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 Принятые сокращения: МОБ – минимальная остаточная болезнь; ОМЛ – ост-
рый миелоидный лейкоз; ОЛЛ – острый лимфоидный лейкоз; ХМЛ – хро ни чес-
кий миелоидный лейкоз; ХЛЛ – хронический лимфоидный лейкоз; ОТ – обрат-
ная транскрипция; ПЦР – полимеразная цепная реакция; ОТ-ПЦР – обратная 
транс крипция с последующей ПЦР; AML1-ETO – химерная последовательность, 
состоящая из частей генов AML1 и ETO; FRET (fl uorescence resonance energy 
transfer) – флуоресцентный резонансный перенос энергии; RCA (Rolling Cir cle 
Amplifi cation) – размножение по механизму катящегося кольца; RQ-PCR (а также 
qPCR и qRT-PCR) – ПЦР в режиме «реального времени»; SNP − одно нук лео тид-
ный полиморфизм; Taq ДНК-полимераза – ДНК-зависимая ДНК-поли ме раза из 
Thermus aquaticus.
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I. ВВЕДЕНИЕ
Многие злокачественные заболевания ассоциированы с хромо сом ными 
аномалиями, возникшими в результате хромосомных транс ло каций. 
Хромосомные транслокации приводят к изменению экспрессии генов 
и/или к образованию слитых (химерных) генов, экспрессирующих 
химерные продукты (РНК и белки), которые могут служить как 
диагнос тическими маркерами, так и терапевтическими мише нями. 
Наиболее чувствительная диагностика основана на обнару жении 
маркер ной химерной РНК с использованием полимеразной цепной 

8 2010 г.



Е.В.Четверина, А.Б.Четверин388

реакции (ПЦР) [1, 2]. Сначала с помощью обратной транскрипции 
(ОТ) синтезируют ДНК-копию химерной РНК и затем с помощью 
ПЦР размножают область стыка слитых генов в химерной кДНК, 
используя праймеры, комплементарные последовательностям, 
лежащим по разные стороны от места стыка [3–5].
 Теоретически, с помощью ПЦР можно обнаружить единственную 
молекулу мишени. Однако реальная чувствительность при анализе 
клинических образцов, содержащих большое количество посторон-
них нуклеиновых кислот, в 100–1000 раз ниже [6]. Преодолеть боль-
шинство проблем, снижающих чувствительность и достоверность 
ПЦР-анализа, а также затрудняющих количественное определение 
РНК-мишени, помогает использование изобретенного нами метода нано-
колоний (другие названия: молекулярные колонии, полонии) [7, 8].
 Наноколонии образуются при размножении матричных наномо-
лекул в среде, полимерный матрикс которой образует трехмерную 
сеть с размером пор в нанометровом диапазоне [9–16]. Например, 
можно «выращивать» колонии РНК в агарозе с помощью РНК-за-
ви си мой РНК-полимеразы фага Qβ [17, 18] или колонии ДНК в 
полиакриламидном геле с помощью термостабильных ДНК-поли-
мераз [19, 20]. При этом, с одной стороны, каждая колония состоит 
из идентичных молекул, что позволяет анализировать, фактически, 
исходную молекулу, а с другой стороны, каждая исходная молекула 
ДНК-мишени образует колонию, что позволяет путем подсчета коло-
ний прямо определять титр мишени.
 На уникальной способности разделять в пространстве (компарт-
мен та лизовать) амплификацию и экспрессию индивидуальных моле-
кул ДНК или РНК основаны различные приложения наноколоний. 
Впервые метод наноколоний был применен в 1991 г.: для обнаруже-
ния в воздухе единичных молекул реплицирующихся матриц, что 
послу жило наиболее весомым аргументом в опровержении гипо тезы 
спонтанного синтеза РНК [17]. Способность наноколоний обна ру жи-
вать продукты реакций между одиночными молекулами привела к 
откры тию саморекомбинации РНК [21] и выявлению многообразия 
меха низмов рекомбинации РНК, осуществляемой разными РНК-за-
виси мыми РНК-полимеразами [22, 23]. Поскольку наноколонии 
пред став ляют собой потомство индивидуальных матричных молекул 
(моле ку лярные клоны), они позволяют осуществлять клонирование 
чистого генетического материала и проводить прямой скрининг генов 
in situ, в том числе по функции кодируемых этими генами белков 
[24, 25].
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 Многогранны возможности наноколоний в диагностике. На 
примере вирусных мишеней было показано, что с помощью нано-
ко лоний можно надежно обнаружить одну молекулу ДНК или две 
моле кулы РНК в образце крови человека, содержащем в триллион раз 
большее количество нуклеиновых кислот [19, 20]. Пространственное 
разделение размножения индивидуальных молекул нуклеиновых 
кислот, неизбежно присутствующих в клинических образцах, 
устра няет помехи со стороны неспецифического синтеза (который 
в случае размножения в жидкости является основным фактором, 
огра ничивающим чувствительность обнаружения мишени), исклю-
чает конкуренцию между одновременно размножаемыми матри-
цами при мультиплексном анализе [19, 20], а также позволяет с 
непревзойденной чувствительностью выявлять обладающие лекарст-
венной устойчивостью минорные клоны злокачественных клеток 
[26]. Наконец, возможность идентифицировать cis-элементы делает 
наноколонии уникальным инструментом для выявления химер ных РНК 
[27], картирования генов и определения гаплотипа [28], выяснения 
экзонного состава РНК [29] и секвенирования in situ [30]. 
 В этом обзоре мы обсуждаем роль хромосомных транслокаций 
в воз ник новении и диагностике онкологических заболеваний и рас-
смат ри ваем полную процедуру диагностики заболеваний, ассоцииро-
ванных с появлением химерных РНК, на примере обнаружения с 
помощью наноколоний минимальной остаточной болезни при остром 
миелоидном лейкозе.

II. ХРОМОСОМНЫЕ ТРАНСЛОКАЦИИ

ХРОМОСОМНЫЕ АНОМАЛИИ ПРИ ОНКОЛОГИЧЕСКИХ 
ЗАБОЛЕВАНИЯХ

Хромосомные аномалии характерны для раковых клеток: они 
обнаружены во всех основных типах злокачественных опухолей. 
На сегодняшний день насчитывается 57709 видов хромосомных ано-
малий (в соответствии с базой данных Мительмана на сайте Нацио-
нального Института Рака США [31]) и в результате развития методов 
моле кулярной цитогенетики и других областей науки все с большей 
ско ростью продолжается выявление новых видов. 
 В Классификации опухолей Всемирной организации здравоох ра-
нения (World Health Organization Classifi cation of Tumours − проект 
ВОЗ, призванный обеспечить международный стандарт для класси-
фикации опухолей и представляющий собой периодическую публи-
кацию серии книг, так называемых «WHO Blue Books» [32]) предла-
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гается все большее число хромосомных аномалий использовать в 
качестве признака заболевания: то есть для постановки диагноза, 
выбора тактики лечения, а также в качестве прогностического 
маркера.
 Хромосомные аномалии делят на два класса: сбалансированные 
хромосомные перестройки и хромосомный дисбаланс [33]. При 
хромо сомном дисбалансе уменьшается или увеличивается коли чество 
хромосомного материала, что проявляется как полная или частичная 
трисомия, моносомия, делеции, внутри- или экстрахромосомные 
ампли фикации. Сбалансированные хромосомные перестройки не 
изме няют количество хромосомного материала.
 Многие из аномалий являются следствием транслокаций (пере-
носа участка хромосомы), которые могут приводить как к сбалан си-
ро ванным, так и к несбалансированным хромосомным пере стройкам. 
В более узком значении под транслокацией (их также называют 
реци прокными транслокациями) подразумевают обмен участками 
между двумя негомологичными хромосомами, приводящий к сбалан-
си рованной перестройке хроматина [34]. Такие транслокации могут 
иметь два последствия. В одном случае перестройка затрагивает 
регу ляторные элементы генов, не меняя их кодирующие части, и 
при водит к изменению экспрессии нормального гена. В другом 
случае транслокация затрагивает кодирующую часть и приводит к 
обра зованию слитого (химерного) гена. Экспрессия химерных генов 
приводит к появлению химерных продуктов: химерной мРНК и 
химерного белка, которые, с одной стороны, обладают измененными 
свойствами по сравнению с продуктами исходных генов, а с другой 
стороны, могут служить маркерами злокачественных клеток [33]. 
 В 1978 г. для систематизации цитогенетических аномалий была 
разра ботана Международная цитогенетическая номенклатура ISCN 
(Inter national System for Human Cytogenetic Nomenclature) [35]), 
которая неоднократно обновлялась [36, 37]; последние изменения и 
дополнения были внесены в нее в 2009 г. [38]. 
 По этой номенклатуре хромосомные аберрации обозначают 
символами из латинских букв. Приведем некоторые из них: t − транс-
локация, del − делеция, ins − инсерция, inv − инверсия, dic − дицент-
ри ческая хромосома. Запись аберрации, приводящей к образованию 
фила дельфийской хромосомы (Ph), об открытии которой будет 
сказано далее, выглядит следующим образом: t(9;22)(q34;q11), где 
t − транс локация, в первых скобках − номера хромосом, между кото-
рыми она произошла, во вторых скобках − обозначение плеча соот-
ветст вующей хромосомы и нóмера цитогенетической полосы в точке 
разрыва.



Наноколонии и диагностика онкологических заболеваний 391

 Один и тот же ген может участвовать как в сбалансирован ных, так 
и в несбалансированных перестройках, а также может рекомби ни ро-
вать с разными партнерами. В качестве примера можно привести ген 
ETV6: несбалансированная аберрация dic(9;12)(p13;p13) вовлекает 
гены PAX5 и ETV6, а сбалансированные аберрации t(12;21)(p13;q22) и 
t(12;22)(p13;q12) вовлекают соответственно пары генов ETV6/RUNX1 
и ETV6/MN1 [31]. Все перечисленные хромосомные аномалии ассо-
циированы с лейкозами [31, 39].
 Одна и та же аномалия может лежать в основе различных заболе-
ваний. Так, например, хромосомная транслокация t(12;22)(p13;q12), 
вов лекающая гены ATF1 (синоним − CHOP) и EWSR1 (синоним − 
EWS), обнаруживается при саркомах и меланомах [40]. И, наоборот, 
существуют хромосомные транслокации, обнаружение которых сви-
детельствует о наличии конкретной болезни. Например, хромо сом-
ная транслокация t(11;22)(q24;q12) встречается только при саркоме 
Юинга (Ewing’s sarcoma) и обуславливает 90–95% случаев этого 
забо левания [41]. Слитыми при этой транслокации оказываются 
гены FLI1 и EWSR1. Оставшиеся случаи саркомы Юинга приходятся 
на другие транслокации, наиболее частая (на нее приходится 5-10% 
случаев) из которых t(21;22)(q22;q12) приводит к слиянию генов ERG 
и EWSR1 [42].
 Из приведенных выше примеров следует, что одна и та же 
фор мальная запись хромосомных аберраций [в данном примере 
t(12;22)(p13;q12)] может относиться к совершенно разным парам 
генов и к разным заболеваниям. Иногда, чтобы избежать путаницы, 
используют более точное указание места перекреста хромосом отно-
си тельно цитогенетических полос [33, 34]. Более развернутое указа-
ние места перекреста в соответствии с базой данных «Genecards» 
[43] делает записи транслокаций различающимися: между генами 
ETV6/MN1 − t(12;22)(p13.2;q12.1), между генами ATF1/EWS − 
t(12;22)(p13.12;q12.2). Другой вариант записи транслокаций [44, 
45] − вместо или в дополнение к обозначению мест перекреста на 
хро мосомах указывают пару генов, участвующих в транслокации, 
напри мер: t(12;22) ETV6-MN1 и t(12;22) ATF1-EWS.
 В результате реципрокных (сбалансированных) транслокаций 
образуются две химерные хромосомы и, соответственно, два химер-
ных гена. Иными словами, если транслокация затрагивает гены А и 
В, то образуется реципрокная пара химерных генов А–В (где 5'-часть 
гена А предшествует 3'-части гена В) и В–А (где 5'-часть гена В пред-
шест вует 3'-части гена А). Обычно в диагностике определяют продукт 
эксрес сии только одного из пары химерных генов [46].
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 Например, в результате транслокации t(8;21)(q22;q22) образуются 
два химерных гена: AML1-ETO и ETO-AML1 (рис. 1). Однако у 
всех больных лейкозом, ассоциированным с этой транслокацией, 
обнаруживают только один вид химерного транскрипта из двух 
возможных – AML1-ETO мРНК [3, 47]. 

