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Подавляющее большинство случаев хрони
ческого миелоцитарного лейкоза (ХМЛ) характе
ризуется наличием в опухолевых клетках укоро
ченной 22-ой (Филадельфийской или Pli) хромосо
мы, которая образуется вследствие реципрокной 
транслокации t(9;22). Результатом данной транс
локации является формирование химерного BCR- 
ABL гена, экспрессия которого играет веду щую 
роль в патогенезе ХМЛ [7].

Хронический миелоцитарный лейкоз у детей 
является относительно редким миелопролифера- 
тнвным заболеванием с неблагоприятным прогно
зом. Так называемый “взрослый” (adult) тип ХМЛ 
ассощшрован с наличием в опухолевых клетках Ph 
хромосомы, в то время как при “ювенильном" 
(juvenile) типе Ph хромосома и фушщиошфующий 
BCR/ABL ген не обнаруживаются. Диагностика 
ХМЛ у детей затруднена, поскольку далеко не 
всегда по данным цитологии и цитохимии можно 
однозна1шо подтвердить или отвергнуть диагноз. 
Заболеваниями, имеющими сходные с ХМЛ кли
нико-лабораторные признаки, являются хрониче
ский миеломоноцнтарный лейкоз (ХММЛ), от
дельные случаи миелодиспластического синдрома, 
а также ряд патологий, сопровождающихся лей- 
кемоидными реакциями. Важнейшим дифферен
циально-диагностическим признаком “adult” типа

вию соединений хрома //Репродуктивная функ
ция в супружес ко и паре. Там же. С. 79.

5. Яцуха М.В. Бесплодные браки и болезни, пере
даваемые половым путем// Вопросы диагно
стики, лечения и профилактики ЗППП и дерма - 
юзов: Сб. научно-практ. конф. Рязань, 1995. С 
15-16.
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ХМЛ в этих случаях является обнаружение в опу
холевых клетках Pli хромосомы цитогенетическим 
методом или химерных BCR/ABL транскрнптов с 
помощью полимеразной цепной реакции (ПЦР).

Вопросы патогенеза ХМЛ у детей пред
ставляют особый интерес в связи с имеющимися 
сообщениями о различном уровне экспрессии 
BCR/ABL гена, выявляемом с помощью полиме
разной цепной реакции, при ХМЛ в острой и хро
нической фазах заболевания [3, 4, 6, 8].

В данной работе представлены результаты 
кариотипирования и ПЦР-диагностики транслока- 
цнн t(9;22) у 12 пациентов с направительным ди
агнозом ХМЛ в возрасте от 1 года до 14 лет. В 
каждом случае исследовали несколько образцов 
костного мозга, полученных в различные стадии 
заболевания. Цитогенетический анализ проводили 
по стандартной методике дифференциальной G- 
окраскн хромосом [5]. ПЦР-анализ РНК, выделен
ной из проб костного мозга, проводили по ранее 
описанном}' методу “гнездной” ОТ-ПЦР (обратная 
транскрипция с последующей двухэтапной ПЦР). 
Обратную транскрипцию осуществляли с исполь
зованием “random” праймера [1].

Транслокацня I(9;22)(ql3;q34) была обна
ружена цитогенетическим методом у шести паци
ентов. У трех больных хромосомные аберрации не 
были выявлены. В трех случаях кариотип опухоле
вых клеток определить не удалось.

Химерные транскрипты BCR-ABL типа 
Ь3а2. наличие которых свидетельствует о разрыве 
гена BCR в большом кластере точек разрыва (М- 
Ьсг), были выявлены у семи пацнетгов. У пяти 
больных не было обнаружено химерных транс- 
криптов. Результаты ПЦР и цитогенетического 
исследования совпали во всех случаях. У пяти Ph- 
негативных и/или BCR/ABL-негативных пациен
тов диагноз “ХМЛ” в последующем был снят 
(табл. 1).

