Îöåíêà ñîäåðæàíèÿ ëåéêîçíûõ êëåòîê íà îñíîâå ìóòàí-
òíûõ è õèìåðíûõ ãåíîâ ñ ïîìîùüþ êîëè÷åñòâåííîé
ÏÖÐ õàðàêòåðèçóåòñÿ àíàëèòè÷åñêîé ÷óâñòâèòåëüíî-
ñòüþ (ðàçðåøàþùåé ñïîñîáíîñòüþ) â ïðåäåëàõ îò
1:10 000 â ìîäåëüíûõ èññëåäîâàíèÿõ äî 1:1000 â ðóòèí-
íîé ëàáîðàòîðíîé ïðàêòèêå. Ëèøü ó 40—50% ïàöèåíòîâ
ñ ÎÌË íàõîäÿòñÿ ïîäõîäÿùèå ìîëåêóëÿðíûå ìèøåíè
äëÿ ïðîâåäåíèÿ qPCR. Óáåäèòåëüíåå âñåãî êëèíè÷åñêàÿ
çíà÷èìîñòü ïðèìåíåíèÿ qPCR äåìîíñòðèðóåòñÿ äëÿ
îñòðîãî ïðîìèåëîöèòàðíîãî ëåéêîçà (ÎÏË), òàêòèêà ëå-
÷åíèÿ êîòîðîãî òåñíî ñâÿçàíà ñ ðåçóëüòàòàìè èçìåðåíèÿ
ýêñïðåññèè õèìåðíîãî ãåíà PML-RARA [22]. Â êà÷åñòâå
ïîòåíöèàëüíûõ äèàãíîñòè÷åñêèõ ìèøåíåé qPCR ïðè
ÎÌË áûëè ïðåäëîæåíû ìóòàöèè â ãåíàõ FLT3, NPM1,
MLL è CEBPA [23], îäíàêî çíà÷èìîñòü ïðè îöåíêå ÌÎÁ
ñ ïîìîùüþ qPCR áûëà ïîêàçàíà òîëüêî äëÿ ãåíà NPM1

[39]. Îïðåäåë¸ííûå ñëîæíîñòè ïðè èñïîëüçîâàíèè ìå-
òîäà ñâÿçàíû ñ èñ÷åçíîâåíèåì äèàãíîñòè÷åñêèõ ìèøå-
íåé âñëåäñòâèå êëîíàëüíîé ýâîëþöèè, ÷òî ñïîñîáñòâóåò
ïîÿâëåíèþ ëîæíîîòðèöàòåëüíûõ ðåçóëüòàòîâ [9]. Äëÿ
îïðåäåëåíèÿ ÌÎÁ ïðè äåòñêîì ÎÌË ñ èñïîëüçîâàíèåì
èììóíîôåíîòèïîâ ëåéêîçíûõ êëåòîê ìåòîäîì ïðîòî÷-
íîé öèòîôëóîðèìåòðèè õàðàêòåðíà äèàãíîñòè÷åñêàÿ
÷óâñòâèòåëüíîñòü 82,5% [12]. Àíàëèòè÷åñêàÿ ÷óâñòâèòå-
ëüíîñòü ìåòîäà çàâèñèò îò êîëè÷åñòâà êëåòîê â îáðàçöå,
ìàêñèìóì (1:10 000) äîñòèãàåòñÿ ïðè àíàëèçå 200 000
êëåòîê. Ïðè ïðîâåäåíèè èçìåðåíèé îòñóòñòâóåò êîíòðî-
ëüíûé îáðàçåö, òàêèì îáðàçîì, âîçíèêàþò ëîæíîîòðè-
öàòåëüíûå è ëîæíîïîëîæèòåëüíûå ðåçóëüòàòû. Ïîÿâëå-
íèþ ëîæíîîòðèöàòåëüíûõ ðåçóëüòàòîâ ñïîñîáñòâóåò ôå-
íîòèïè÷åñêèé ñäâèã èììóíîëîãè÷åñêèõ ìàðê¸ðîâ ëåé-
êîçíûõ êëåòîê, êîòîðûé íàáëþäàåòñÿ ó 91% ïàöèåíòîâ
â ïðîöåññå ëå÷åíèÿ. Äëÿ íèâåëèðîâàíèÿ ýôôåêòà âîçíè-
êàåò íåîáõîäèìîñòü èñïîëüçîâàíèÿ íåñêîëüêèõ ïàíåëåé
ìàðê¸ðîâ [5]. Ñòîèìîñòü ëàáîðàòîðíûõ òåñòîâ ñ èñïîëü-

çîâàíèåì ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè â îñíîâíîì îïðåäåëÿ-
åòñÿ ÷èñëîì àíàëèçèðóåìûõ ìàðê¸ðîâ, ñ ýòîé òî÷êè çðå-
íèÿ àíàëèç ÌÎÁ ïðè îñòðûõ ëåéêîçàõ ñ ïîìîùüþ äàí-
íîãî ìåòîäà ñòàíîâèòñÿ äîðîãîñòîÿùåé ïðîöåäóðîé. Èñ-
òî÷íèêîì ëîæíîïîëîæèòåëüíûõ ðåçóëüòàòîâ ñëóæèò ÿâ-
ëåíèå «ôîíîâîé ýêñïðåññèè» ðÿäà àáåððàíòíûõ
ìàðê¸ðîâ èëè èõ êîìáèíàöèé íà íîðìàëüíûõ êëåòêàõ
[28], ýòî îñîáåííî îùóùàåòñÿ ïðè óâåëè÷åíèè ÷óâñòâè-
òåëüíîñòè ìåòîäà.