Рис. 1. Схемы 8 и 21 хромосом до (А) и после (Б) транслокации t(8;21)(q22;q22).
 Схемы нормальных хромосом взяты с сайта базы данных «Genecards» [43]. 
Стрел ками указано место перекреста.
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 Транслокация t(15;17)(q22;q21) приводит к появлению химерной 
мРНК PML-RARA [48], но у некоторых пациентов в дополнение к 
PML-RARA РНК обнаруживают химерную мРНК RARA-PML [49]. 
 Появление и/или высокий уровень второго химерного продукта 
может свидетельствовать о более тяжелом течении болезни, как, 
напри мер, в случае лейкоза, ассоциированного с t(12;21)(p13;q22). У 
76% таких больных, помимо РНК TEL-AML1, являющейся основным 
химерным продуктом, обнаруживают реципрокный вариант − 
AML1-TEL РНК. Высокий уровень последней связан с неблаго прият-
ным прогнозом [50].
 Интересно обстоит дело с транслокацией t(9;22)(q34;q11), при 
которой взаимодействуют 9 и 22 хромосомы [51]. В 22 хромосоме в 
гене BCR есть два основных участка разрыва: M-bcr (major) − между 
12 и 16 экзонами − и m-bcr (minor) − в первом интроне. На 9-ой хро мо-
соме в гене ABL есть только один участок разрыва: в первом интроне 
[46]. Транслокация по M-bcr приводит к синтезу химерного белка 
BCR-ABL − p210BCR-ABL, характерного для хронического миелоидного 
лейкоза (ХМЛ) [52, 53], а транслокация по m-bcr − к появлению 
химер ного белка BCR-ABL (встречающегося в литературе под назва-
ниями p185BCR-ABL [54] или p190BCR-ABL [55]), который специфичен для 
острого лимфоидного лейкоза (ОЛЛ) [54, 55]. У 65% пациентов с 
ХМЛ также обнаруживают короткий химерный транскрипт ABL-BCR 
[56], кодирующий белок p40ABL-BCR, в то время как длинный химер ный 
транскрипт ABL-BCR, кодирующий белок p96ABL-BCR, обнаруживается 
у 100% пациентов с ОЛЛ, ассоциированным с этой транслокацией [57]. 
Различен и механизм лейкемогенеза. Так, p210BCR-ABL способен сам по 
себе, то есть в отсутствие p40ABL-BCR, индуцировать и поддерживать 
лей коз, в то время как при ОЛЛ оба химерных белка − p96ABL-BCR и 
p185BCR-ABL/p190BCR-ABL − участвуют в развитии болезни [58]. Кроме 
того, при этой транслокации, наряду с химерными, экспрессируются 
и нормальные гены [59, 60].
 В ряде случаях было показано, что экспрессируется только 
химер ная аллель, а экспрессия нормальной аллели оказывается подав-
ленной. Так, например, при лимфоме Беркитта, 90% случаев которой 
ассо циировано с транслокациями между хромосомами 8 и 14 [61], 
акти ви рована химерная аллель, в то время как нормальная аллель 
гена MYC, находящаяся на хромосоме 8, не транскрибируется [61, 
62]. Продукты химерных генов могут сами участвовать в подавлении 
экспрес сии нормальных генов, например, химерные белки AML1-
ETO и PML-RARA репрессируют транскрипцию своих нормальных 
генов AML1 и RARA через образование транскрипционного ко-реп-
рес сорного комплекса, содержащего гистон-деацетилазу [63].
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ИЗ ИСТОРИИ ОТКРЫТИЯ ХРОМОСОМНЫХ ТРАНСЛОКАЦИЙ

Роль генетических изменений в возникновении онкологических 
забо леваний долгое время была предметом споров. Еще в 1890 г. 
Давид Пауль фон Ганземан наблюдал асимметричное деление ядер 
при митозе в человеческих раковых клетках. Он предположил, что в 
основе перерождения нормальных клеток в злокачественные лежат 
хромосомные нарушения и что эти нарушения возникают при делении 
клеток [64]. 
 И только через 70 лет, в 1960 году, Питер Ноуэлл и Дэвид Хангер-
форд [65], изучая лейкоциты больных хроническим миелоидным 
лей козом, обнаружили укороченную 22 хромосому. Эту хромосому 
впоследствии стали называть «филадельфийской» (от Филадельфии – 
города, в котором было сделано это открытие) [66]. Это стало первым 
примером существования связи между конкретной хромосомной 
перестройкой и определенным типом онкологического заболевания. 
Тем самым было доказано, что злокачественные опухоли могут воз ни-
кать в результате хромосомных изменений в соматических клетках. 
Долгое время до этого считалось, несмотря на предположение Ган-
земана, что возникновение многочисленных хромосомных анома лий 
в клетках злокачественных опухолей является проявлением неста-
биль ности генома1 таких клеток и хромосомные аномалии являются 
только следствием, а не причиной злокачественной трансформации 
клеток [66]. Последующий поиск точного места перекреста привел 
к откры тию генов, вовлеченных в транслокацию, и выяснению функ-
ций кодируемых этими генами белков, в том числе, химерных. Это, в 
свою очередь, привело к обнаружению ингибиторов данных белков 
и обеспечило прогресс в лечении онкологических заболеваний.
 Между открытиями Ганземана и Ноуэлла, Хангерфорда пролегает 
целая эпоха, как историческая, так и научная. Перечислим лишь неко-
торые открытия, которые были сделаны в этот промежуток времени 
и так или иначе способствовали обнаружению транслокаций и выяс-
не нию их роли в возникновении злокачественных заболеваний. Неко-
торые открытия, хотя напрямую и не относятся к транслокациям, 
нас только глобальны, что их невозможно не упомянуть, так как они 
явля ются историческими вехами в развитии генетики и молекулярной 
биологии.

 1 Нестабильность генома действительно является неотъемлемым свойством 
и признаком клеток злокачественных опухолей. Она заключается в увеличении 
вероят ности возникновения и закреплении в ряду клеточных поколений разно-
образных изменений генома [67].
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 Д.Ганземан высказал свое предположение всего через два года 
после того, как в 1888 г. Г.Уолдер ввел термин «хромосома» (что 
озна чает в переводе с греческого «chroma» окрашенный и «soma» − 
тело) [68] для обозначения структур, вовлеченных в процесс, пред-
ставляющий собой серию изменений в ядре и названный У.Флеммин-
гом в 1878 г. «кариомитозом» (karyomitosis − нитевидный метамор-
фоз) [69, 70].
 В 1909 г. Ф.Янссенс при изучении мейоза в половых клетках сала-
мандры открыл кроссинговер − явление обмена участками между 
гомо логичными хромосомами [71].
 В 1910-х годах Т.Х.Морган с сотрудниками в результате интен-
сив ных исследований хромосом дрозофилы сформулировал и 
экспериментально подтвердил хромосомную теорию наследствен-
ности [72, 73].
 В 1914 г. Т.Бовери опубликовал хромосомную теорию рака [74]. 
Открытия, сделанные уже в наше время, подтвердили справедливость 
его теории. Основными положениями теории Бовери являлись пред-
по ложения, что рак − это клеточная проблема, что раковая опухоль 
проис ходит из одной клетки и эта клетка имеет неправильный 
хрома тиновый комплекс, а хромосомные аномалии передаются всем 
дочерним клеткам и являются причиной неограниченного размно же-
ния клеток опухоли [75]. Теория Бовери долгие годы оставалась без 
внимания, так же, как в свое время остались без внимания законы 
наследственности, открытые Г. Менделем в 1865 г. [76] и пере от кры-
тые уже другими учеными в 1900 г. [77].
 В 1921 ученик Т.Моргана А.Стертевант обнаружил, что хромо сомы 
могут обмениваться не только гомологичными, но и другими участ-
ками [78]. Для подобных хромосомных перестроек, обнаруженных 
в клетках Datura stramonium (дурмана обыкновенного), Д.Беллинг 
и А.Блексли предложили термин «сегментный взаимообмен» [79]. 
В 20-х же годах прошлого века другой ученик Т.Моргана Г.Мюллер, 
облу чая дрозофилу, и Л. Стадлер, облучая ячмень и кукурузу, обна ру-
жили, что рентгеновское излучение вызывает разнообразные хромо-
сомные нарушения [80, 81]. Обилие полученных мутаций дало новый 
материал для исследований.
 В 1931 г. Барбара МакКлинток открыла мобильные гены (транс-
позоны), способные перемещаться по геному [82]. В 1944 г. О.Т.Эвери, 
с К.МакЛеодом и М.МакКарти, проводя опыты по трансформации 
бактерий, выяснили, что наследственным материалом является 
ДНК [83]. В 1953 г. Джеймс Уотсон и Фрэнсис Крик расшифровали 
структуру ДНК [84]. В 1956 г. Джо Хин Тижо и Альберт Леван 
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установили точное число хромосом у человека [85]. Они обнаружили, 
что число хромосом у человека равно 46, а не 48, как считалось 
прежде. Это событие впоследствии назвали рождением цитогенетики 
чело века [86]. В 1960 году Питер Ноуэлл и Дэвид Хангерфорд обна-
ру жили филадельфийскую хромосому [65]. В 1968 г. Торнбьёрн 
Кас перссон с сотрудниками при окрашивании хромосом растений 
акри хином получил хромосомы с поперечной исчерченностью [87], 
пред ставляющей собой чередование темных и светлых полос раз лич-
ной интенсивности. (Схематично такие полосы изображены на рис. 
1.) Это позволило идентифицировать не только хромосомы, но и их 
участки. Затем этот метод был применен и для окрашивания чело ве-
чес ких хромосом [88].
 В 1971 году на конференции цитогенетиков в Париже была 
разра ботана и принята номенклатура хромосом, согласно которой 
хромо сомам присвоили номера в порядке уменьшения их размера, 
а хромосомные полосы пронумеровали, начиная нумерацию от 
центро мер. Исключение было сделано для хромосомы, утроенной 
при синдроме Дауна и уже названной прежде «21-ой». Чтобы не 
вно сить путаницу, за этой хромосомой оставили номер 21, и таким 
обра зом, получилось, что 22-ая хромосома длиннее 21-ой. Также было 
утверждено решение Чикагской конференции от 1966 г. о том, чтобы 
обозначать короткое плечо хромосом буквой «p», а длинное плечо − 
буквой «q» [89] (рис. 1). В 1972 году она же –Жанет Роули, обнаружила 
транс локацию между 8 и 21 хромосомами − первую транслокацию, 
ассо ци ированную с конкретным заболеванием − с острым миелоид-
ным лейкозом [90]. В 1973 г. Жанет Роули обнаружила, что «филадель-
фийс кая» хромосома образуется в результате транслокации между 9 и 
22 хромосомами [91]. В 1976 г. была обнаружена транслокация между 
8 и 14 хромосомами, ассоциированная с лимфомой Беркитта [92], − 
транс локация, для которой раньше, чем для других транслокаций, 
были идентифицированы участвующие в ней гены − MYC и вариа-
бель ная область генов тяжелых цепей иммуноглобулинов [93–95]. В 
1982–1984 годы слитые гены филадельфийской хромосомы были иден-
ти фицированы как онкоген ABL (chr9) и BCR (chr22) [51, 96]. В 1991 
году были идентифицированы гены, участвующие в транслокации 
между 8 и 21 хромосом (AML1 и ETO) [97, 98].
 С тех пор было обнаружено много хромосомных транслокаций, 
ассо циированных с злокачественными новообразованиями, и генов, 
вовлеченных в этот процесс [66, 31].
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ХРОМОСОМНЫЕ ТРАНСЛОКАЦИИ, 
АССОЦИИРОВАННЫЕ С ЛЕЙКОЗОМ

Лейкозы
Лейкоз – злокачественная опухоль кроветворной системы, возникаю-
щая в костном мозге. При лейкозах кровяные клетки способны раз-
мно жаться на более поздних стадиях гемопоэза, чем в норме. При 
острых лейкозах размножаются клетки, находящиеся на стадиях 
диф фе ренцирования, а при хронических лейкозах – зрелые или прак-
ти чески зрелые [99]. Эти клетки не способны функционировать так, 
как нормальные клетки крови. В результате, снижение количества и 
утрата функций нормальных клеток приводят к анемии, подавлению 
иммунитета (и, как следствие, к инфекционным заболеваниям), кро-
вотечениям, негативным метаболическим последствиям повышен-
ного клеточного оборота, а циркуляция в организме недифференциро-
ван ных клеток приводит к появлению лейкозных инфильтратов в раз-
личных органах [100]. Течение острых лейкозов имеет агрессивный 
характер и без лечения они очень быстро приводят к летальному 
исходу (в течение недель или месяцев). При хроническом лейкозе 
больные могут жить без лечения в течение нескольких месяцев и 
лет [101].
 В 2001 году ВОЗ в сотрудничестве с Обществом Гематопатологии 
и Европейской Ассоциацией Гематопатологии опубликовала «Клас-
си фикацию Опухолей кроветворной и лимфоидной тканей» в 
рамках 3-его издания серии «WHO Classifi cation of Tumors» [102]. 
Эта классификация использует всю имеющуюся информацию − 
мор фологическую, цитохимическую, иммунофенотипическую, гене-
ти ческую, клиническую − для определения клинически значимых 
прояв лений болезни. В зависимости от того, дифференцировка каких 
клеток-предшественников нарушается, лейкозы делят на миелоидные 
и лим фоидные [102]. Если нарушена дифференцировка лимфоцитов, 
то это лимфоидный лейкоз, если других клеток крови, то это миелоид-
ный лейкоз. В классификации ВОЗ, термин «миелоидный» включает 
все клетки, принадлежащие к гранулоцитарному, моноцитарному, 
эрит роидному и мегалоцитарному рядам [45]. 
 Таким образом, выделяют четыре основных типа лейкозов: 
ОМЛ – ост рый миелоидный лейкоз, ОЛЛ – острый лимфоидный 
лейкоз, ХМЛ – хронический миелоидный лейкоз, ХЛЛ – хронический 
лим фоидный лейкоз [103]. Миелоидные лейкозы называют еще 
миелолейкозами [104], острые миелоидные лейкозы – миелобласт-
ными [105, 106], лимфоидные лейкозы – лимфолейкозами [104, 105], 
а острые лимфоидные лейкозы – лимфобластными [105, 106]. При-
мер ная частота встречаемости и другие особенности разных типов 
лейкозов приведены в табл. 1.
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Эпидемиология лейкозов
В России лейкозами в 2006 г. заболели 33% мальчиков и 31% 
дево чек от всех детей (0–14 лет), заболевших злокачественными 
новообразованиями, что в зависимости от возраста составило 5,1 
(0–4 года), 3,7 (5–9 лет), 2,6 (10–14 лет) заболевших на 100000 детей 
[107]. Среди всех возрастов лейкозами заболели 2,4% у мужчин и 
2,1% у женщин, заболевших злокачественными новообразованиями, 
что составило 7,5 заболевших на 100000 человек [104]. Хотя из 
при ве денных данных следует, что лейкозы в среднем у взрослых 
встре чаются не реже, чем у детей, тем не менее наблюдается прибли-
зи тельно двукратное уменьшение заболеваемости лейкозами в воз-
расте 20–45 лет по сравнению с заболеваемостью до 20 лет (рис. 2). 
Отли чается также частота разных типов лейкоза: у детей хронические 
лей козы редки и практически не встречается ХЛЛ, в то время как у 
взрос лых хронические лейкозы преобладают (рис. 2).
 В России в 2006 г лейкозы стали причиной смерти 34,4% маль-
чиков и 29,4% девочек, умерших от всех злокачественных заболева-
ний [108], что в зависимости от возраста составило 1,9 (0–4 года), 
1,2 (5–9 лет), 1,1 (10–14 лет) умерших на 100000 детей [107]. Среди 

Рис. 2. Заболеваемость лейкозами в зависимости от возрастной группы в 
2002–2006 гг. в США.
 График составлен по данным Национального Института рака США [103].
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взрос лых от лейкозов умерли 5,4 из 100000 человек, причем у мужчин 
лей козы составили 2,5%, а у женщин – 2,9% в структуре смертности 
от всех злокачественных заболеваний [108].
 В США лейкозы входят в десятку наиболее распространенных 
зло качественных заболеваний и на 1 января 2006 г. лейкозами болели 
или находились в ремиссии 231856 человек [102]. Лейкозами в США 
в 2006 г. заболели 30,6% детей (0–14 лет) (всего 2779 детей, из них 
2180 с диагнозом ОЛЛ и 373 с диагнозом ОМЛ) от всех заболевших 
онкологическими заболеваниями, что составило 4,7 заболевших на 
100000 детей. Умерли от лейкозов 28,7% детей (всего 417 детей, из 
них 188 от ОЛЛ и 137 от ОМЛ) от всех умерших от злокачественных 
забо леваний или 0,7 умерших на 100000 детей [109]. Другие статисти-
чес кие данные по разным типам лейкозов приведены в табл. 1.

Хромосомные транслокации, ассоциированные с лейкозом
Неслучайно транслокации были обнаружены при лейкозе: 40-50% 
случаев ОМЛ ассоциировано с хромосомными транслокациями, а 
95% случаев ХМЛ ассоциировано с филадельфийской хромосомой, 
образующейся при транслокации t(9;22)(q34;q11.2) (табл. 2 и [110]). 
В настоящее время известно около 500 хромосомных транслокаций, 
ассоциированных с лейкозами [111].
 Частоты наиболее распространенных (но далеко не всех часто 
встре чающихся) хромосомных аномалий при разных типах лейкозов 
приведены в табл. 2. Надо заметить, что частота конкретной хро мо-
сомной аномалии сильно зависит от возраста пациентов. Например, 
с возрастом у больных ОЛЛ увеличивается доля t(9;22) (3% у детей 
и 25% у взрослых) и уменьшается доля t(12;21) (22% у детей и 2% 
у взрослых) [112]. У детей до 1 года, больных ОМЛ, мажорными 
являются транслокации 11-ой хромосомы (более 30% всех случаев 
ОМЛ), наиболее частая из которых t(4;11), в то время как во всех 
дру гих возрастных группах эти транслокации встречаются в 1–3% 
слу чаев ОМЛ [89]. У детей до 1 года практически не встречается 
транс локация t(8;21), зато она наиболее частая в возрасте 1–19 лет: на 
ее долю приходится 15% случаев ОМЛ в этой возрастной группе [89].
 Поиск точек разрыва при хромосомных транслокациях оказался 
одним из наиболее эффективных способов выявления новых генов, 
которые участвуют в регуляции клеточного роста и в индукции 
зло ка чест венной трансформации. Так, например, обнаружение хро-
мо сомной транслокации t(8;21) привело к открытию гена AML1, 
распо ложенного на 21-ой хромосоме и кодирующего одноименный 
транс крипционный фактор гематопоэза [97]. 
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Таблица 2.
Наиболее частые хромосомные аномалии при острых лейкозах

Хромосомная
аномалия

Вовлеченные 
гены

Частота обнаружении
при данном типе лейкоза, %

ОМЛ 
[63]

ОЛЛ 
[63, 259]

ХМЛ 
[259, 260]

ХЛЛ 
[261]*

t(8;21)(q22;q22)** AML1–ETO 5–12
inv(16)(p13q22)/
t(16;16)(p13;q22)

CBFB–
MYH11

3–10

t(15;17)(q22;q21) PML–RARA 6–15
t(11q23) MLL 5–8 7–10
del(5q) 1–11
del(7q) 1–7
Трисомия 8-ой 
хромосомы

3–10

t(9;22)(q34;q11.2) BCR–ABL1 1–2 5–25 90–95
t(12;21)(p13;q22) TEL–AML1 10–25
t(1;19)(q23;p13.3) TCF3–PBX1 2–5
t(17;19)(q22;p13) TCF3–HLF 1
t(8;14), t(2;8), t(8;22) MYC 1–2
Трисомия 12-ой хромо-
сомы

13

del(13q14) 45
del(11q22–q23) 15
del(17p13) TP53 6
del(6q21) 5
Гипердиплоидность 
(>50 хромосом)

10–25

Гиподиплоидность 
(<45 хромосом)

1–5

Нормальный кариотип 30–50 20–45 18
ОМЛ – острый миелоидный лейкоз; ОЛЛ – острый лимфоидный лейкоз; 
ХМЛ – хронический миело идный лейкоз; ХЛЛ – хронический лимфоидный 
лейкоз.
* – данные пересчитаны как проценты от всех случаев ХЛЛ (в оригинальной 
статье приведены как проценты от всех хромосомных аномалий при ХЛЛ).
** – рекуррентные аномалии по классификации ВОЗ выделены жирным 
шрифтом.

Расшифровка аббревиатур генов (синонимы даны в соответствии с базами 
данных «GenAtlas» [113] и «Genecards» [43]; подчеркнут основной вариант 
названия в соответствии с Номенклатурой HGNC [262]:

AML1 (RUNX1, PEBP2A2, CBFA2, AMLCR1, RUN1, EVI13, TSG21A, AML1-
EVI-1, EVI-1) − acute myeloid leukemia.

Окончание табл. 2. см. на сл. стр.
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BCR (ALL, CML, PHL, D22S11, D22S662, BCR-ABL1, BCR1, FLJ16453) − 
breakpoint cluster region.

CBFB (PEBP2B)− core-binding factor, beta subunit.
ETO (RUNX1T1, MTG8, AM1L1T1, CDR, CBFA2T1, MGC2796, MTG8b, 

ZMYND2) − ETO − eight twenty one protein, MTG8 − myeloid translocation gene 
on 8q22.

HLF − hepatic leukemia factor.
MLL (EC 2.1.1.43, ALL1, CDK6/MLL fusion protein, CXXC7, FLJ11783, HRX, 

HRX1, HTRX, HTRX1, KMT2A, MLL/GAS7, MLL1A, MLL-AF4 der(11) fusion 
protein, TET1-MLL, TRX1) − myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia.

MYH11 (SMHC, SMMHC, AAT4, FAA4, FLJ35232, MGC126726, MGC32963, 
KIAA0866) − myo sin, heavy polypeptide 11, smooth muscle.

MYC (c-MYC, bHLHe39, MRTL) − v-myc myelocytomatosis viral oncogene 
homolog (avian).

PBX1 (HOXP, PMX1, DKFZp686B09108, MGC126627, PRL) − pre-B cell leukemia 
homeobox 1.

PML (MYL, TRIM19, PP8675, RNF71) − promyelocytic leukemia.
RARA (NR1B1, C13A4, RAR, RAR-alpha) − retinoic acid receptor, alpha.
TCF3 (E2A, ITF1, TCFE2A, EVI104, TFE2, MGC129647, MGC129648, bHLHb21, 

VDIR), − trans crip tion factor 3 (E2A immunoglobulin enhancer binding factors 
E12/E47).

TEL (ETV6, TEL/ABL, TEL1) − TEL oncogene.
TP53 (LFS1, TRP53, p53, FLJ92943) − tumor protein p53.

 Многие гены получили свои названия по типу лейкозов, при 
кото рых их обнаружили, например, название гена AML1 происходит 
от типа лейкозов, которые возникают при его нарушениях, – «acute 
myeloid leukemia», что означает «острый миелоидный лейкоз» (другие 
при меры такого рода названий приведены в подписи к табл. 2). Ген 
BCR, вовлеченный в транслокацию t(9;22), получил свое название от 
«break point cluster region» («область скопления точек разрыва») при 
иденти фикации точек разрыва в 22-ой хромосоме в участке слияния 
этого гена с геном ABL [96].
 Как выяснилось позже, многие из открытых таким образом генов, 
в частности, представленных здесь, кодируют киназы – тирозиновую 
(ABL) или сериновую (BCR) – и ключевые факторы транскрипции 
(AML1, MLL, PML, ETO, PBX1) [33, 66, 113, 114]. Понятно, что при из ме-
нении таких генов нарушается целый ряд процессов в организме.

Хромосомные транслокации, ассоциированные 
с острым миелоидным лейкозом

Острый миелоидный лейкоз (ОМЛ) − агрессивный тип лейкоза, чаще 
возникающий в раннем детстве и в пожилом возрасте [115].
 К рекуррентным (периодически повторяющимся) хромо-
сом ным аномалиям при ОМЛ по классификации ВОЗ от 2001 г. 

Окончание табл. 2.
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отно  сят t(8;21)(q22;q22)(AML1-ETO), inv(16)(p13q22) или 
t(16;16)(p13;q22)(CBF-MYH11), t(15;17)(q22;q12)(PML-RARA) 
и аномалии 11q23 (MLL), составляющие 30% всех случаев 
ОМЛ [116] и имеющие благоприятный прогноз [117]. В 2008 
году к рекуррентным хромосомным аномалиям при ОМЛ были 
добав лены t(6;9)(p23;q34)(DEK-NUP214), inv(3)(q21q26.2) или 
t(3;3)(q21;q26.2)(RPN1-EVI1), t(1;22)(p13;q13)(RBM15-MKL1) [45].

Хромосомная транслокация t(8;21)(q22;q22)
Диагностику онкологических заболеваний, ассоциированных с транс-
ло кациями, мы разрабатывали на примере диагностики лейкоза, 
ассо цииро ванного с транслокацией t(8;21)(q22;q22). Этот вариант 
лейкоза составляет до 12% всех случаев острых миелоидных лейко-
зов (табл. 2) и имеет благоприятный прогноз [118]. Пятилетняя выжи-
вае мость пациентов (в возрасте до 55 лет) при этой хромосомной 
ано малии сос тавляет от 60% до 70% [119].
 При этой транслокации в результате слияния генов AML1 (нахо-
дится на 21 хромосоме, номер в ген банке D43969) и ETO (находится 
на 8 хромосоме, номер в ген банке D14289) образуется химерный 
ген AML1-ETO [98], при экспрессии которого синтезируется мРНК 
AML1-ETO, являющаяся маркером данного вида лейкоза [3, 46]. 
В соответствии с номенклатурой HGNC эта мРНК имеет название 
RUNX1- RUNX1T1 (табл. 2).
 Ген AML1, длиной 150 т.п.о., включает в себя 9 экзонов [3] и 
кодирует ключевой транскрипционный фактор кроветворения, 
регулирующий экспрессию целой группы генов [120, 121, 122]. 
Помимо t(8;21)(q22;q22), ген AML1 участвует еще, по крайней 
мере, в 31 транслокации, из которых три, как и в случае AML1-
ETO, вовлекают восьмую хромосому [123]. Ген ETO, длиной 87 
т.п.о., включает в себя 13 экзонов [3] и кодирует транскрипционный 
корепрессор, взаимодействующий с другими корепрессорами, в том 
числе с гистон-деацетилазами [124, 125].
 Точки разрыва генов при t(8;21)(q22;q22) приходятся на интроны, 
и, хотя обнаружено несколько областей точек разрыва и слияния 
генов [126], при этой транслокации образуется единственный тип 
химерного транскрипта AML1-ETO, в котором экзон 5 гена AML1 
слит с экзоном 2 гена ETO и область стыка в мРНК AML1-ETO у всех 
больных этим видом лейкоза совпадает с точностью до нуклеотида 
[46, 127, 128].
 В работах 1990-х гг. были указания на существование вариантов 
альтернативного сплайсинга со сдвигом рамки считывания, в которых 
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между пятым экзоном AML1 и вторым экзоном ETO присутствуют 
вставки длиной 46–82 нт [129, 130]. Однако во всех случаях такие 
варианты были дополнительными к основному варианту [129, 130], 
и не исключена возможность, что эти варианты возникли как арте-
факты при использовании ретровирусных полимераз для обрат ной 
транскрипции [131] и/или полимераз из термостабильных орга низмов 
для ПЦР [2, 132, 133]. 
 Были обнаружены варианты альтернативного сплайсинга мРНК 
AML1-ETO, кодирующие укороченный химерный белок, однако 
имею щие в области стыка ту же последовательность, что и основной 
ва риант [134, 135]. 
 Последствия транслокации многогранны [125]. Анализ влияния 
транс локаций, в том числе, t(8;21), показал, что при ОМЛ наблюда-
ются изменения профиля экспрессии более 1000 генов, вовлеченных 
в транскрипцию, клеточный цикл, синтез белка и апоптоз [136]. 
Недав ние исследования выявили разностороннюю способность 
химер ного белка AML1-ETO непосредственно ингибировать ключе-
вые транскрипционные факторы кроветворения, являющиеся супрес-
сорами злокачественных опухолей в нескольких узловых точках 
дифференцировки [137].

Достаточно ли хромосомной транслокации 
для возникновения заболевания?

Хромосомные транслокации является частым и генетически ран-
ним, инициирующим событием, но необязательно приводящим к 
забо леванию [138]. 
 Изучение случаев лейкоза у монозиготных близнецов и ретро спек-
тивное исследование архивных неонатальных пятен крови пока зали, 
что часто (но не всегда) хромосомные транслокации, ассоцииро-
ванные с детскими лейкозами, возникают в утробе матери [139–141]; 
причем, латентный период в некоторых случаях превышает 10 лет 
[142]. Возможна также пренатальная передача лейкозного клона от 
матери к ребенку [143, 144]. 
 Хромосомная транслокация не обязательно приводит к онколо-
гическому заболеванию. Например, транслокации t(8;21) и t(12;21) 
обна руживаются в клетках пуповинной крови у новорожденных с 
час тотой в 100 раз большей, чем детская заболеваемость соответст вую-
щим типом лейкоза [145]. В большинстве случаев для возникновения 
лейкоза нужны дополнительные генетические изменения [146, 47], то 
есть нужен «второй удар» [147–149]. Так, например, было показано 
возникновение лейкоза в ситуациях, когда ЕТО-часть химерного 
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белка теряет способность связываться с гистон-деацетилазным 
комп лексом [150]. Утрата этой способности может вызываться раз-
ными причинами: отсутствием в ЕТО-части связывающего домена 
[135] из-за ранней терминации трансляции (например, из-за возник-
новения раннего стоп-кодона в результате альтернативного сплай-
синга [151], 135) или протеолитического расщепления, а также 
из-за мутаций в самом гистон-деацетилазном комплексе [152]. 
Гене ти ческим изменениям и перерождению прелейкозного клона в 
зло ка чественный могут способствовать и другие факторы [115], в 
том числе неправильный иммунный ответ на инфекцию [153].
 Необходимость дополнительных генетических изменений 
для воз ник новения заболевания не умаляет терапевтической и 
диаг ностической значимости выяснения вида транслокации при 
возник новении заболевания и слежения за химерными продук-
тами в процессе лечения. Возникнув, болезнь стойко связана с 
существованием злокачественного клона клеток, несущего хромо-
сомную транслокацию, и наличием в клинических образцах маркер-
ной химерной РНК [110, 154].