Îäíèì èç ïåðñïåêòèâíûõ ïîäõîäîâ ê ðàçðàáîòêå ìå-
òîäîâ îïðåäåëåíèÿ ÌÎÁ ïðè ÎÌË ñ÷èòàåòñÿ èçó÷åíèå
ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ, òàê êàê ýïèãåíåòè÷åñêèå èçìåíå-
íèÿ, â ÷àñòíîñòè íàðóøåíèÿ ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ, ïðè-
íèìàþò ó÷àñòèå â ýòèîïàòîãåíåçå îñòðûõ ëåéêîçîâ íà-
ðàâíå ñ ãåíåòè÷åñêèìè ìåõàíèçìàìè [1, 2]. Îáùåïðèç-
íàííûì ìåõàíèçìîì èíàêòèâàöèè ãåíîâ-ñóïðåññîðîâ
îïóõîëåâîãî ðîñòà, â òîì ÷èñëå ïðè îñòðûõ ëåéêîçàõ, ÿâ-
ëÿåòñÿ ãèïåðìåòèëèðîâàíèå ïðîìîòîðíûõ CpG-îñòðî-
âêîâ ýòèõ ãåíîâ [4, 33]. Â ðÿäå ðàáîò ïðîäåìîíñòðèðîâà-
íà âîâëå÷¸ííîñòü àíîìàëüíîãî ìåòèëèðîâàíèÿ â ïàòîãå-
íåç ÎÌË. Â ÷àñòíîñòè, àíîìàëüíîå ìåòèëèðîâàíèå ïðî-
ìîòîðà ãåíà DBC1 ìîæåò èñïîëüçîâàòüñÿ êàê ïðîãíîñòè-
÷åñêèé êðèòåðèé áåçðåöèäèâíîé âûæèâàåìîñòè è îá-
ùåé ïðîäîëæèòåëüíîñòè æèçíè ó âçðîñëûõ ïàöèåíòîâ
ñ ÎÌË, èìåþùèõ íîðìàëüíûé êàðèîòèï [3]. Êðîìå òî-
ãî, àíîìàëüíîå ìåòèëèðîâàíèå ÄÍÊ — íàèáîëåå ÷àñòîå
ìîëåêóëÿðíîå ñîáûòèå â ïðîöåññå çëîêà÷åñòâåííîé
òðàíñôîðìàöèè êëåòîê [16]. Íåäàâíèå èññëåäîâàíèÿ ïî-
êàçàëè, ÷òî â ñïåöèôè÷åñêèõ ãåíåòè÷åñêèõ è öèòîãåíå-
òè÷åñêèõ ïîäãðóïïàõ ÎÌË ó âçðîñëûõ èäåíòèôèöèðó-
þòñÿ ñïåöèôè÷åñêèå ïàòòåðíû ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ,
áîëåå òîãî, 5 ïîäãðóïï áûëè îïðåäåëåíû èñêëþ÷èòåëüíî
ïî ïðîôèëþ ìåòèëèðîâàíèÿ [17], çàïîëíèâ òåì ñàìûì
áðåøü ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêèõ ìàðê¸ðîâ. Ïîäâîäÿ
èòîã âûøåñêàçàííîìó, ìîæíî óòâåðæäàòü, ÷òî ïàòîãåíå-
òè÷åñêè îáîñíîâàíî èñïîëüçîâàíèå â êà÷åñòâå ñïîñîáà
îïðåäåëåíèÿ ÌÎÁ ýïèãåíåòè÷åñêèõ èçìåíåíèé, òàê êàê
ýòè ÿâëåíèÿ ëåæàò â îñíîâå íàðóøåíèÿ ôóíêöèîíèðîâà-
íèÿ îíêîãåíîâ è ãåíîâ-ñóïðåññîðîâ îïóõîëåâîãî ðîñòà è
íîñÿò ÷àñòûé õàðàêòåð â ïàòîãåíåçå îñòðûõ ëåéêîçîâ.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû

Îáðàçöû áèîëîãè÷åñêîãî ìàòåðèàëà êîñòíîãî ìîçãà
14 ïàöèåíòîâ ñ ÎÌË ïîëó÷åíû â ÔÃÁÓ «Ðîññèéñêèé
îíêîëîãè÷åñêèé íàó÷íûé öåíòð èì. Í.Í. Áëîõèíà»
ÐÀÌÍ. Çàáîð ìàòåðèàëà ïðîâîäèëè ïî ñõåìå:

1) äî íà÷àëà èíäóêöèîííîé òåðàïèè;
2) íà 15-é äåíü îò íà÷àëà ïåðâîãî êóðñà èíäóêöèè;
3) íà 21-é äåíü îò îêîí÷àíèÿ ïåðâîãî êóðñà;
4) ïåðåä ïåðâûì êóðñîì ïîñòèíäóêöèîííîé õèìèî-

òåðàïèè;
5) ïåðåä âòîðûì êóðñîì ïîñòèíäóêöèîííîé õèìèî-

òåðàïèè;
6) ïåðåä òðåòüèì êóðñîì ïîñòèíäóêöèîííîé õèìèî-

òåðàïèè;
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7) ïåðåä ÷åòâ¸ðòûì êóðñîì ïîñòèíäóêöèîííîé õèìè-
îòåðàïèè.

Â èññëåäîâàííîé âûáîðêå ïàöèåíòîâ ñ ÎÌË 36% —
ìàëü÷èêè, 64% — äåâî÷êè; cðåäíèé âîçðàñò 7,3 ± 3,2 ãî-
äà. Â âûáîðêå ñ íàèáîëüøåé ÷àñòîòîé ïðåäñòàâëåí ÎÌË
ìîðôîëîãè÷åñêîãî òèïà M1 (îñòðûé ìèåëîáëàñòíûé
ëåéêîç áåç ñîçðåâàíèÿ) — 28,6%. Òàêæå ïðåäñòàâëåíû
ìîðôîëîãè÷åñêèå âàðèàíòû M0 (îñòðûé ìèåëîáëàñòíûé
ëåéêîç ñ ìèíèìàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêîé) — 7,1%, M2
(îñòðûé ìèåëîáëàñòíûé ëåéêîç ñ ñîçðåâàíèåì) —
14,3%, M3 (îñòðûé ïðîìèåëîöèòàðíûé ëåéêîç) — 7,1%,
M4 (îñòðûé ìèåëîìîíîöèòàðíûé ëåéêîç) — 14,3%, M5a
(îñòðûé ìîíîáëàñòíûé ëåéêîç) — 21,5% è M6 (îñòðûé
ýðèòðîèäíûé ëåéêîç) — 7,1%. Ïî ðåçóëüòàòàì öèòîãåíå-
òè÷åñêîãî èññëåäîâàíèÿ ïàöèåíòîâ ñ íåèäåíòèôèöèðî-
âàííîé õðîìîñîìíîé ïàòîëîãèåé — 35,7%. Ïàöèåíòîâ
ñ íåèäåíòèôèöèðîâàííîé õðîìîñîìíîé ïàòîëîãèåé è
ïîäòèïîì M1 — 21,5%. Ïåðåñòðîéêà ãåíà MLL

t(9;11)(p22;q23) äèàãíîñòèðîâàíà ó âñåõ ïàöèåíòîâ ñ M4
è M5a. Ðåçóëüòàòû èììóíîôåíîòèïèðîâàíèÿ íå ïðîòè-
âîðå÷àò äàííûì ìîðôîëîãè÷åñêîãî èññëåäîâàíèÿ.