III. МИНИМАЛЬНАЯ ОСТАТОЧНАЯ БОЛЕЗНЬ

ЧТО ТАКОЕ МИНИМАЛЬНАЯ ОСТАТОЧНАЯ БОЛЕЗНЬ

Важной характеристикой онкологических заболеваний, в том числе 
лейкозов, является минимальная остаточная болезнь (МОБ) – 
состояние организма после лечения, при котором сохраняется 
популяция опухолевых клеток, не выявляемая при стандартном 
цитологическом исследовании крови и костного мозга, но выявляемая 
более чувствительными методами [110] (см. «Методы диагностики 
минимальной остаточной болезни»).
 В последнее время, в связи с появлением эффективных противо-
лейкозных препаратов и развитием чувствительных методов детекции 
молекулярных маркеров лейкозов, стали различать клинико-гемато-
логическую ремиссию, когда нет клинических проявлений [4, 
155], и «молекулярную ремиссию». Есть некоторое расхождение в 
опре делении термина «молекулярная ремиссия». Одни авторы под 
«молекулярной ремиссией» подразумевают «стойкое длительное 
отсутствие специфического РНК-маркера или сохранение его низкого 
уровня в крови и костном мозге» [156]. Другие источники определяют 
«молекулярную ремиссию» как полное отсутствие специфического 
РНК-маркера в крови и костном мозге при использовании для 
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детек ции самого чувствительного на сегодняшний день метода − 
ПЦР [157]. Такое же разночтение наблюдается и с определением 
«моле кулярного рецидива». В качестве консенсуса «молекулярный 
рецидив» можно определить как «появление РНК-маркера или уве-
личение его количества во время гематологической ремиссии» [156].
 Вероятно, причина отсутствия четких критериев молекулярной 
ремиссии и молекулярного рецидива кроется в том, что неизвестно, 
какое количество маркерной РНК можно считать «низким уровнем» 
или какое ее количество содержится в крови и костном мозге, когда 
она не детектируется, и какой продолжительности должно быть 
«стой кое длительное отсутствие» маркерной РНК, чтобы не было 
опас ности рецидива.. Неопределенность этих параметров связана 
с ограничениями методов, используемых для определения МОБ, в 
частности, с проблемами традиционной ПЦР (то есть ПЦР, прово ди-
мой в жидкости) [8].

АКТУАЛЬНОСТЬ ОБНАРУЖЕНИЯ 
МИНИМАЛЬНОЙ ОСТАТОЧНОЙ БОЛЕЗНИ

Исследование молекулярных механизмов лейкемогенеза способст-
вовало выявлению молекулярных мишеней для терапевтического 
воздействия [63, 158]. Применение новых химиопрепаратов привело 
к значительному улучшению результатов лечения разных типов лей-
козов [119, 159–161].
 В момент постановки диагноза острого миелоидного лейкоза 
в крови или костном мозге обнаруживают 20% и более бластных 
клеток – слабо дифференцированных клеток, которые в норме и 
при клинико-гематологической ремиссии практически отсутствуют 
в периферической крови и составляют менее 5% клеток костного 
мозга [45, 110]. При использовании современной интенсивной химио-
терапии ремиссия наступает у 60–80% больных ОМЛ [154].
 Однако без применения дополнительной терапии почти во всех 
случаях ОМЛ в течение нескольких недель или месяцев воз ни кает 
рецидив [154] (возобновление клинических проявлений, часто 
начи нающееся с появления очагов лейкозной инфильтрации [162]). 
Оставшиеся после лечения лейкозные клетки могут стать устой-
чи выми к противолейкозной терапии и привести к повышению 
уровня МОБ, несмотря на то, что цитоморфологически пациент 
остается в ремиссии [154]. В большинстве случаев происходит 
возоб новление роста популяции лейкозных клеток, что приводит к 
кли ни ческому рецидиву. Именно от рецидивов, которые при лейкозе, 
ассо циированном с t(8;21)(q22;q22), наблюдаются в 30–50% случаев 
[163, 164], больные в конечном итоге умирают.
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 Количественная диагностика МОБ важна практически на всех 
стадиях лечения болезни [165]. При использовании современных 
препаратов на ранних этапах лечения содержание лейкозных клеток 
быстро снижается до цитологически недектируемого уровня и опре-
деление МОБ на этом этапе лечения служит прогностической инфор-
мацией, превосходящей все известные классические прогностичес кие 
факторы [166]. Исследования показали, что пациенты с недетек ти руе-
мой МОБ имеют отличный прогноз и являются хорошими кандида-
тами для деинтенсификации лечения или, по крайней мере, не должны 
подвергаться дальнейшей интенсификации лечения. в отличие от 
пациен тов с высоким уровнем МОБ, которые нуждаются в экстренной 
необхо димости интенсификации лечения и даже использовании для 
лече ния новых подходов [110, 166, 167]. Предпосылками успешной 
пересадки костного мозга являются максимальное снижение МОБ 
до пересадки [168, 166] и благоприятные результаты отслеживания 
кине тики МОБ после пересадки костного мозга [169]. Особенно 
важно следить за МОБ в ремиссии для раннего обнаружения и пре-
дотвращения надвигающегося рецидива [154, 170]. 
 Принимая все это во внимание, можно сделать вывод, что отсле-
жи вание МОБ важно не только для контроля течения и прог ноза 
заболевания, но также для выбора наиболее эффективной и сопря-
жен ной с меньшим риском стратегии лечения [154], и поэтому 
опре деление МОБ необходимо включать во все протоколы лечения 
с целью выяснения эффективности выбранной лечебной процедуры 
для данного пациента [166]. 

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ МИНИМАЛЬНОЙ ОСТАТОЧНОЙ БОЛЕЗНИ

Методы, используемые для определения МОБ, должны отвечать сле-
дую щим требованиям: высокая чувствительность, специфичность, 
точное измерение количества маркера, техническая осуществимость 
(простота стандартизации и быстрое получение результатов для 
клинического применения), а также внутрилабораторная и межла бо-
ра торная воспроизводимость [166]. 
 МОБ определяют с применением разных методов: флюоресцент-
ной in situ гибридизации, проточной цитометрии и ПЦР [44]. Чувст-
вительность диагностики МОБ выражают величиной, обратной числу 
нормальных клеток, приходящихся на одну выявленную лейкозную 
клетку.
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Флюоресцентная in situ гибридизация
Флюоресцентная in situ гибридизация (FISH) заключается в гибри-
ди зации интерфазных или метафазных хромосом с ген-специфичес-
кими флуоресцентными зондами и подсчетом меченых хромосом с 
помощью флуоресцентного микроскопа. 
 Чувствительность FISH зависит от типа зондов, числа исследуе-
мых клеток [44] и находится в диапазоне 10–1−10–3, при этом транс ло-
ка ции обнаруживаются с меньшей чувствительностью, чем потери 
или увеличение числа хромосом [110].
 В вариантах FISH, известных как SKY (spectral kariotyping − 
спектральное кариотипирование) и M-FISH (мультиплексный FISH) 
используют наборы зондов, специфичных к разным хромосомам и 
окра шенных в разные цвета [44]. Когибридизация разных зондов с 
метафазными хромосомами позволяет выявить комплекс генетичес-
ких нарушений, в том числе транслокации [171]. Метод заключается в 
приготовлении метафазных хромосом, подготовки их к гибридиза ции, 
собственно гибридизации, сканировании, обработки изобра же ния и 
занимает около 6 дней [171].
 FISH применим в 40–60% случаев, и, помимо невозможности 
ана лиза большого числа клеток, его чувствительность ограничена 
ложно положительными результатами из-за случайной колокализации 
сигналов [110].

Проточная цитометрия
Метод основан на том, что лейкозные клетки имеют аномальный 
иммунофенотип − LAIP (leukemia-associated aberrant immuno phe-
no types). Процедура определения МОБ с помощью проточной 
цитометрии состоит в следующем: выделяют ядерные клетки крови 
или костного мозга, затем их инкубируют с моноклональными 
антителами, специфичными к поверхностным антигенам лейкозных 
клеток и меченными флуоресцентными группами, и пропускают 
через проточный цитометр, регистрируя флуоресцентный сигнал 
от клеток, несущих антитело [44]. Наиболее точные результаты 
получают с помощью мультипараметрической проточной цитометрии 
при использовании до 6 антител, меченных разными флуорофорами 
[172, 173, 174, 175]. К достоинствам метода относят применимость в 
тех ситуациях, когда отсутствуют генетические маркеры (химерные 
гены или другие генетические аномалии) относительные дешевизну 
и быстроту (1–2 дня) [175]. 
 Теоретически чувствительность метода может достигать 10–6, 
но на практике она гораздо ниже [175]. Факторы, снижающие чувст-
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ви тельность проточной цитометрии, следующие: (1) недостаточное 
различие антигенных профилей опухолевых и нормальных клеток, 
(2) существование нескольких субпопуляций лейкозных клеток, неко-
торые из которых малочисленны и поэтому трудно определяемы, 
(3) неспособность отследить изменение иммунофенотипа лейкозных 
клеток в период между диагнозом и рецидивом, (4) необходимость 
под счета большого числа клеток и использования высоко квалифи-
ка цированных кадров [175], (5) потеря клеток, зависящая от типа 
клеток и процедуры, используемой для их выделения [176].
 Если иммунофенотип лейкозных клеток достаточно отличим от 
иммунофенотипа нормальных клеток, то чувствительность состав-
ляет 10–4. В остальных случаях, когда иммунофенотипы лейкозных 
и нормальных клеток частично перекрываются, чувствительность 
детек ции понижается до 10−3 [177].
 Для достижения бóльшей специфичности предлагалось для 
каж дого пациента определять индивидуальный иммунофенотип 
лей козных клеток, используя большой набор антител, и сравнивать 
этот иммунофенотип с иммунофенотипом нормальных клеток кост-
ного мозга того же пациента для нахождения максимальной раз ницы 
[154]. Однако на конференции в Бетезде в 2006 г. пришли к выводу, 
что даже при таком подходе в 50% случаев использования про точной 
цитометрии не удается получить достоверные результаты. В целях 
сокращения финансовых затрат Международный Консенсус реко-
мендовал сводить к минимуму первоначальные исследования и 
направлять усилия на более интенсивный анализ образцов тех пациен-
тов, у которых при первоначальных исследованиях выявляется ярко 
выраженный аберрантный иммунофенотип, при этом для пер вичного 
скри нинга предлагается использовать около 30 видов антител [178].
 Изменчивость иммунофенотипа лейкозных клеток в период между 
диагнозом и рецидивом, которая наблюдается у 90% пациентов [173], − 
еще более серьезная проблема, часто приводящая к невозможности 
детекции МОБ и возникающая, вероятно, либо из-за нестабильности 
генома злокачественных клеток, либо из-за экспансии при рецидиве 
небольшого пула лейкозных клеток, фенотипически отличающего от 
основного и недетектируемого при постановке диагноза [154, 166]. 
Вероятно, со временем удастся выявить закономерности изменения 
имму нофенотипов лейкозных клеток, сопоставив эти изменения с 
рекуррентными генетическими нарушениями, свойственными тому 
или иному виду лейкоза, как, например, это удалось выявить для 
хромосомной транслокации t(15;17) (PML-RARA) [179].
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Полимеразная цепная реакция
Если лейкоз связан с образованием химерной РНК, то наиболее чувст-
вительный и специфичный метод – это детекция маркерной РНК с 
использованием обратной транскрипции (ОТ) и последующей поли-
меразной цепной реакции (ПЦР) [154]. Метод заключается в выделе нии 
из клинического образца суммарной РНК, синтеза кДНК с помощью 
обратной транскрипции и последующего размножения кДНК с 
использованием ПЦР. В ПЦР размножают область стыка составных 
частей химерной кДНК, используя праймеры, комплементарные 
последовательностям, лежащим по разные стороны от места стыка. 
Поскольку лишь при лейкозе данного вида эти последовательности 
ока зываются в пределах одной молекулы, синтез ДНК при ОТ–ПЦР 
должен в идеале происходить тогда и только тогда, когда образец 
содер жит соответствующую химерную РНК.
 Наибольшее признание получил вариант метода, позволяющий 
детек тировать продукт ПЦР в процессе синтеза − в режиме «реаль ного 
времени». Этот вариант метода обозначают как RQ-PCR [173] или как 
qPCR (qRT-PCR) [180]. ПЦР проводят в присутствии флуоресцентных 
репортерных молекул (флуоресцентных интеркалирующих красите-
лей и/или комплементарных ПЦР-продукту флуоресцентно меченных 
олигонуклеотидных зондов), флуоресценция которых усиливается 
при взаимодействии с размноженной ДНК. Количество мишени оце-
ни вают по номеру цикла ПЦР, при котором флуоресцентный сигнал 
начинает превышать фон. Чем больше стартовое количество мишени, 
тем раньше наблюдается это превышение.
 Чувствительность ОТ–ПЦР при детекции химерного транскрипта − 
10–4−10–6 [173]. При рутинном использовании, как правило, не пре-
вышает 10-5 [181].
 К факторам, ограничивающим чувствительность детекции 
РНК-мишени, относят подверженность РНК деградации и неопре-
деленность (невоспроизводимость) выхода обратной транс крип-
ции [177], ограниченную специфичность праймеров, снижаю щую 
чувствительность детекции в присутствии других нуклеи но вых 
кислот [180], необходимость нормирования сигнала с исполь зо ва-
нием внешнего и внутреннего стандартов и связанная с таким нор-
ми рованием несопоставимость данных разных лабораторий [154], 
невоспроизводимость измерения малых количеств мишени [180].
 Если лейкоз не ассоциирован с образованием химерных трапнс-
крип тов, то для детекции МОБ с помощью ОТ–ПЦР используют 
другие мишени, например, аберрантно экспрессируемые гены. Так, 
ген опухоли Вильмса (WT1 − Wilms’ tumor) имеет высокий уровень 
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экспрессии у 70% пациентов с диагнозом острого лейкоза и обна-
ру жение в крови или в костном мозге мРНК этого гена говорит 
о наличии, продолжении или возобновлении заболевания [182]. 
Огра ничением при таком подходе является высокий фон от РНК 
нормальных клеток костного мозга, который во многих случаях сни-
жает надежность определения. [177]. 
 Есть и другие потенциальные мишени для детекции МОБ, напри-
мер: мутантный ген нуклеофосмина NPM1, экспрессия которого резко 
возрастает при ОМЛ [183]. Специфическими мишенями (как для 
обна ружения МОБ с использованием QRT-PCR, так и для терапии) 
могут быть miRNA, набор которых коррелирует с разными типами 
лейкозов [63].
 Вероятно, не стоит спорить о том, какой из приведенных методов 
лучше. Каждый по-своему хорош в конкретной ситуации. На стадии 
постановки диагноза, когда количество лейкозных клеток в крови 
велико и не нужна высокая чувствительность анализа, но необходимо 
опре делить тип генетической аномалии и найти возможные маркеры, 
логично использовать FISH и другие цитологические методы.
 Для диагностики МОБ, если болезнь ассоциирована с трансло-
кацией и, соответственно, с появлением химерной РНК, предпочти-
тель нее использовать количественную ОТ–ПЦР как наиболее 
чувствительный метод и как метод, детектирующий мишень, непос-
редст венно связанную с лейкемогенезом [110, 154, 166]. Если же дан-
ный тип лейкоза не ассоциирован с транслокацией и химерного мар-
кера нет, то тогда можно использовать мультипараметрическую проточ-
ную цитометрию (но при этом необходимо сначала определить имму-
но фенотип лейкозных клеток) и/или использовать количественную 
ОТ–ПЦР для определения других маркеров заболевания (иные 
генетические аномалии, гиперэкспрессия генов).