Îïðåäåëåíèå ÌÎÁ ìåòîäîì èììóíîôåíîòèïèðîâàíèÿ
íå ïðîâîäèëîñü.

Ïîëó÷åíû ïèñüìåííûå ñîãëàñèÿ çàêîííûõ ïðåäñòà-
âèòåëåé ïàöèåíòîâ íà ó÷àñòèå â èññëåäîâàíèè è íà ïóá-
ëèêàöèþ èíôîðìàöèè î åãî ðåçóëüòàòàõ.

Ãèñòîëîãè÷åñêóþ èäåíòèôèêàöèþ ïðîâîäèëè â Êëè-
íèêî-ìîðôîëîãè÷åñêîì îòäåëåíèè ÔÃÁÓ «ÐÎÍÖ èì.
Í.Í. Áëîõèíà ÐÀÌÍ». Äàííûå èììóíîôåíîòèïèðîâà-
íèÿ ïîëó÷åíû â ëàáîðàòîðèè êëèíè÷åñêîé èììóíîëîãèè
ÔÃÁÓ «ÐÎÍÖ èì. Í.Í. Áëîõèíà ÐÀÌÍ».

Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ÄÍÊ èç òêàíåé èñïîëüçîâàëè ìåòîä
ôåíîë-õëîðîôîðìíîé ýêñòðàêöèè [38].

Çà îñíîâó ìåòîäîëîãè÷åñêîé ÷àñòè ðàáîòû ïðèíÿëè
îäíó èç òåõíèê ïîèñêà ìåòèëèðîâàííûõ ó÷àñòêîâ ÄÍÊ
íà óðîâíå öåëîãî ãåíîìà (òàê íàçûâàåìûå òåõíèêè «îò-
ïå÷àòêîâ») — ìåòîä àìïëèôèêàöèè èíòåðìåòèëèðîâàí-
íûõ ñàéòîâ (ÀÈÌÑ) [19]. Ìåòîä ÀÈÌÑ ãåíåðèðóåò áî-
ëüøîå ÷èñëî ôðàãìåíòîâ, îòðàæàþùèõ ïðîôèëü ìåòè-
ëèðîâàíèÿ ÄÍÊ â êëåòêå. Íà ïåðâîì ýòàïå ÄÍÊ îáðàáà-
òûâàþò ìåòèë÷óâñòâèòåëüíîé ðåñòðèêòàçîé SmàI (ñàéò
óçíàâàíèÿ ÑÑÑ/GGG), êîòîðàÿ îñòàâëÿåò ôðàãìåíòû
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Ðèñ. 1. Ñõåìà ìåòîäà àìïëèôèêàöèè èíòåðìåòèëèðîâàííûõ ñàéòîâ. Ñïëîøíàÿ ëèíèÿ èçîáðàæàåò ó÷àñòîê ãåíîìíîé ÄÍÊ, ñîäåðæàùèé ñåìü
ñàéòîâ CCCGGG. Íåìåòèëèðîâàííûå ñàéòû îáîçíà÷åíû áåëûì, ìåòèëèðîâàííûå — ñåðûì. Ðàäèîàâòîãðàôû ïîëèàêðèëàìèäíûõ ãåëåé
(ÏÀÀÃ) èëëþñòðèðóþò ôèíãåðïðèíòû, ïîëó÷åííûå ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðàéìåðîâ, óäëèí¸ííûõ íà 1—3 íóêëåîòèäà. (Ïî Frigola et al., 2002).



ñ «òóïûìè» êîíöàìè. Ìåòèëèðîâàííûå ãåêñàíóêëåîòè-
äû ÑÑÑGGG, îñòàâøèåñÿ èíòàêòíûìè, çàòåì ðàñùåï-
ëÿþòñÿ ðåñòðèêòàçîé ÕmàI (ñàéò óçíàâàíèÿ C/CCGGG),
êîòîðàÿ ôîðìèðóåò ôðàãìåíòû ñ «ëèïêèìè» êîíöàìè.
Òàêèå ôðàãìåíòû ÄÍÊ ñïîñîáíû âçàèìîäåéñòâîâàòü
ñ àäàïòåðàìè â ðåàêöèè ëèãèðîâàíèÿ è ïîäâåðãàòüñÿ àì-
ïëèôèêàöèè â ïîñëåäóþùåé ÏÖÐ. Äëÿ èäåíòèôèêàöèè
ìåòèëèðîâàííûõ ó÷àñòêîâ ãåíîìà ïðîâîäèòñÿ ÏÖÐ âñåé
ñîâîêóïíîñòè ëèãèðîâàííûõ ôðàãìåíòîâ ñ ìå÷åíûõ
ïðàéìåðîâ, â öåëîì ãîìîëîãè÷íûõ àäàïòåðó, íî óä-
ëèí¸ííûõ íà 1—4 ñëó÷àéíî âûáðàííûõ íóêëåîòèäà
(ðèñ. 1). Èñïîëüçîâàíèå òàêèõ «óäëèíèòåëåé» ñíèæàåò
ñëîæíîñòü êîíå÷íîé êàðòèíû ÀÈÌÑ, ïîçâîëÿÿ äîáèòü-
ñÿ ñòåïåíè ðàçäåëåíèÿ ïðîäóêòîâ ÀÈÌÑ, îïòèìàëüíîé
äëÿ àíàëèçà.

Â ìîäèôèêàöèè ìåòîäà ÀÈÌÑ, ïðèìåí¸ííîé
â äàííîé ðàáîòå, ãèäðîëèç ÄÍÊ îñóùåñòâëÿëè ïî ñëå-
äóþùåé ñõåìå: ê 1500 íã ãåíîìíîé ÄÍÊ äîáàâëÿëè
3 å.à. ôåðìåíòà SmaI è 1,2 ìêë ñîîòâåòñòâóþùåãî 10õ
áóôåðà, äîâîäèëè äî 20 ìêë äåèîíèçîâàííîé âîäîé è
èíêóáèðîâàëè 16 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Çàòåì
äîáàâëÿëè 3 å.à. ôåðìåíòà XmaI è èíêóáèðîâàëè 6 ÷
â òåðìîñòàòå ïðè òåìïåðàòóðå 37°C. Èíàêòèâàöèÿ ôåð-
ìåíòîâ ðåñòðèêöèè ïðîâîäèëàñü ïðè 65°C â òå÷åíèå
20 ìèí. Çàòåì ïðîâîäèëè ÷àñòè÷íóþ çàñòðîéêó êîíöîâ
ôðàãìåíòîâ, äëÿ ÷åãî â ñìåñü äîáàâëÿëè 1ìêÌ dCTP è
3 å.à. ÄÍÊ ïîëèìåðàçû I E.coli (ôðàãìåíò Êëåíîâà) ïî-
ñëå ÷åãî ñìåñü òåðìîñòàòèðîâàëè 4 ÷ ïðè 37°C. Äëÿ ëè-
ãèðîâàíèÿ àäàïòåðîâ ê ôðàãìåíòàì ãèäðîëèçà ÄÍÊ äî-
áàâëÿëè 5 å.à. ôåðìåíòà T4 ÄÍÊ-ëèãàçû (ÑèáÝíçèì,
Ðîññèÿ), 2,6 ìêë áóôåðà Yellow (ÑèáÝíçèì), 2 ìêë

àäàïòåðîâ (15 ìêÌ) è 1 ìêÌ dATP, çàòåì ñìåñü èíêó-
áèðîâàëè ïðè 37°C â òå÷åíèå 4 ÷. Äàëåå ñëåäîâàë ýòàï
íèê-òðàíñëÿöèè, äëÿ ÷åãî â ñìåñü äîáàâëÿëè ïî
200 ìêÌ êàæäîãî äåçîêñèíóêëåîòèäòðèôîñôàòà è 1 åä.
Taq-ïîëèìåðàçû. Êîíå÷íûé îáú¸ì ñìåñè — 20 ìêë.
Èíêóáèðîâàëè 30 ìèí ïðè 72°C.

Äëÿ ïðîâåäåíèÿ ïîñëåäóþùåé ÏÖÐ ê 0,1 ìêã ÄÍÊ
èç ëèãèðîâàííîé ñìåñè äîáàâëÿëè ïî 0,05 ìêÌ êàæäîãî
îëèãîïðàéìåðà (îäèí èç ïðàéìåðîâ ñîäåðæàë 5’-êîíöå-
âóþ ôëóîðåñöåíòíóþ ìåòêó), ïî 200 ìêÌ êàæäîãî äåç-
îêñèíóêëåîòèäòðèôîñôàòà, 1 åä. Taq-ïîëèìåðàçû,
1,3 ìêë ôîðìàìèäà è 2,5 ìêë äåñÿòèêðàòíîãî áóôåðà äëÿ
ÏÖÐ ñëåäóþùåãî ñîñòàâà: 50 ìÌ KCl, 10 ìÌ Òðèñ-HCl
(pH 8,4), 50 ìÌ MgCl2, äåèîíèçîâàííîé âîäû äî 25 ìêë
êîíå÷íîãî îáú¸ìà. Ñìåñü ïðîãðåâàëè ïðè 95°C â òå÷åíèå
5 ìèí, çàòåì ïðîâîäèëè 40 öèêëîâ ÏÖÐ ïî ñëåäóþùåé
ïðîãðàììå: äåíàòóðàöèÿ ïðè 95°C — 40 ñ, îòæèã 72°C —
40 ñ è ýëîíãàöèÿ ïðè 70°C — 40 ñ. Äëÿ êîíòðîëÿ íàëè÷èÿ
ïðîäóêòîâ ÏÖÐ ïðîâîäèëè ýëåêòðîôîðåç â 8%-íîì ïî-
ëèàêðèëàìèäíîì ãåëå ñ ïîñëåäóþùèì îêðàøèâàíèåì
íèòðàòîì ñåðåáðà [38].

Âûñîêîðàçðåøàþùèé àíàëèç ïðîäóêòîâ ÏÖÐ ïðîâî-
äèëè êàïèëëÿðíûì ýëåêòðîôîðåçîì â ôîðìàòå ôðàã-
ìåíòíîãî àíàëèçà íà ïðèáîðå è ïî ïðîòîêîëàì ABI
Prism 3100 Genetic Analyzer («Applied Biosystems»,
ÑØÀ). Àíàëèç ýëåêòðîôîðåãðàìì ôðàãìåíòíîãî àíàëè-
çà ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ êîìïüþòåðíîé ïðîãðàììû Pe-
akPick ñîáñòâåííîé ðàçðàáîòêè [40]. Êàðòèðîâàíèå ëî-
êóñîâ, ñîîòâåòñòâóþùèõ ïîëó÷åííûì ïðîäóêòàì
ÀÈÌÑ, ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì êîìïüþòåðíîé
ïðîãðàììû AIMS in silico [41].
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Ðèñ. 2. Àíîìàëüíîå ìåòèëèðîâàíèå CpG-îñòðîâêîâ ãåíîâ CLDN7 è CXCL14 (îáîçíà÷åíî ñòðåëêàìè â âåðõíåé ÷àñòè ðèñóíêà) â ÄÍÊ èç êîñòíî-
ãî ìîçãà ïàöèåíòà ñ äåòñêèì ÎÌË, âûÿâëåííîå íà ýëåêòðîôîðåãðàììå ÀÈÌÑ. Â íèæíåé ÷àñòè ðèñóíêà — ïðîôèëü ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ èç êî-
ñòíîãî ìîçãà òîãî æå ïàöèåíòà ïîñëå 2-ãî êóðñà ïîëèõèìèîòåðàïèè; âûäåëåííàÿ îáëàñòü äåìîíñòðèðóåò îòñóòñòâèå ãèïåðìåòèëèðîâàííûõ
ëîêóñîâ.



Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ïðîáëåìà èäåíòèôèêàöèè ãåíîâ, âîâëå÷¸ííûõ
â êàíöåðîãåíåç, è õàðàêòåðèñòèêà èõ ïîâðåæäåíèé —
êëþ÷åâîé ìîìåíò ïðè ðåøåíèè çàäà÷ îíêîãåíîìèêè.
Íàðóøåíèå ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ãåíîâ, âîâëå÷¸ííûõ
â ïðîöåññû êàíöåðîãåíåçà, âî ìíîãîì ñâÿçûâàþò ñ ýïè-
ãåíåòè÷åñêèìè àíîìàëèÿìè, ê ÷èñëó êîòîðûõ îòíîñÿòñÿ,
â ÷àñòíîñòè, ìåòèëèðîâàíèå/äåìåòèëèðîâàíèå ÄÍÊ ãå-
íîìîâ çëîêà÷åñòâåííûõ íîâîîáðàçîâàíèé. Äëÿ âûÿâëå-
íèÿ ëîêóñîâ ãåíîìà, àíîìàëüíî ìåòèëèðîâàííûõ ïðè
ÎÌË ó äåòåé, ìû èñïîëüçîâàëè ìåòîä àìïëèôèêàöèè
èíòåðìåòèëèðîâàííûõ ñàéòîâ (ÀÈÌÑ), êîòîðûé ïîçâî-
ëÿåò èññëåäîâàòü äèôôåðåíöèàëüíîå ìåòèëèðîâàíèå
ÄÍÊ, â òîì ÷èñëå îïóõîëåâûõ êëåòîê, íà îñíîâå àäàï-
òåð-îïîñðåäîâàííîé ÏÖÐ.