IV. ПРИМЕНЕНИЕ НАНОКОЛОНИЙ ДЛЯ ДИАГНОСТИКИ 
МИНИМАЛЬНОЙ ОСТАТОЧНОЙ БОЛЕЗНИ

НАНОКОЛОНИИ
Принцип наноколоний

Наноколонии (или молекулярные колонии) образуются, когда 
экспоненциальное размножение наномолекул, к которым относятся 
РНК и ДНК, проводят в твердой среде с нанометровыми порами [9, 
12]. Ключевым моментом метода является иммобилизация среды. В 
такой среде отсутствует конвекция, в результате потомство каждой 
исходной молекулы не распространяется по всему реакционному 
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объему, как это происходит в жидкости, а концентрируется вокруг 
роди тельской молекулы, образуя колонию. Таким образом, каждая 
коло ния представляет собой потомство одиночной молекулы, то 
есть является молекулярным клоном, и состоит из идентичных моле-
кул, что позволяет обнаруживать, подсчитывать и анализировать 
одиночные молекулы ДНК и РНК.
 Для выращивания наноколоний можно использовать любую 
ферментативную систему амплификации нуклеиновых кислот [6]. 
Один из вариантов этого метода − размножение ДНК в полиак рил-
амид ном геле с использованием полимеразной цепной реакции [9, 
12, 19, 184]. При проведении ПЦР в тонком слое геля наноколонии 
распо лагаются в одной плоскости, в результате чего получают их 
дву мерное изображение. Простой подсчет наноколоний позволяет 
прямо определить титр исходных молекул ДНК и РНК в образце. 

Выращивание колоний ДНК
Так как ПЦР требует температурного циклирования в широком 
диапазоне температур, в том числе, нагрева до 92−94ºС для расплав-
ления двухцепочечной ДНК, то для выращивания колоний ДНК с 
помощью этой реакции используют термостойкую среду − полиак-
рил амидный гель [9, 12]. Гель приготавливают в лунке, сделанной 
в предметном стекле для микроскопии [7, 19]. Гель полимеризуют, 
про мывают и высушивают.
 Если анализируют РНК, то сначала проводят обратную транс крип-
цию (ОТ), чтобы перевести РНК в форму ДНК. Непосредственно 
перед экспериментом гели пропитывают полной реакционной смесью, 
содержащей дезоксинуклеотиды, олигонуклеотидные праймеры, 
тер мо стабильную ДНК-зависимую ДНК-полимеразу и исследуемый 
образец – ДНК или кДНК, и герметизируют. Затем стекла с гелями 
поме щают в термоциклер с плоской рабочей поверхностью (такие 
обычно используют для ПЦР in situ) и проводят температурное цикли-
рование, то есть собственно ПЦР.
 Для ОТ и ПЦР при обнаружении химерной AML1-ETO мРНК, 
являющейся маркером лейкоза, ассоциированного с транслокацией 
t(8;21), мы использовали праймеры, рекомендованнные консорциу-
мом «Европа против рака» (организацией, которая, в частности, 
зани мается разработкой стандартов для диагностики лейкозов) для 
детекции МОБ [3]. 

Детекция химерных наноколоний
Детектировать наноколонии можно разными способами [18, 28, 185, 
186]. Для детекции химерных колоний (то есть состоящих из молекул, 
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несущих слитые последовательности фрагментов генов AML1 и 
ETO) мы разработали 2 способа флуоресцентной детекции. Оба они 
основаны на гибридизации размноженной ДНК со специфическими 
зондами, комплементарными внутреннему участку размноженной 
мишени.
 Один способ заключается в гибридизации наноколоний на 
нейлоновой мембране [185, 187]: после ПЦР колонии переносят из 
геля на мембрану при помощи блотинга и затем мембрану гибри ди-
зуют со смесью двух независимых флуоресцентных зондов. Один 
зонд, специфичный к AML-части, мечен красным флуорофором 
(циа нин-5 − Cy5), другой − специфичный к ETO-части − мечен 
зеленым флуорофором (цианин-3 − Cy3) (схема на рис. 6А). Далее 
эту мембрану сканируют с помощью флуоресцентного сканера в 
двух режимах: для красного и зеленого флуорофоров соответственно. 
Гибри дизация колонии с двумя зондами, специфичными к разным 
генам, свидетельствует о том, что данная колония образована химер-
ной молекулой. 
 Другой способ детекции заключается в гибридизации колоний 
прямо в геле, в реальном времени (рис. 3). Для этого была разработана 
система детекции, использующая FRET − флуоресцентный резонанс-
ный перенос энергии [188] − и представляющая собой пару гибри ди-
зую щихся рядом зондов, на сближенных концах которых нахо дятся 
флуорофоры: донор и акцептор (схема на рис. 6А). Для эффек-

Рис. 3. Обнаружение химерной кДНК AML1-ETO в режиме «реального времени».
 Колонии AML1-ETO кДНК получены с помощью асимметричной ПЦР в 
присутствии FRET-зондов. Числа обозначают номер цикла ПЦР, после кото рого 
гель сканировали с использованием синего лазера (488 нм) и красного эмис-
сионного фильтра (670 нм). Длина размножаемого ПЦР-продукта – 260 п.о.
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тивного FRET расстояние между участками гибридизации зондов не 
должно превышать несколько нуклеотидов [189]. Гель скани руют в 
процессе ПЦР, возбуждая донор (при этом происходит резо нанс ный 
перенос энергии на акцептор, который в результате такого пере носа 
флуоресцирует) и регистрируя флуоресценцию акцеп тора. Зонды 
комплементарны AML1-ETO кДНК в месте стыка после до ватель-
ностей AML1 и ETO, причем один зонд комплементарен AML-части, 
другой − комплементарен ETO-части.
 Для обнаружения химерных РНК в клинической практики наибо-
лее подходит второй способ. Во-первых, он не требует разгерме ти-
зации геля после амплификации мишени, что упрощает проце дуру 
и сводит к минимуму риск перекрестного загрязнения образ цов. 
Во-вторых, достаточно одного режима сканирования, сразу выяв-
ляю щего только химерные колонии, то есть для выявления химер-
ных колоний не нужно сопоставлять сканы, полученные для разных 
флуорофоров. 
 Вместо FRET-зондов можно использовать один зонд, компле мен-
тарный к месту стыка составных частей химерной кДНК: моле ку-
лярный бакен [190] или комбинацию интеркалирующего краси теля 
и обычного зонда. Способность таких зондов выявлять нано ко ло-
нии была нами продемонстрирована [186]. Используя несколько 
таких зондов, меченных разными флуорофорами, можно выявлять 
нано колонии, образованные разными мишенями при проведении 
мультиплексной ПЦР,
 Некоторые транслокации, имеющие у разных пациентов разные 
участки разрыва и точки стыка, приводят к образованию нескольких 
вариантов химерных РНК с разной последовательностью в области 
стыка. Такое наблюдается при транслокациях t(9;22) (BCR-ABL1), 
t(4;11) (MLL-AF4), t(15;17) (PML-RARA), inv(16) (CBFB-MYH11) [46]). 
Поэтому в ситуации, когда вариант химерной РНК не установлен, 
для выявления химерных колоний в режиме реального времени (и 
одно временно идентификации варианта химерной РНК) полезно 
исполь зовать набор молекулярных бакенов, меченных разными 
флуоро форами и комплементарных разным частям химерной после-
до вательности или разным вариантам области стыка.

Чувствительность обнаружения ДНК 
с использованием наноколоний

Исследования показали, что число посеянных молекул ДНК-мишени 
в пределах статистического разброса совпадает с числом выросших 
наноколоний [19, 20, 24]. Таким образом, наноколонии позволяют 
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выявить 100% молекул ДНК. Другими словами, если в образце, 
вне сенном в гель, окажется хотя бы одна молекула ДНК-мишени, 
она будет обнаружена, то есть чувствительность обнаружения ДНК-
мишени составляет 1 молекулу.
 Чувствительность обнаружения мишеней не уменьшается при 
про ведении мультиплексной ПЦР (даже при разнице в концентрациях 
мишени более чем 106 раз), а также при проведении ПЦР в присутст-
вии многократного по отношению к мишени избытка посторонней 
ДНК [19].

ДИАГНОСТИЧЕСКАЯ ПРОЦЕДУРА И ЕЕ РАЗРАБОТКА

Оптимальное качество анализируемого образца является необходи-
мым условием для получения надежных количественных данных 
[191, 192], поэтому выход и целостность РНК в результате проведения 
ряда манипуляций (сбор образца, его консервация и транспортировка, 
а также выделение РНК) являются критическими параметрами для 
успеха анализа с использованием ОТ–ПЦР [180].
 При разработке диагностики МОБ мы ориентировались на реко-
мен дации консорциума «Европа против рака» для наблюдения МОБ с 
помощью ОТ–ПЦР [3, 5, 46, 193], так как рекомендации консорциума 
являются лучшим из всего, что существует в области диагностики 
мини мальной остаточной болезни на сегодняшний день.
 Материалом для диагностики МОБ с помощью ОТ–ПЦР яв ля-
ется РНК, которую выделяют из крови или костного мозга пациента. 
Однако такие клинические образцы содержат большое коли чество 
рибонуклеаз, что делает выделение интактной РНК труд ной задачей. 
Кроме того, кровь и костный мозг содержат много различ ных 
ингибиторов ОТ и ПЦР (гем, железо, полифенолы, поли сахариды и 
др.). Максимальной чувствительности детекции дос ти гают, только 
если сначала из крови или костного мозга выделяют моно ядерные 
клетки, из которых уже затем выделяют РНК [173] (именно такая 
методика рекомендована консорциумом «Европа против рака» 
[193]). Такой подход избавляет от подавляющей массы инги биторов 
обратной транскрипции и ПЦР, но обладает рядом недостатков, 
которые могут приводить как к ложноположительным (то есть 
когда химерной РНК в образце нет, но делается вывод о ее присут-
ствии), так и к ложноотрицательным результатам (то есть к невыяв-
ле нию химерной РНК, присутствующей в образце). Выделение 
моноядерных клеток является дорогой, длительной и технически 
сложной процедурой для рутинного использования в клинических 
лабораториях и велика опасность взаимного загрязнения образцов 
и, следовательно, ложноположительного результата. Кроме того, при 
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этом теряется 40–60% клеток [194], что затрудняет количественную 
оценку и велика опасность деградации РНК [195] и, следовательно, 
ложн о отрицательного результата.
 Поэтому нами был разработан метод выделения РНК не из 
фрак ционированных клинических образцов, а непосредственно из 
цель ной крови и костного мозга. Кроме того, были оптимизированы 
и количественно охарактеризованы все стадии диагностической 
процедуры. Собственно обнаружение мишени проводили с помощью 
наноколоний.