Ñêðèíèíã äèôôåðåíöèàëüíîãî ìåòèëèðîâàíèÿ ãå-
íîìîâ ïîçâîëèë â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè âûÿâèòü
16 ëîêóñîâ, ïîäâåðæåííûõ àíîìàëüíîìó ìåòèëèðîâà-
íèþ ïðè ÎÌË ó äåòåé. Ïðèìåð ýëåêòðîôîðåãðàììû
ïðîäóêòîâ ÀÈÌÑ, ñîäåðæàùèõ àíîìàëüíî ìåòèëèðî-
âàííûå ôðàãìåíòû ÄÍÊ, ïðåäñòàâëåí íà ðèñ. 2. Îïðå-
äåëåíà ãåíîìíàÿ ïðèíàäëåæíîñòü âûÿâëåííûõ ëîêó-
ñîâ (òàáëèöà). Àíîìàëüíî ìåòèëèðîâàííûìè ñ÷èòàëè
ó÷àñòêè ãåíîìà, âûÿâëÿåìûå â îáðàçöàõ êîñòíîãî ìîç-
ãà è/èëè êðîâè áîëüíûõ äî ëå÷åíèÿ è îòñóòñòâóþùèå
ïîñëå ïîëèõèìèîòåðàïèè. Ïîäòâåðæäåíèå íåìåòèëè-
ðîâàííîãî ñîñòîÿíèÿ ýòèõ ëîêóñîâ â íîðìå â ãåìîïîý-
òè÷åñêèõ ñòâîëîâûõ êëåòêàõ (CD34+CD38-Lin-) ïîëó-
÷åíî èç áàçû äàííûõ NGSmethDB (http://bioin-
fo2.ugr.es/NGSmethDB).

Õàðàêòåðèñòèêà ãåíîâ, ñîäåðæàùèõ âûÿâëåííûå ó÷à-
ñòêè ãåíîìà, ïîëó÷åíà ïî äàííûì http://geno-
me.ucsc.edu: UCSC Genome Browser on Human Dec. 2013
(GRCh38/hg38) Assembly. Ïðàêòè÷åñêè âñå îíè ïðèíàä-
ëåæàò ïðîìîòîðíûì CpG-îñòðîâêàì ãåíîâ, çà èñêëþ÷å-
íèåì îäíîãî, ïðèíàäëåæàùåãî ìåæãåííîìó CpG-îñòðî-
âêó (7p21.1). Ðåçóëüòàòû ñêðèíèíãà îæèäàåìû è íå ðàñ-
õîäÿòñÿ ñ îáùåïðèíÿòûìè ïðåäñòàâëåíèÿìè î õàðàêòåðå
ìåòèëèðîâàíèÿ îïóõîëåâûõ ãåíîìîâ.

Àíîìàëüíîå ìåòèëèðîâàíèå âñåõ 15 âûÿâëåííûõ
CpG-îñòðîâêîâ ãåíîâ (EGFLAM, RXRA, MAFA,
TMEM176A/TMEM176B, RNF138, KHSRP, TMEM200B,
SAMD5, ABCG4, GSG1L, CLDN7, CXCL14, DLK2, AIFM3,
SOX8) ïðè äåòñêîì ÎÌË ïîêàçàíî íàìè âïåðâûå. Èç
ïåðå÷èñëåííûõ ãåíîâ ëèøü äëÿ òð¸õ (EGFLAM, CLDN7,
CXCL14) ðàíåå áûëî ïîêàçàíî àíîìàëüíîå ìåòèëèðîâà-
íèå ïðè çëîêà÷åñòâåííûõ íîâîîáðàçîâàíèÿõ[10, 24, 31,
37]. Ñêðèíèíã äèôôåðåíöèàëüíîãî ìåòèëèðîâàíèÿ ïðî-
âîäèëñÿ íåïðåäâçÿòûì ìåòîäîì, ïîýòîìó åñòåñòâåííî,
÷òî âûÿâëåííûå ãåíû èìåþò ðàçíîîáðàçíûå êëåòî÷íûå
ôóíêöèè. Àññîöèàöèè ñ îïóõîëåâûìè ïðîöåññàìè â íà-
ñòîÿùåå âðåìÿ ïîêàçàíû äëÿ 11 èç 15 ãåíîâ (òàáë. 1). Èç-
âåñòíûõ ãåíîâ-ñóïðåññîðîâ îïóõîëåâîãî ðîñòà ñðåäè íèõ
íå îáíàðóæåíî.

Áåëêîâûå ïðîäóêòû äâóõ ãåíîâ (RXRA, KHSRP)
â ïîñëåäíåå âðåìÿ àêòèâíî èññëåäóþòñÿ êàê íåïîñðåä-

ñòâåííûå ó÷àñòíèêè ïðîöåññà ëåéêåìîãåíåçà [25, 7,
36, 42, 15].

Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî ãåí RXRA ÿâëÿåòñÿ êëþ÷åâûì ýëåìåí-
òîì îíêîãåííîãî êîìïëåêñà ïðè îñòðîì ïðîìèåëîöè-
òàðíîì ëåéêîçå. Âíóòðèÿäåðíûå ðåöåïòîðû ðåòèíîèäîâ
X (RXR) è ðåöåïòîðû ðåòèíîåâîé êèñëîòû (RAR) îïî-
ñðåäóþò áèîëîãè÷åñêèå ýôôåêòû àêòèâàöèè ãåííîé ýêñ-
ïðåññèè, ìåäèàòîðîì êîòîðûõ ÿâëÿåòñÿ ðåòèíîåâàÿ êèñ-
ëîòà. Ðåöåïòîðû ñâÿçûâàþòñÿ â âèäå ãîìî- èëè ãåòåðî-
äèìåðîâ ñî ñïåöèôè÷åñêèìè ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè
ïðîìîòîðíûõ îáëàñòåé ãåíîâ-ìèøåíåé è ðåãóëèðóþò èõ
òðàíñêðèïöèþ. Â îòñóòñòâèå ëèãàíäà (ðåòèíîåâîé êèñ-
ëîòû) RXR/RAR ãåòåðîäèìåðû àññîöèèðóþò â ìóëüòè-
áåëêîâûé êîìïëåêñ, ñîäåðæàùèé òðàíñêðèïöèîííûå
êîðåïðåññîðû, êîòîðûå èíäóöèðóþò êîíäåíñàöèþ õðî-
ìàòèíà è ïîäàâëåíèå òðàíñêðèïöèè. Ïðè ïîÿâëåíèè ëè-
ãàíäà êîðåïðåññîðû äèññîöèèðóþò îò ðåöåïòîðîâ è àñ-
ñîöèèðóþò ñ êîàêòèâàòîðàìè, ÷òî âåäåò ê àêòèâàöèè
òðàíñêðèïöèè.

Êîìïëåêñ RARA/RXRA — èíãèáèòîð ÿäåðíûõ
òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ, ïðèâîäÿùèé ê óãíåòå-
íèþ ýêñïðåññèè ãåíîâ êëåòî÷íîé äèôôåðåíöèðîâêè
ñòðîìàëüíûõ ýëåìåíòîâ êîñòíîãî ìîçãà è ïðèâîäÿùèé
ê âîçíèêíîâåíèþ îñòðîãî ïðîìèåëîöèòàðíîãî ëåéêî-
çà. ÎÏË ÷ðåçâû÷àéíî ÷óâñòâèòåëåí ê ðåòèíîåâîé êèñ-
ëîòå è òðèîêñèäó ìûøüÿêà, êîòîðûå èãðàþò ðîëü
òðèããåðà äëÿ êëåòî÷íîé äèôôåðåíöèðîâêè. Â òî âðåìÿ
êàê ðåòèíîåâàÿ êèñëîòà çàïóñêàåò òðàíñêðèïöèîííóþ
àêòèâàöèþ ìèøåíåé PML/RARA, ìåõàíèçìû äåéñò-
âèÿ òðèîêñèäà ìûøüÿêà îñòàþòñÿ íåÿñíûìè. Ñ÷èòàåò-
ñÿ, ÷òî ýòî ïðîèñõîäèò çà ñ÷¸ò îñëàáëåíèÿ ñâÿçè ìåæäó
áåëêàìè PML/RARA è RXRA. Áåëîê RXRA ñîäåéñòâó-
åò ýôôåêòèâíîìó ñâÿçûâàíèþ áåëêà PML/RARA è
ÄÍÊ. Óäàëåíèå ðåöåïòîðîâ ðåòèíîèäà X ìûøüÿêîì
îñëàáëÿåò ñâÿçûâàíèå áåëêà PML/RARA ñ ÄÍÊ, èíäó-
öèðóÿ òåì ñàìûì äèôôåðåíöèðîâêó êëåòîê ÎÏË.
RXRA, îäíîâðåìåííî, íàïðàâëåíî ñïîñîáñòâóåò
PML/RARA-çàâèñèìîé òðàíñôîðìàöèè in vivo, ãëàâ-
íûì îáðàçîì çà ñ÷¸ò óñèëåíèÿ èíãèáèðîâàíèÿ ôàêòî-
ðîâ òðàíñêðèïöèè [25]. Ïðè ýòîì íóæíî ó÷èòûâàòü,
÷òî â íîðìàëüíîì êîñòíîì ìîçãå ïî äàííûì
http://www.proteinatlas.org/ íàáëþäàåòñÿ âûñîêàÿ ýêñ-
ïðåññèÿ áåëêà RXRA, à ïî ðåçóëüòàòàì íàøåãî èññëå-
äîâàíèÿ â îáðàçöàõ ÎÌË ó äåòåé îáíàðóæèâàåòñÿ ãè-
ïåðìåòèëèðîâàíèå ïðîìîòîðíîãî CpG-îñòðîâêà ãåíà
RXRA, ÷òî óêàçûâàåò íà âîçìîæíîå íàðóøåíèå íîðìà-
ëüíûõ ïðîöåññîâ àêòèâàöèè/äåçàêòèâàöèè òðàíñêðèï-
öèè êîìïëåêñîì RARA/RXRA.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ íå îïèñàíî ó÷àñòèå ãåíà RXRA

â âîçíèêíîâåíèè äðóãèõ ìîðôîëîãè÷åñêèõ ïîäòèïîâ
ÎÌË, òàêæå îòñóòñòâóþò äàííûå ïî ìåòèëèðîâàíèþ
RXRA ïðè ÎÌË ó äåòåé. Ìåòèëèðîâàíèå ãåíà RXRA áû-
ëî ïîêàçàíî ïðè èññëåäîâàíèÿõ íåìåëêîêëåòî÷íîãî ðà-
êà ë¸ãêèõ, îäíàêî êîððåëÿöèè ñ ýêñïðåññè ìÐÍÊ â èñ-
ñëåäîâàíèè îáíàðóæåíî íå áûëî [30].
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Òàáëèöà
Õàðàêòåðèñòèêà ãåíîâ, ñîäåðæàùèõ àíîìàëüíî ìåòèëèðîâàííûå ëîêóñû,

âûÿâëåííûå â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè ïðè ÎÌË ó äåòåé
ìåòîäîì íåïðåäâçÿòîãî ñêðèíèíãà äèôôåðåíöèàëüíîãî ìåòèëèðîâàíèÿ ãåíîìîâ

Íàçâàíèå ãåíà,
ëîêàëèçàöèÿ

Ôóíêöèÿ áåëêîâîãî ïðîäóêòà
è/èëè äîìåííàÿ ñòðóêòóðà

Àññîöèèðîâàííûå îïóõîëè

EGFLAM,
5p13.2

Äîìåíû EGF-ïîäîáíûå, ôèáðîíåêòèíà òèïà
III, ëàìèíèíà G.

Ãèïîìåòèëèðîâàíèå ÄÍÊ ïðè ýïèòåëèàëüíîì ðàêå ÿè÷-
íèêîâ ïî ñðàâíåíèþ ñ äîáðîêà÷åñòâåííûìè çàáîëåâà-
íèÿìè ÿè÷íèêîâ [24].

RXRA,
9q34.2

Ðåöåïòîð ðåòèíîèäîâ X, àëüôà — ÿäåðíûé ðå-
öåïòîð, âîâëå÷åííûé â ïîñòòðàíñëÿöèîííóþ
ìîäèôèêàöèþ ãèñòîíîâ.

Ïîòåðÿ ãåòåðîçèãîòíîñòè ïðè êàðöèíîìå ùèòîâèäíîé
æåëåçû [21]. Êëþ÷åâîé ýëåìåíò îíêîãåííîãî êîìïëåêñà
ïðè îñòðîì ïðîìèåëîöèòàðíîì ëåéêîçå, â íàñòîÿùåå
âðåìÿ èçâåñòåí îïîñðåäîâàííûé ìåõàíèçì ÷åðåç âçàè-
ìîäåéñòâèå ñ õèìåðíûì áåëêîì PML/RARA, âîçíèêàþ-
ùèì ïðè òðàíñëîêàöèè t(15;17)(q24;q21) [15, 25].