Консервация клинических образцов
В процессе работы мы столкнулись с потребностью в методе консер-
вации образцов крови и костного мозга, который бы обеспечил 
полную сохранность нуклеиновых кислот, прежде всего РНК, до их 
выде ления. В 1979 г. Д.Чергвин с коллегами предложил лизировать 
живот ные ткани раствором, содержащим компоненты: тиоцианат 
гуани дина (сильный хаотропный агент), cаркозил (детергент), 
2-мер каптоэтанол (восстановитель S–S-связей), ЭДТА (хелатор 
поли валентных металлов) и цитрат (буфер) [196]. Такая комбинация 
реаген тов особенно эффективно депротеинизирует нуклеиновые кис-
лоты и подавляет рибонуклеазы. Смешивая цельную кровь с таким 
лизирующим раствором, нам удалось показать, что РНК и ДНК крови 
в составе лизата сохраняются без видимых изменений при +4°C в 
течение, по крайней мере, двух недель [197, 198]. При необходимости, 
гуанидинтиоцианатные лизаты цельной крови можно хранить при 
–20°C более года с сохранением как ДНК, так и РНК. Для удобства 
транспортировки образцов сохранность РНК можно обеспечить 
и при комнатной температуре (по крайней мере, до двух недель), 
если нуклеиновые кислоты осадить добавлением к лизату двойного 
объема изопропанола. Лизат полностью совместим с большинством 
из широко используемых процедур выделения нуклеиновых кислот, 
в том числе, с выделением РНК с помощью экстракции кислым 
фено лом [199] и с выделением РНК и ДНК с помощью адсорбции 
на мелкодисперсных силикатных или стеклянных носителях [200], 
при ме няемых, например, в экстракторе NucliSens (Organon Teknika, 
Нидерланды). Лизат с добавленным изопропанолом полностью 
совместим с разработанным нами методом одновременного выделе-
ния РНК и ДНК [20] и с выделением РНК с помощью экстракции 
кис лым фенолом, надо только перед проведением стандартной проце-
дуры растворить изопропанольный осадок в лизирующем растворе 
(неопубликованные данные авторов этого обзора). Фактически, 
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про цесс консервации образца заменяет стадию получения лизата, 
предус мотренную указанными способами. Таким образом, способ 
консер вации образцов заключается в том, что немедленно после 
взятия пробы у пациента ее смешивают с лизирующим раствором, 
содер жащим перечисленные компоненты.

Выделение РНК
За основу способа выделения РНК мы использовали известный 
метод Хомчинского, предложенный для выделения РНК из животных 
тканей и клеток [199]. Метод заключается в фенольной экстракции 
гуанидинтиоцианатных лизатов при рН 4, при которой в водной 
фазе остается только РНК, а ДНК в комплексе с белками переходит 
в органическую фазу. С использованием внутренних контролей 
мы показали, что при использовании этого метода для экстракции 
лизатов цельной крови выход высокомолекулярной РНК составляет 
85–90% [20]. 
 Однако оказалось, что полученный препарат содержит примеси, 
ингибирующие и ОТ, и ПЦР. От ингибиторов удалось освободиться, 
дополнив метод выделения осаждением РНК смесью ацетона и 
этанола и гель-фильтрацией в миниколонках [27].

Оптимизация обратной транскрипции
Консорциум «Европа против рака» рекомендует осуществлять ста дию 
ОТ с использованием смеси случайных гексануклеотидов в качестве 
праймера, 200 ед. [3] или 100 ед. [46] обратной транскриптазы 
MMLV, лишенной активности РНКазы H, и в ПЦР использовать 10% 
продукта, полученного в реакции ОТ. 
 Для синтеза кДНК мы использовали специфический обратный 
праймер. Хотя использование случайных гексануклеотидов для прай-
ми рования ОТ дает наивысший выход кДНК, оно по ряду причин не 
очень пригодно для количественного определения РНК [201]. Одна из 
причин − искусственно завышенный выход ОТ, поскольку ОТ может 
стартовать с многих точек и, следовательно, с одной молекулы РНК 
может синтезироваться более одной молекулы кДНК. При этом число 
копий кДНК на одну РНК-матрицу непостоянно и зависит как от 
длины и структуры РНК, так и от степени ее деградации. Другая при-
чина заключается в том, что при случайном праймировании на РНК, 
выделенной из клинических образцов, большая часть кДНК син те зи-
руется путем копирования рибосомных РНК, составляющих более 
90% препарата, и эти кДНК могут конкурировать с размножением 
спе цифической мишени, присутствующей в образце в низкой кон-
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цент рации. Использование же при ОТ специфического праймера 
вместо случайных гексануклеотидов может привести к относительно 
бóль шему выходу специфического ПЦР-продукта [202]. 
 Рекомендация использовать для ПЦР лишь 10% кДНК, получен-
ной в результате осуществления ОТ, приводит к искусственному 
зани жению чувствительности анализа и связана, по-видимому, с 
тем, что некоторые низкомолекулярные компоненты реакции ОТ (в 
част ности, дитиотрейтол) ингибируют ПЦР. Мы обнаружили, что 
гель-фильтрация продуктов ОТ полностью снимает ингибирование 
и позволяет использовать для ПЦР всю синтезированную кДНК.
 Оказалось, что использование рекомендованных количеств 
обратной транскриптазы ингибирует рост колоний, причем, даже 
если в качестве матрицы для ПЦР использовать уже готовую кДНК 
[27]. То есть, если сначала провести ОТ на РНК донорской крови 
(не содержащей химерной РНК), а затем перед ПЦР добавить кДНК 
AML1-ETO к продукту ОТ, то колонии химерной ДНК вырастают 
до меньшей интенсивности по сравнению с контролями, в которых 
продукт ОТ не добавляли или препарат РНК добавляли в гель непос-
редственно перед ПЦР, не проводя через стадию ОТ. Вероятно, 
причиной подавления роста колоний является конкуренция со сто-
роны неспецифических кДНК, синтезирующихся на РНК крови при 
обрат ной транскрипции. Ингибирование можно полностью убрать, 
если в 100 раз понизить количество обратной транскриптазы [27]. 
Уменьшение количества обратной транскриптазы также увеличивает 
выход обратной транскрипции, то есть число колоний увеличивается, 
достигая 50% от числа молекул химерной РНК, взятой в ОТ [27].

Количественная оценка диагностической процедуры
Количественный контроль каждой стадии разработанной нами 
диагностической процедуры позволяет достаточно точно рассчитать 
абсолютный титр определяемой мишени в исходном клиническом об-
разце, не прибегая к определению контрольных (референсных) РНК.
 Количественная оценка всех стадий процедуры приводит к сле-
дующему результату: сбор и консервация клинических образцов, 
исклю чающие деградацию РНК, дают выход РНК, равный 100% 
[197]; усовершенствованная процедура выделения РНК дает выход 
РНК, близкий к 100% [27]; обратная транскрипция AML1-ETO мРНК 
дает стабильный выход кДНК, равный 50% [27], и, наконец, чувстви-
тель ная и количественная ПЦР, устойчивая к фону, обусловленному 
присутствием избытка РНК нормальных клеток, дает выход колоний 
ДНК, равный 100% [19, 20, 27]. Общий выход диагностической 
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процедуры − 50% молекул AML1-ETO мРНК в клиническом образце 
или, другими словами, определяется каждая вторая молекула РНК-ми-
шени [27].
 Таким образом, разработанная нами диагностическая процедура 
снимает большинство проблем, сопряженных с использованием 
ОТ–ПЦР для детекции МОБ. 

ОБНАРУЖЕНИЕ МОБ С ПОМОЩЬЮ НАНОКОЛОНИЙ
Обнаружение химерной AML1-ETO мРНК в клинических образцах
Разработанная диагностическая процедура была испытана путем 
определения абсолютного титра химерной AML1-ETO мРНК в 
крови и костном мозге, взятых у прошедших курс химиотерапии 
больных лейкозом, ассоциированным с хромосомной транслокацией 
t(8;21)(q22;q22) [27]. 
 На рис. 4 приведена динамика титра для одного из пациентов. 
Первая проба дала отрицательный результат. Однако в пробе, взятой 
за 5 мес. до клинического рецидива и сопутствующего всплеска титра, 
была обнаружена химерная РНК. Хотя во всех случаях ее содержание 

Рис. 4. Ретроспективный анализ динамики изменения титра AML-ETO мРНК 
в крови и костном мозге больного лейкозом, ассоциированным с хромосомной 
транс локацией t(8;21)(q22;q22).
 Рисунок из статьи [27].
 Содержание AML1-ETO мРНК в указанных объемах костного мозга (А) и 
крови (Б), взятых у пациента в указанные даты, определяли с использованием 
раз ра ботанной диагностической процедуры: обратной транскрипции РНК, 
выде ленной из клинических образцов, и последующей ПЦР в геле в режиме 
«реаль ного времени».
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в костном мозге было примерно на порядок больше, чем в крови, 
тем не менее, анализ крови тоже позволяет обнаружить появление 
химерной РНК, что, в свою очередь, дает возможность использовать 
менее травматичную для пациента процедуру забора образца. Повтор-
ный курс химиотерапии после наступления клинического рецидива 
понизил титр этой РНК до нуля. 
 Таким образом, определение AML1-ETO мРНК с помощью 
наноколоний позволяет диагностировать минимальную остаточную 
болезнь за несколько месяцев до клинического рецидива.

Достоверность отрицательного результата анализа 
клинических образцов

Исследуемые препараты РНК, выделенные из клинических образ цов, 
подвергали проверке на выход РНК с использованием спектрофо-
то метрического анализа и дополнительно на выход и целост ность 
РНК с использованием электрофоретического анализа. Дан ные 
электрофоретического анализа позволяют утверждать, что моди фи-
ци рованный метод выделения РНК дает хорошо воспроиз во димые 
результаты и обеспечивает целостность РНК (рис. 5А, [27]). Выход 
РНК из костного мозга выше, чем из такого же объема крови, что 
коррелирует с более высоким содержанием ядерных клеток в кост-
ном мозге [203]. Сохраняется даже 28S РНК, длиной почти 5000 
нуклео тидов, что гарантирует практически полную сохранность 
более короткого размножаемого в ПЦР фрагмента AML1-ETO мРНК 
дли ной 260 нуклеотидов. 
 Спектрофотометрический анализ проводили путем снятия 
спектра, а не просто измерением поглощения образца при 260 нм 
(как это рекомендовано консорциумом «Европа против рака « [193]), 
так как помимо присутствия РНК поглощение при 260 нм может 
быть обусловлено светорассеянием образца, а также наличием погло-
щающих примесей ненуклеотидной природы, содержащимися как в 
крови, так и в реагентах, используемых при выделении, в частности: 
полифенолами, фенолом, меркаптоэтанолом. При расчете титра 
РНК-маркера число обнаруженных молекул относили к объему кли-
ни ческого образца, так как содержание ядерных клеток сильно варьи-
рует между образцами. Поэтому с целью стандартизации выхода РНК 
при экстракциях, отбирали точный (и поэтому заведомо неполный) 
объем водной фазы.
 Достоверность отрицательных результатов подтверждали конт-
ролем: к анализируемым препаратам суммарной РНК, давшим 
отри ца тель ный результат, добавляли AML1-ETO РНК и наблюдали 
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Рис. 5. Исключение ложноотрицательных результатов при детекции химерной 
РНК AML1-ETO с использованием наноколоний.
 А. Качественная и количественная характеристика препаратов РНК, выде-
ленных из клинических образцов, с помощью электрофореза в 1% агарозе. 
Коли чество РНК в лунке геля соответствует 20 мкл костного мозга (КМ) или 
цель ной крови (кровь). Стрелками указано положение тРНК и рибосомных 18S 
и 28S РНК.
 Б. Подтверждение достоверности отрицательного результата (верхний ряд) 
появлением ДНК-колоний при добавлении к анализируемым образцам 135 
молекул AML1-ETO мРНК (нижний ряд). Колонии ДНК выявляли посредством 
гиб ридизации в геле с FRET-зондами.
 В. Устойчивость обнаружения химерной РНК-мишени с использованием 
нано колоний к помехам со стороны большого количества посторонней РНК. 
Пос то ронняя РНК, присутствующая в препарате РНК, выделенном из клини-
чес кого образца, существенно снижает количество специфического продукта 
стан дартной ПЦР (справа), но не мешает выявлению наноколоний (слева). 
Про дукт обратной транскрипции смеси AML1-ETO РНК и суммарной РНК, 
выде ленной из крови (числа указывают объем крови в мкл), размножали с исполь-
зованием ПЦР в геле (слева; наноколонии AML1-ETO кДНК детек тиро вали с 
помощью гибридизации с флуоресцентно меченным зондом) и стан дарт ной, то есть 
жидкостной, ПЦР (справа; продукты ПЦР анализировали с помощью электрофореза 
в полиакриламидном геле и окрашивания бромистым этидием).
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появ ле ние колоний в количестве, соответствующем 50% добавленной 
РНК-мишени, что свидетельствовало об отсутствии в анализируемых 
препа ратах ингибиторов ОТ и ПЦР (рис. 5Б). Отсюда следует, что 
если бы в препаратах РНК, выделенных из крови и костного мозга, 
содер жа лись хотя бы две молекулы химерной РНК, то они были бы 
обнару жены.

Преодоление ложноотрицательных результатов, 
характерных для жидкостной ПЦР

Основной причиной ложноотрицательных результатов является 
неспецифический синтез [8], который неизбежно происходит из-за 
ограниченной специфичности и, как следствие, ошибочной гибри-
ди зации праймеров с огромным количеством разнообразных по 
после довательностям посторонних (по отношению к детектируемой 
мишени) РНК, присутствующих в препаратах, выделенных из кли ни-
ческих образцов. Проблема неспецифического синтеза усиливается 
при детекции химерной РНК из-за присутствия многократного 
избытка мРНК из нормальных (не лейкозных) клеток, в которых 
экспрес сируются оба гена, составляющих химеру. Для каждого из этих 
генов один из используемых праймеров является полностью компле-
ментарным, поэтому специфичность размножения химерной кДНК 
определяется только вторым праймером. Неспецифическое включе-
ние любого из праймеров может привести к образованию нехимер-
ного продукта, в том числе и высокомолекулярного, размножение 
которого будет конкурировать с размножением детектируемой 
мишени. В результате, реальная чувствительность диагностики, в 
том числе, ПЦР в реальном времени, определяемая как минимальная 
детектируемая доля лейкемических клеток от общего числа ядерных 
клеток, обычно не лучше, чем 10–4 [4, 5]. Это означает, что, с учетом 
содержания ядерных клеток в 1 мл крови (≈107) и костного мозга 
(≈108), лейкозные клетки выявляют, лишь при довольно высоких 
концентрациях: 103 в 1 мл крови и 104 в 1 мл костного мозга. Таким 
обра зом, из-за ограниченной чувствительности стандартной ОТ–ПЦР 
мини мальная остаточная болезнь нередко остается не выявленной, а 
из-за трудностей количественного определения химерной мРНК часто 
не удается отследить динамику развития рецидива болезни.
 Другая ситуация наблюдается при использовании наноколоний. 
Благодаря тому, что наноколонии, образованные специфической и 
неспе цифической ДНК, пространственно разделены, они не мешают 
размножению друг друга. Так, проведение ПЦР в геле в присутствии 
про дуктов обратной транскрипции РНК, выделенной из 100 мкл крови, 
не влияет на число наноколоний и позволяет достоверно определить 
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титр РНК-мишени (рис. 5В, слева), в то время, как осуществление 
ПЦР в жидкости в присутствии продуктов ОТ РНК, выделенной из 
на порядок меньших количеств крови, приводит к снижению выхода 
спе цифического продукта и накоплению неспецифических продук тов, 
причем как низкомолекулярных, так и высокомолекулярных (рис. 5В, 
справа).
 Сопоставление результатов, полученных на одних и тех же 
препаратах кДНК с использованием наноколоний и с использованием 
стандартной (жидкостной) ПЦР в реальном времени, показало, что 
при высоком титре AML1-ETO РНК в крови или костном мозге 
больных наблюдалось удовлетворительное совпадение результатов, 
полученных с помощью этих двух методов [204]. Такой высокий титр 
наблюдается до лечения или при рецидиве заболевания. Однако на 
стадии ремиссии, когда титр РНК-мишени низкий, чувствительности 
стандартной ПЦР не всегда хватает для обнаружения МОБ [204].