MAFA,
8q24.3

Òðàíñêðèïöèîííûé ôàêòîð, ðåãóëèðóþùèé
òêàíåñïåöèôè÷íóþ ýêñïðåññèþ ãåíà èíñóëèíà

â �-êëåòêàõ ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû

Èíñóëèíîìà — ñíèæåíèå óðîâíÿ ýêñïðåññèè áåëêà MA-
FA [26], êîëîðåêòàëüíûé ðàê — ãèïåðýêñïðåññèÿ áåëêà
MAFA [45].

TMEM176A/
TMEM176B,
7q36.1

TMEM 176A — òðàíñìåìáðàííûé áåëîê 176A,
àíòèãåí 112, àññîöèèðîâàííûé ñ ãåïàòîöåë-
ëþëÿðíîé êàðöèíîìîé. TMEM 176B — òðàíñ-
ìåìáðàííûé áåëîê 176B.

Ãèïåðýêñïðåññèÿ áåëêîâ 176À è 176B — ëèìôîìà, êàð-
öèíîìà ë¸ãêèõ [13].

RNF138,
18q12.1

Ýëåìåíò áåëêîâîãî êîìïëåêñà, ðåàëèçóþùåãî
ðàçíîîáðàçíûå âçàèìîäåéñòâèÿ òèïà áå-
ëîê-ÄÍÊ, áåëîê-áåëîê.

Ãëèîìà — ãèïåðýêñïðåññèÿ ìÐÍÊ [49], êîëîðåêòàëüíûé
ðàê — ñíèæåíèå ýêñïðåññèè ìÐÍÊ [20].

KHSRP,
19p13.3

ÐÍÊ-ñâÿçûâàþùèé áåëîê KHSRP/KSRP, òðîï-
íûé ê àäåíèí/óðàöèë-áîãàòûì ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòÿì è ðåãóëèðóþùèé ïîñòòðàíñêðèïöèîí-
íóþ ñòàáèëüíîñòü ìÐÍÊ.

Ïî÷å÷íî-êëåòî÷íàÿ êàðöèíîìà õèìåðíûé ãåí
KHSRP-TFE3 [32], ãëèîáëàñòîìà — ïîäòâåðæäåíî ó÷àñ-
òèå ïðîäóêòà ãåíà â ãåíåçå çàáîëåâàíèÿ [47].
Ó÷àñòèå â ëåéêåìîãåíåçå â íàñòîÿùåå âðåìÿ íå ïîêà-
çàíî. Îáñóæäàåòñÿ ó÷àòèå â ðåãóëÿöèè ãåìîïîýçà [7].

TMEM200B,
1p35.3

Òðàíñìåìáðàííûé áåëîê Íå ïîêàçàíî

SAMD5, 6q24.3 Íåäîñòàòî÷íî ñâåäåíèé Íå ïîêàçàíî

ABCG4,
11q23.3

Âõîäèò â ñóïåðñåìåéñòâî ÀÒÔ-ñâÿçûâàþùèõ
(ABC) ïåðåíîñ÷èêîâ. ABC áåëêè òðàíñïîðòè-
ðóþò ðàçëè÷íûå ìîëåêóëû ÷åðåç âíå- è âíóò-
ðèêëåòî÷íûõ ìåìáðàíû.

Íå ïîêàçàíî

GSG1L,
16p12.1

Èîíîòðîïíûé ðåöåïòîð ãëóòàìàòà, ïåðåäà¸ò
áûñòðûå âîçáóæäàþùèå ñèãíàëû â ñèíàïñàõ
íåðâíîé ñèñòåìû ïîçâîíî÷íûõ.

Íå ïîêàçàíî

CLDN7,
17p13.1

×ëåí ñåìåéñòâà Claudin: èíòåãðàëüíûå ìåìáðàí-
íûå áåëêè è ýëåìåíòû íèòåé çàïèðàþùåé çîíû.
Íèòè çàïèðàþùåé çîíû ñëóæàò â êà÷åñòâå ôèçè-
÷åñêîãî áàðüåðà äëÿ òðàíñïîðòà âåùåñòâ ïî ìåæ-
êëåòî÷íîìó ïðîñòðàíñòâó, à òàêæå èãðàþò âàæíóþ
ðîëü â ïîääåðæàíèè êëåòî÷íîé ïîëÿðíîñòè.

Ðàê ìîëî÷íîé æåëåçû — ñíèæåíèå ýêñïðåññèè áåëêà
CLDN7 [37], ðàê ÿè÷íèêîâ — ãèïåðýêñïðåññèÿ ìÐÍÊ
[14].

CXCL14,
5q31.1

Ïðèíàäëåæèò ê ñåìåéñòâó öèòîêèíîâ, ó÷àñòâó-
þùèõ â èììóíîðåãóëÿòîðíûõ è âîñïàëèòåëü-
íûõ ïðîöåññàõ.

Ãèïåðýêñïðåññèÿ ìÐÍÊ ïðè ðàêå ïðîñòàòû [43], ãèïåðìåòè-
ëèðîâàíèå, ñíèæåíèå ýêñïðåññèè ìÐÍÊ è áåëêà ïðè êîëî-
ðåêòàëüíîé êàðöèíîìå [10, 31], ãèïåðìåòèëèðîâàíèå ïðîìî-
òîðíîé îáëàñòè â èíòåñòèíàëüíûõ íåéðîýíäîêðèííûõ îïóõî-
ëÿõ, ñíèæåíèå ýêñïðåññèè ìÐÍÊ â ìåòàñòàòè÷åñêèõ îïóõîëÿõ
ïî ñðàâíåíèþ ñ ïåðâè÷íûìè íîâîîáðàçîâàíèÿìè [18].

DLK2,
6p21.1

Ìîäóëÿòîð àäèïîãåíåçà. Ëåíòîâèäíîêëåòî÷íûé ðàê ïðîñòàòû — ìóòàöèè ñ íàðó-
øåíèåì ñòðóêòóðû áåëêà [29], ìåëàíîìà — ñíèæåíèå
ýêñïðåññèè áåëêà DLK2 [34].

AIFM3,
22q11.21

Ôàêòîð, èíäóöèðóþùèé àïîïòîç, àññîöèèðî-
âàííûé ñ ìèòîõîíäðèÿìè.