Преодоление ложноположительных результатов
Неспецифический синтез может приводить и к ложноположительным 
результатам. По данным консорциума «Европа против рака» ложно-
по ложительные результаты получают в 10% случаев при проверке 
клинических образцов на присутствие AML1-ETO РНК [46]. И это 
в лучших (эталонных) лабораториях. 
 Рис. 6 иллюстрирует как проблему ложноположительного фона, 
так и способы ее решения. Стрелками отмечены колонии ДНК, 
которые гибридизуются с зондом, специфичным к AML-части, но 
не гибридизуются с зондом, специфичным к ETO-части. Эти коло-
нии образованы нехимерными молекулами, содержащими только 
пос ле довательность гена AML1. То, что мРНК AML1 образует лож-
но положительные колонии чаще, чем мРНК ETO, неслучайно и обус-
лов лено тем, что уровень экспрессии гена AML1 в здоровых клет ках 
значительно выше, чем гена ETO [205].
 Использование FRET-зондов также позволяет дискриминировать 
колонии, образованные химерными и нехимерными молекулами. 
Так как резонансный перенос энергии возможен лишь тогда, когда 
флуоро форы находятся в непосредственной близости друг от друга, 
свече ние колоний доказывает, что они состоят из химерных последо-
ва тельностей, способных к гибридизации с обоими зондами. 
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Рис. 6. Исключение ложноположительных результатов при детекции химерной 
AML1-ETO РНК с использованием наноколоний.
 Рисунок из статьи [27].
 А. Схемы гибридизации AML1-ETO-химеры с независимыми зондами, мечен-
ными красным (Cy5) и зеленым (Cy3) флуорофорами, и с парой зондов, мечен-
ных группами, способными к FRET – FAM (донор энергии) и Cy5 (акцептор 
энергии). 
 Б. Гибридизация наноколоний, выросших при ОТ–ПЦР РНК, выделенной из 
клинических образцов, с зондами, меченными Cy5 (верхний ряд), Cy3 (сред  ний 
ряд) и с FRET-зондами (нижний ряд). Стрелками указаны колонии, гибри ди-
зую щиеся с зондом Сy5-AML, но не гибридизующиеся с зондом Сy3-ETO и с 
FRET-зондами.
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Чувствительность обнаружения МОБ 
c использованием наноколоний

Используя изложенную выше диагностическую процедуру, включаю-
щую ПЦР-версию наноколоний, можно обнаружить 1 лейкозную 
среди 107–108 нормальных клеток (рис. 7). Этот расчет основан на 
двух допущения: (1) что в 1 мл крови и костного мозга пациента 
содер жится стандартное количество лейкоцитов (5 × 106 и 5 × 107, 
соот ветственно [203]) и (2) что в одной лейкемической клетке, как 
сле дует из весьма разнородных литературных данных, содержится 
не менее 100 молекул мРНК AML1-ETO [27].
 Одна из особенностей нашей процедуры состоит в том, что немед-
ленно после забора клинический образец подвергается лизису. Это 
выс вобождает из клеток содержащиеся в них молекулы РНК. Эти РНК 
рас пре деляются по всему объему лизата. Если 1 мл образца содержит 
1 лейкозную клетку, то в лизате окажется сотня молекул химерной 
РНК. Порция суммарной РНК, которую мы берем в обратную транс-
крипцию и ПЦР, соответствует 100 мкл исходного образца (или 1/10 
части). В этой порции окажется 10 молекул химерной РНК, которые 
дадут в среднем 5 колоний. То есть, единственная лейкозная клетка, 
кото рая окажется в лизате, будет обнаружена. Можно, анализируя 
кровь, достичь такой же чувствительности, как и при анализе кост-
ного мозга, если лизировать 10 мл крови и брать в ОТ–ПЦР РНК, 
экви ва лентную 1 мл крови. Это соответствует чувствительности диаг-
ностики 10–7–10–8, что на несколько порядков выше максимальной 
чувст вительности, достигаемой с помощью других способов.

Преимущества использования наноколоний для обнаружения МОБ
Помимо непревзойденной чувствительности, устойчивости к поме-
хам со стороны неспецифического синтеза и возможности дискри-
ми ни ровать химерный и нехимерный ПЦР-продукты, наноколонии 
обладают и другими преимуществами по сравнению со стандартной 
(жидкостной) ПЦР.
 Пространственное разделение наноколоний не только значительно 
снижает помехи со стороны неспецифического синтеза, но и устраняет 
конкуренцию между мишенями [19], что позволяет осуществлять в 
геле мультиплексную ПЦР и следить за МОБ не только по детекции 
химер ной РНК, но и по сочетанию маркеров, отягощающему 
тече ние того или иного типа лейкоза [117]. Пространственное 
разде ление мишеней также исключает рекомбинацию между матри-
цами, наблюдаемую при проведении ПЦР в жидкости [2, 132, 
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133] и способную приводить к появлению артефактных химерных 
после довательностей и, как следствие, к ложноположительным 
результатам.
 Подсчет колоний позволяет определять абсолютный титр РНК-
мишени в клинических образцах. Метод наноколоний является 
цифровым: здесь не требуется измерять интенсивность сигнала; 
важно только, чтобы колония «доросла» до детектируемого уровня. 
Проблемы, свойственные стандартной ПЦР (невоспроизводимость 
условий реакции, неодинаковые скорости размножения разных 
мишений при мультиплексной ПЦР, проблемы количественного 
определения [8]), в случае использования наноколоний могут 
влиять на размер колоний, но не на их число. Таким образом, метод 
наноколоний является действительно количественным и более 
точным и надежным по сравнению с «аналоговыми» методами, 
основанными на измерении величины сигнала, к которым относится 
и стандартная (жидкостная) ПЦР.

Рис. 7. Чувствительность диагностики минимальной остаточной болезни (МОБ) 
с использованием наноколоний.
 Если предположить, что 1 мл анализируемого образца (крови или костного 
мозга) содержит хотя бы одну лейкозную клетку, то она будет обнаружена. Таким 
обра зом, чувствительность диагностики МОБ равна 10−7–10−8.
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 Технически метод наноколоний отличается от стандартной ПЦР 
лишь тем, что реакционную смесь вносят не в пробирку, а в лунку 
с пленкой сухого геля. Промышленное производство одноразовых 
кассет (прототип такой кассеты разработан [206, 207]) с уже готовым 
для пропитывания ПЦР-смесью гелем могло бы сделать процесс 
применения наноколоний не более трудоемким, чем использование 
стандартной ПЦР.
 ПЦР в наноколониях по стоимости сравнима со стандартной ПЦР: 
объем геля в представленных экспериментах составлял всего 65 мкл; 
то есть, расход реактивов здесь почти такой же, как в стандартной 
ПЦР объемом 50 мкл. Можно также использовать более тонкие гели 
[184] и сократить, таким образом, расход реактивов. Фактически 
же технология наноколоний дешевле, чем стандартная ПЦР, так как 
позволяет многократно сократить общее число проб, требуемых для 
проведения анализа.

V. ДРУГИЕ ПРИЛОЖЕНИЯ НАНОКОЛОНИЙ ДЛЯ 
ДИАГНОСТИКИ ОНКОЛОГИЧЕСКИХ ЗАБОЛЕВАНИЙ

Возможности наноколоний гораздо шире, чем обнаружение и коли-
чественное определение химерной или другой маркерной РНК. 
Неко торые из этих возможностей успешно продемонстрировали 
зарубежные коллеги, используя наноколонии под названием «поло-
ний» (polonies − то есть «полимеразных колоний») [184] или «ПЦР-ко-
ло ний» (PCR colonies) [208, 209].

ОБНАРУЖЕНИЕ ГЕНЕТИЧЕСКИХ ИЗМЕНЕНИЙ
Секвенирование в наноколониях

Часто возникает необходимость не только обнаружения, но и опре-
де ления нуклеотидной последовательности химерной мРНК [210]. 
Наноколонии предоставляют такую возможность [15].
 Джордж Чёрч с соавторами показал, что наноколонии можно 
исполь зовать для быстрого и дешевого секвенирования с помощью, 
по крайней мере, двух подходов: секвенирования путем лигирования 
олиго нуклеотидов [211] и секвенирования путем удлинения праймера 
[30]. Оба подхода основаны на том, что каждая колония содержит 
один из фрагментов секвенируемой длинной последовательности и 
секвенирование колоний (другими словами, «расшифровка» после-
до вательности всех фрагментов) происходит одновременно.
 Секвенирование путем лигирования олигонуклеотидов заклю-
чается в матрицезависимом in situ лигировании гибридизованного 
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прай мера с флуоресцентно меченным олигонуклеотидом. Один 
цикл секвенирования состоит из гибридизации секвенируемой 
после довательности с праймером и пулом флуоресцентно меченных 
вырож денных олигонуклеотидных наномеров (в каждом пуле цвет 
флуорофора соответствует одному из четырех возможных осно ваний 
в определенном положении наномера), лигирования гибри ди зо-
ванного праймера и наномеров, отмывания невключенных нано ме-
ров, сканирования при 4-х длинах волн, денатурации гибри дов и 
отмывания продукта лигирования. В следующих циклах гибри ди-
за цию и лигирование проводят с другим пулом наномеров, несу-
щими кодируемые флуорофорами основания в другом положении 
наномеров.
 Секвенирование путем удлинения праймера основано на методе, 
разработанном фирмой Affi metrix для обнаружения однонук лео-
тид ных замен (SNP – single nucleotide polymorphism) [212] и в усо-
вер шенствованном варианте заключается в гибридизации иммо би-
лизованной ДНК с праймером, комплементарным фланкирующему 
участку с известной последовательностью, и многократном повторе-
нии цикла процедур: удлинении праймера при помощи ДНК-полиме-
разы флуоресцентно меченными нуклеотидами с обратимо блокиро-
ван ным 3'-гидроксилом (каждому виду основания соответствует свой 
вид флуорофора), отмывании геля от невключенного нуклеотида, ска-
нировании, удалении флуорофора и разблокировании 3'-гид рок сила.
 Так как в одном геле могут быть различимы многие тысячи 
колоний [184, 213], секвенирование in situ обладает очень большой 
«про пускной способностью», вплоть до секвенирования всего генома. 
Таким образом, секвенирование в наноколониях может выявить 
весь спектр генетических изменений, характерных для опухоли 
конкретного пациента, и определить все возможные молекулярные 
диагностические маркеры и мишени для индивидуальной терапии.
 По существу, секвенирование в наноколониях есть ни что 
иное, как метод широкомасштабного тотального секвенирования 
[214, 215]. Широкомасштабное секвенирование индивидуальных 
человеческих геномов под разными названиями, в частности, 
«массивное параллельное секвенирование» (massively parallel 
sequencing) [215], интенсивно используется в последнее время для 
поиска хромосомных транслокаций и других генетических аномалий, 
ассоциированных со злокачественными опухолями эпителиального 
происхождения − с наиболее распространенными видами рака [216, 
217].
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Обнаружение SNP и анализ гаплотипа
Аналогично тому, как осуществляют секвенирование в колониях, 
можно обнаруживать SNP («single-nucleotide polymorphisms») − 
одно нуклеотидные замены, называемые однонуклеотидным поли-
мор физмом. Для этого достаточно только одного цикла удлинения 
флуо ресцентно меченным нуклеотидом праймера, гибридизованного 
рядом с предполагаемым SNP. 
 Во многих случаях влияние SNP на экспрессию гена или функ цию 
кодируемого белка обусловлено не единичной заменой, а мно жест вен-
ными заменами, то есть гаплотипом [218]. Определение гаплотипа 
имеет важное диагностическое и прогностическое значение при зло-
ка чественных заболеваниях, в частности, при лейкозе [219], однако 
представляет собой трудную задачу в связи с необходимостью разде-
ления сестринских хромосом.
 Наноколонии помогают преодолеть эту проблему благодаря 
тому, что размножение в геле двух и более участков одной молекулы 
ДНК (например, локусов одной и той же хромосомы) приводит к 
образованию перекрывающихся колоний. В то же время, при ампли-
фи кации участков разных молекул (например, разных хромосом) обра-
зуются раздельные колонии. В результате последующего SNP-ана лиза 
с использованием удлинения праймеров флуоресцентно мечен ными 
нуклеотидами либо одна и та же колония окажется мечен ной разными 
флуорофорами (если замены принадлежат одной хромосоме), либо 
мечеными окажутся разные колонии (если замены находятся в разных 
хромосомах). В результате, наноколонии поз во ляют определить 
гаплотип с малыми материальными затратами и при этом достаточно 
легко и быстро [28]. 
 Относительно недавно Дж.Чёрч с коллегами картировал SNP на 
участке седьмой хромосомы человека длиной 153 × 106 п.н. [220]. 
По мнению авторов этой работы с помощью такого удаленного 
гаплотипирования могут быть обнаружены и охарактеризованы 
рекомбинации, возникающие в одиночных клетках при мейозе, 
и даже более редкие рекомбинации, возникающие при митозе, а 
также хромосомные транслокации, приводящие к трансформации 
нормальных клеток в злокачественные [220].

Определение копийности аллелей
 Течение злокачественных заболеваний, в том числе ассоцииро ван-
ных с хромосомными транслокациями, осложняется в случае потери 
целой хромосомы или ее части, несущей нормальный (нехимерный) 
ген или гены опухолевых супрессоров [221, 222], то есть когда проис-
ходит потеря гетерозиготности (LOH).
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 Благодаря тому, что наноколонии позволяют прямо подсчитывать 
число колоний, они идеально подходят для любых количественных 
изме рений ДНК- и РНК-мишеней, в том числе и для обнаружения 
LOH. Дж.Эдвардс и коллеги с использованием наноколоний при ана-
лизе линии панкреатических клеток (Panc-1) обнаружили, что число 
колоний гена K-ras2 ≈ в 2 раза превышало число колоний гена p53, 
что указывает на LOH в районе гена p53 [223].

Определение лекарственной устойчивости
Устойчивость лейкозных клеток к терапии при рецидиве объясняют 
появлением и последующим быстрым размножением пула лейкозных 
клеток, несущих мутации, обуславливающие устойчивость к тому или 
иному лекарственному препарату [224, 225]. Для выбора адекватной 
схемы лечения конкретного пациента необходимо знать о наличии 
таких мутаций.
 Более 90% случаев устойчивости к ингибитору киназы иматинибу, 
широко использующемуся для химиотерапии ХМЛ, ассоциирован-
ного с t(9;22)(q34;q11.2), обусловлены девятью мутациями в киназном 
домене химерного гена BCR-ABL [226]. Применение наноколоний 
поз воляет обнаружить одну устойчивую к иматинибу клетку среди 
104 чувствительных к нему клеток [26].

АНАЛИЗ ТРАНСКРИПТОМА
Альтернативный сплайсинг

Унаследованные и приобретенные генетические изменения могут 
проявлять себя в онкологических заболеваниях и через механизм 
альтернативного сплайсинга. Широкомасштабный анализ двух 
миллионов EST («expressed sequence tag» − короткие фрагменты 
кДНК, являющиеся метками мРНК) выявил специфичные для 
злокачественных опухолей варианты альтернативного сплайсинга у 
316 человеческих генов [29] и позволил выделить 3 группы последст-
вий альтернативного сплайсинга, наблюдаемых при злокачественных 
заболеваниях: более половины последствий связаны с потерей одной 
из форм, одна треть − с заменой одной изоформы другой, остальные − 
с увеличением количества изоформы при заболевании. Многие из 
пос ледст вий оказались связаны с нарушением супрессии опухолевого 
про цесса. Аналогичный подход других авторов выявил более 15 
тысяч опухоль-специфичных изоформ альтернативного сплай синга 
у почти 10000 генов при 27 видах рака и в некоторых слу чаях была 
обнаружена корреляция между видом рака и вариантом альтер на тив-
ного сплайсинга [227].
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 Аналогично тому, как можно установить, являются ли наноколо-
нии AML1-ETO химерными, возможны поиск и количественное 
изме рение разных вариантов сплайсинга: после проведения обратной 
транскрипции и последующей ПЦР в геле с парой праймеров, соот-
ветст вующих концевым константным экзонам (или проведения 
муль ти плексной ПЦР с праймерами, специфичными к каждому воз-
мож ному экзону), колонии выявляют гибридизацией с экзон-спе ци-
фич ными флуоресцентно меченными зондами. Комбинация зон дов, 
гибридизующаяся с одной колонией (или перекрывание коло ний при 
мультиплексной ПЦР), выявляет набор экзонов, присут ст вую щий в 
моле куле мРНК. Колонии можно также детектировать путем удлине ния 
праймера меченым нуклеотидом как и при обнаружении SNP [228].
 Наноколонии позволили обнаружить новые изоформы и коли-
чест венно определить все изоформы альтернативного сплайсинга, 
в том числе минорные [228-230]. Поиск с помощью наноколоний 
всех вариантов сплайсинга РНК-транскрипта гена CD44, имеющего 
10 вариабельных экзонов, которые теоретически могут дать более 
1000 комбинаций, выявил 69 изоформ мРНК, что более чем в 2 раза 
превы шает число изоформ, обнаруженных ранее другими методами 
[228]. Количественный анализ распределения экзонов в нормальных и 
трансфор мированных клетках выявил, что распределение мажорных 
изоформ практически не меняется. В то же время статистически дос-
то верно изменяется количество и пропорции минорных изоформ.

Профиль экспрессии генов
Поскольку с помощью наноколоний можно осуществлять широко-
масштаб ное секвенирование, то их можно использовать для выявле-
ния профиля экспрессии генов.
 Так, например, с помощью массивного параллельного секвениро-
вания Л.Гаравай с соавт. обнаружил 11 новых химерных транскрип тов 
в опухоли меланомы [231]. 
 Тотальное секвенирование мРНК имеет ряд преимуществ по срав-
нению с гибридизацией на микрочипах, так как, в частности, позво-
ляет обнаруживать соматические мутации и точно измерять аллель-
специфичную экспрессию. Сотрудники Life Technologies Inc. и Mayo 
Clinic использовали секвенирование РНК для сравнения профилей 
экспрессии генов опухолевой и нормальных тканей у трех больных 
с плоскоклеточной карциномой полости рта [232]. В опухолях был 
выявлен аллельный дисбаланс, приводящий к подавлению экспрес-
сии ряда генов, и были идентифицированы специфические гены, 
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извест ные по другим видам рака, но не замеченные ранее в участии 
исследуемого вида рака.
 Способность наноколоний точно измерять экспрессию аллелей 
одного и того же гена была продемонстрирована при измерении 
уровня экспрессии протеинкиназы D2 у 8 гетерозиготных пациентов 
с SNP 4208G/A и полученные результаты были сопоставлены с лите-
ра турными данными [233]. Аллельные варианты мРНК детекти ро-
вали так же, как и при SNP-анализе: гибридизацией колоний ДНК 
с прай мером и последующим удлинением этого праймера на один 
мече ный нуклеотид. Простым подсчетом колоний, меченных раз ными 
флуо рофорами, оказалось возможным точно определить соотно ше ние 
активностей аллелей. В качестве контроля определяли соотно ше ние 
самих аллелей, которое оказалось равным 1 : 1. Дж.Эдвардс с соавт. 
пришли к выводу, что наноколонии имеют, по крайней мере, два 
неоспоримых преимущества: цифровой способ измерения (более 
точный, чем «аналоговый») и абсолютное измерение уровней экспрес-
сии аллелей.

ОБНАРУЖЕНИЕ ЭПИГЕНЕТИЧЕСКИХ ИЗМЕНЕНИЙ
Аберратное метилирование

Диагностика и лечение злокачественных заболеваний направлены 
на мишени, обусловленные как генетическими изменениями, так 
и эпигенетическими событиями. Одним из таких эпигенетических 
событий является аберрантное метилирование ДНК (метилирование 
остатков цитозина в ДНК путем ферментативного присоединения к 
нему метильной группы, которое в норме не происходит) [234, 63]. 
 Анализ метилирования генома пациентов с диагнозом ОМЛ выявил 
16 подгрупп ОМЛ, причем 5 из них оказались новыми [235, 236]. 
Также была обнаружена корреляция профиля метилирования генов с 
генетическими аномалиями (хромосомные транслокации AML1-ETO, 
CBFb-MYH11, и PML-RARA ассоциированы со специфическими про-
фи лями метилирования) и клиническим исходом заболевания.
 Метилирование промотор-ассоциированных CpG-богатых участ-
ков (CpG островков) может привести к инактивации опухолевых 
генов-супрессоров и прогрессированию заболевания [237]. Испыта-
ния 5-азацитидина, ингибитора ДНК-метилтрансферазы, снижаю-
щего уровень метилирования промоторов и тем самым активирую-
щего опухолевые гены-супрессоры [238]) показали, что этот препарат 
эффективен у 48% больных с ОМЛ [239].
 Наноколонии позволяют с высокой чувствительностью обнару-
жить и количественно охарактеризовать аберрантное метилирование. 



Наноколонии и диагностика онкологических заболеваний 433

Так, наноколонии, полученные с использованием изотермической 
сис темы амплификации RCA (размножение по механизму катящегося 
кольца) применили для количественного анализа метилирования гена 
опухолевого супрессора р16 в клетках опухоли желудка [240]. Анализ 
осно ван на том, что предварительная обработка ДНК бисульфитом 
приво дит к превращению немодифицированного цитозина в урацил, не 
затра гивая метилированные цитозины. Образовавшиеся в результате 
такой обработки замены С на U детектируют путем гибридизации 
с флуо ресцентными зондами. Такой подход позволяет обнаружить 
одну мети лированную последовательность среди миллиона немети-
ли ро ван ных и выяснить, в какой пропорции метилируются сайты, 
принад лежащие одной молекуле (если анализируют несколько сайтов 
мети лирования).

VI. ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В 2006 г. в России выявлено почти полмиллиона (475432 человек) 
новых больных злокачественными новообразованиями [104]. Эти 
заболевания являются, как и во многих других странах, второй 
причиной смертности, уступая лишь болезням системы крово об-
ра щения. Всего от злокачественных новообразований в 2006 г. в 
Рос сии умерло 286232 человек, что составило 333 умерших на 
100000 населения [108]. По данным за 2004-2006 г.г. Национального 
Инсти тута рака (США) вероятность заболеть злокачественными ново-
образованиями в течение жизни составляет 40% [103].
 Долгое время считалось, что хромосомные транслокации ассо-
цииро ваны, в основном, со злокачественными опухолями крове твор-
ной и лимфатической тканей. Однако к 2004 г. было выявлено 64 
химер ных гена, ассоциированных с солидными опухолями (к кото-
рым отно сятся наиболее распространенные виды злокачественных 
ново образований) [241], в том числе с опухолями рака молочной 
железы [242]. В 2005 г. было обнаружено, что 80% случаев рака 
прос таты ассоциированы с перестройками генов ERG и ETV1 ETS-се-
мей ства транскрипционных факторов, в том числе с хромосомными 
транслокациями, вовлекающими какой-либо из этих генов и ген 
TMPRSS2 [243]. Химерную мРНК TMPRSS2-ERG выявляют в 40-
60% случаев рака простаты [243, 244, 245], и наблюдают корреляцию 
между ее появлением (в том числе и появлением ее определенных 
изоформ) и клиническим исходом заболевания [244, 245]. В 2007 г. 
в Японии было обнаружено, что 6,7% случаев немелкоклеточного 
рака легких ассоциировано с хромосомной инверсией inv(2)(p21;p23), 
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при во дящей к появлению химерной РНК EML4-ALK [246]. Эта же 
химер ная РНК выявлена в 2,4% случаев рака молочной железы, 2,4% 
случаев колоректального рака и 11,3% немелкоклеточного рака легких 
в США [247]. 
 К 2007 г. было установлено, что 20% всех случаев онкологических 
заболеваний ассоциированы с хромосомными транслокациями [248]. 
В настоящее время хромосомные транслокации рассматриваются в 
качестве основной причины возникновения многих типов злока чест-
венных опухолей [34, 249, 250]. Наблюдается бум поиска новых хро-
мо сомных транслокаций, приводящих к появлению химерных РНК 
и белков, которые могут служить как диагностическими маркерами 
забо левания, так и терапевтическими мишенями [251, 252]. 
 Широкомасштабное секвенирование индивидуальных челове-
чес ких геномов позволяет выявить весь спектр хромосомных ано-
ма лий и способствует обнаружению новых транслокаций, которые 
невоз можно выявить другими методами [216, 217]. Понятно, что 
следую щий этап − это выяснение, какие из хромосомных аномалий 
явля ются рекуррентными и способствуют злокачественному пере-
рож дению клеток, а какие − неспецифичны и не имеют отношения к 
зло качественному процессу, или, как теперь принято говорить, какие 
ано малии являются «водителями» (drivers), а какие − «пассажирами» 
(pas sengers) канцерогенеза [253–255]. 
 В апреле 2008 г. был организован Международный Консорциум 
Генома Рака (ICGC) для координации создания каталогов генетичес-
ких аномалий (соматических мутаций) опухолей 50 различных типов 
злокачественных заболеваний, имеющих клиническую и социальную 
важность во всем мире [256]. В апреле 2010 г. ICGC объявил о своих 
пла нах по расшифровке геномов 25000 образцов злокачественных опу-
холей (по 500 опухолей каждого типа злокачественного новооб ра зо-
вания) [257], что вполне реально при использовании методов секве ни-
рования нового поколения. Цель такого глобального исследования − 
получить всеобъемлющее описание геномных, транскриптомных и 
эпигеномных изменений в 50 различных типах опухолей и/или под-
типах для поиска закономерностей таких изменений (то есть для 
обна ружения «водителей» заболеваний) и как можно быстрее сделать 
собран ные данные доступными для исследователей всего мира, 
публи куя их по мере появления на сайте Консорциума в бесплатном 
доступе [257]. В этом проекте участвуют 11 стран [256]. 
 По сути, начинается новая эра в лечении злокачественных забо ле-
ваний − становится возможной «персональная медицина». «Мы всту-
паем в эпоху, когда рекомендации по лечению рака должны осно вы-
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ваться на генетике опухоли конкретного пациента», − заявил в пресс-
релизе член ICGC Э.Ландер президент и директор Общего Института 
(Broad Institute) Гарвардского Университета и Массачусетского 
Технологического Института [258].
 Прогресс в медицине и других науках стремителен, и есть 
осно вания для надежды, что онкологические заболевания в скором 
времени перейдут из разряда пугающих своим фатальным исходом 
во вполне «нормальные», поддающиеся лечению. Мы надеемся, 
что в решение этой задачи весьма существенный вклад внесут нано-
колонии, став основой эффективных методов скрининга и ран ней 
диагностики, выяснения действенности лекарственных препа ратов 
у конкретного пациента. Наноколонии позволяют быстро выяв лять 
наличие устойчивых к терапии злокачественных клеточных клонов, 
подобрать оптимальную схему лечения МОБ, предсказать воз мож-
ность рецидива. С помощью наноколоний реально проведение широ-
ко масштабного секвенирования геномов для обнаружения полного 
спектра хромосомных аномалий. 
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