Ãåïàòîìà — ïîäàâëåíèå ýêñïðåññèè ÷åðåç ìèÐ-210
[46].

—
7p21.1

Ìåæãåííûé CpG-îñòðîâîê Íåò äàííûõ.

SOX8,
16p13.3

Áåëîê ñåìåéñòâà SOX — òðàíñêðèïöèîííûõ
ôàêòîðîâ, ó÷àñòâóþùèõ â ðåãóëÿöèè ýìáðèî-
íàëüíîãî ðàçâèòèÿ.

Ðàê ë¸ãêèõ — ñíèæåíèå ýêñïðåññèè áåëêà SOX8 [44],
ãåïàòîöåëëþëÿðíàÿ êàðöèíîìà — ãèïåðýêñïðåññèÿ
ìÐÍÊ [48], îïóõîëè ãîëîâíîãî ìîçãà — ýêñïðåññèÿ
ìÐÍÊ, îòñóòñòâóþùàÿ â íîðìå [11].



Ãåí KHSRP êîäèðóåò áåëîê KHSRP/KSRP, ñâÿçûâà-
þùèé àäåíèí/óðàöèë-áîãàòûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
ìÐÍÊ. ÀÓ-áîãàòûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè îáíàðóæåíû
â 3’-íåòðàíñëèðóåìûõ îáëàñòÿõ ìíîãèõ ìÐÍÊ, êîäèðó-
þùèõ ðåãóëÿòîðû êëåòî÷íîãî ðîñòà è âûæèâàåìîñòè, òà-
êèå êàê öèòîêèíû è áåëêè-ñóïðåññîðû îïóõîëåâîãî ðîñ-
òà. Ñòàáèëèçàöèÿ ìÐÍÊ áåëêàìè, ñâÿçûâàþùèìèñÿ
ñ ÀÓ-áîãàòûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè, èãðàåò âàæíóþ
ðîëü â ñïåêòðå ïîñòòðàíñëÿöèîííûõ ìåõàíèçìîâ ãåííîé
ðåãóëÿöèè ðîñòà, äèôôåðåíöèðîâêè è ìàëèãíèçàöèè ãå-
ìîïîýòè÷åñêèõ ñòâîëîâûõ êëåòîê, íàðÿäó ñ ìèêðîÐÍÊ
êàê ðåãóëÿòîðàìè ñòàáèëüíîñòè ìÐÍÊ [7]. Âûñîêàÿ ýêñ-
ïðåññèÿ KSRP áûëà îáíàðóæåíà â ôàçå áëàñòíîãî êðèçà
õðîíè÷åñêîãî ìèåëîèäíîãî ëåéêîçà ïî ñðàâíåíèþ ñ õðî-
íè÷åñêîé ôàçîé çàáîëåâàíèÿ [36].

Äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ â äèàãíîñòèêå ÌÎÁ ïðè äåòñêîì
ÎÌË ñôîðìèðîâàíà ñèñòåìà ìàðê¸ðîâ ìåòèëèðîâàíèÿ,
â êîòîðóþ âêëþ÷åíî 13 èç 16 äèôôåðåíöèàëüíî ìåòèëè-
ðîâàííûõ ëîêóñîâ, âûÿâëåííûõ â èññëåäîâàíèè. Ïðèí-
öèïû âêëþ÷åíèÿ ëîêóñà â ñèñòåìó ìàðê¸ðîâ: âûñîêàÿ
÷àñòîòà ìåòèëèðîâàíèÿ â îáðàçöàõ äî ëå÷åíèÿ (>25%),
÷¸òêîå ðàçðåøåíèå ôðàãìåíòà íà ýëåêòðîôîðåãðàììå.
Òàêèì îáðàçîì, ëîêóñû, ïðèíàäëåæàùèå ãåíàì SAMD5

è RNF138, íå ó÷àñòâóþò â ôîðìèðîâàíèè ñèñòåìû, òàê
êàê èõ áëèçêîå ðàñïîëîæåíèå íà ýëåêòðîôîðåãðàììå íå
äàåò äîñòàòî÷íîé èíôîðìàòèâíîñòè äëÿ àíàëèçà íàëè-
÷èÿ ïèêà ëîêóñà è îïðåäåëåíèÿ åãî âûñîòû. Ëîêóñ, ïðè-
íàäëåæàùèé ìåæãåííîìó CpG-îñòðîâêó, ïîêàçàë íèç-
êèé ïðîöåíò ìåòèëèðîâàíèÿ â îáðàçöàõ äî ëå÷åíèÿ, ïîý-
òîìó òàêæå èñêëþ÷åí èç ñèñòåìû äèàãíîñòè÷åñêèõ
ìàðê¸ðîâ.

Âûáðàííûé íàáîð ëîêóñîâ ÿâëÿåòñÿ â èññëåäîâàííîé
âûáîðêå äîñòàòî÷íûì äëÿ îäíîçíà÷íîé èäåíòèôèêàöèè
îïóõîëåâîãî ïðîöåññà è, ñëåäîâàòåëüíî, ïîòåíöèàëüíî
ïðèìåíèì äëÿ îïðåäåëåíèÿ ÌÎÁ. Îòâåò íà âîïðîñ î
âîçìîæíîñòè ìîëåêóëÿðíîé êëàññèôèêàöèè ÎÌË íà
áàçå âûÿâëåííûõ àíîìàëüíî ìåòèëèðîâàííûõ ýëåìåí-
òîâ ãåíîìà âîçìîæåí ïðè äàëüíåéøåì óâåëè÷åíèè
îáú¸ìîâ âûáîðêè.
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By use of the unbiased differential DNA methylation screening we have identified 16 novel genome loci aberrantly methylated in
pediatric acute myeloid leukemia. Almost all of them belong to promoter CpG islands except one corresponding to the intergenic CpG
island on the chromosome 7p21.1. Two of the genes shown to be abnormally methylated in our study encode proteins involved in the
epigenetic regulation of gene expression, namely, RXRA, involved in the posttranslational hystone modifications, and KHSRP/KSRP,
that binds to adenine/uracil rich RNA sequences and regulates posttranscriptional RNA stability. We suggest a system of 13 DNA
methylation markers, corresponding to the promoter regions of the EGFLAM, RXRA, MAFA, TMEM176A/TMEM176B, KHSRP,
TMEM200B, ABCG4, GSG1L, CLDN7, CXCL14, DLK2, AIFM3 and SOX8 genes, for the detection of minimal residual disease in pediat-
ric acute myeloid leukemia.

Key words: pediatric acute myeloid leukemia, minimal residual disease, DNA differential methylation, amplification of
intermethylated sites, unbiased differential methylation screening
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