ПЕДИАТРИЯ



Таблица 1

Результаты цитогенетического исследования и ПЦР-диагностики транслокации t(9;22).y больных ХМЛ

I Пациент Карпотпи Результат ПЦР Диагноз ХМЛ
Б.Н., 3 года 46, XX, t(9;22)(q34;q 11) BCR-ABL" подтвержден
3. А.,10 лег 46, XY, t(9;22)(q34;ql 1) BCR-ABL" подтвержден
Р.С.,3 года 46. XY, t(9;22)(q34;q 11) BCR-ABL^ подтвержден
С.Г.,10лет 46, XY, t(9;22)(q34;ql 1) BCR-ABL~ подтвержден
Г.И.. 12 лет 45, XY, t(9;22)(q34;ql 1). -17 BCR-ABL" подтвержден
С.М.. 9 лет 46, XX, t(9;22)(q34;ql 1) BCR-ABL+ подтвержден
В.П., 6 лет не определен BCR-ABL" подтвержден
Л.А.. 1 год 46, XY BCR-ABL' снят

С Ж.. 11 лег 46, XY BCR-ABL‘ снят
Г.А.. 12 лет не определен BCR-ABL* снят
М.Е., 14 лет не определен BCR-ABL СНЯТ I
К.Е., 11 лет | не определен BCR-ABL* 1

СНЯТ 1

При цитогенетическом анализе образцов ко
стного мозга Ph-по.зитивных пациентов Филадель
фийскую хромосом) обнаруживали как в острой, 
так и в хронической стадиях заболевания. Однако 
у трех пациентов в хронической фазе при парал
лельном исследовании в ПЦР не удалось выявить 
химерных BCR-ABL транскриптов.

В последнее время в литературе появились 
сообщения о том, что количество химерных BCR- 
ABL транскриптов у детей, больных XMJ1, может 
варьировать в широких пределах. По данным 
M.C.Malinge et al. [8], количество BCR-ABL 
транскриптов в хронической фазе на фоне лечения 
интерфероном резко сштжается и может составлять 
тысячные доли процента от количества транскрнп 
тов интактного гена ABL. A. Gaiger et а). [3] уста
новили, что низкое количество продуктов химер
ного гена в хронической фазе и увеличение их 
концентрации при наступлении бластного криза 
отражает не столько различную долю опухолевых 
клеток в образцах костного мозга и перифериче
ской крови, сколько изменение уровня экспрессии 
химерного BCR-ABL гена. В связи с этим нами 
было высказано предположение о том, что прове
дение обратной транскрипщш в традиционном 
варианте с использованием “random" праймера не 
позволяет определить минимальные концентрации 
химерного транскрипта в исследованных образцах.

Считается, что проведение обратной
транскрипции со специфическим праймером, 
комплементарным определенной области химер
ной м-РНК, позволяет значительно увеличить чув
ствительность ПЦР. Нами был проведен сравни
тельный анализ чувствительности ОТ-ПЦР с ис
пользованием “random” и специфического внешне
го 3 праймера для индикации малых количеств 
BCR-ABL транскриптов (табл. 2). В качестве об
разцов, содержащих разное количество продуктов

химерного гена, использовали серийные разведе
ния клеточной культуры К-562, несущей транс.по- 
кацшо t(9;22). Клетки К-562 смешивали с лейко
цитами здорового донора в соотношениях от 1:10 
до 1:107. Из каждого образца выделяли суммарную 
м-РНК, половину объема которой использовали в 
качестве матрицы для ОТ с “random” праймером, 
а другую половину - для ОТ со специфическим 
праймером. Результаты последующей ПЦР показа
ли, что использование специфического праймера в 
ОТ позволяет на порядок повысить чувствитель
ность реакции и обнаруживать присутствие одной 
опухолевой клетки среди 10'' нормальных лейко
цитов.

Пробы костного мозга пациентов, у которых 
в хронической фазе при наличии цитогенетически 
обнаруживаемой Ph хромосомы не удавалось вы
явить BCR-ABL транскрипты, исследовали в ОТ- 
ПЦР с применением на этапе обратной транскрип
ции специфического праймера. Положительные 
результаты, свидетельствующие о наличии в об
разцах продуктов химерного гена, были получены 
во всех трех случаях (табл.2).

Таким образом, ятя диагностики минималь
ной резидуальной болезни при “adult” типе ХМЛ 
необходимо использование наиболее чувствитель
ного варианта ОТ-ПЦР. что может быть достигну
то применением на стадии обратной транскрип
ции специфического 3’ внешнего праймера как 
альтернативы использованию “random” праймера. 
Полученные результаты свидетельствуют, что уро
вень экспрессии химерного BCR-ABL гена в пе
риод хронической фазы ХМЛ у детей в некоторых 
случаях значительно снижается. Поскольку ранним 
предвестником бластного криза может явиться 
повышение концентрации химерных транскриптов 
в опухолевых клетках, проведение количественно-



Таблица 2
Результаты ОТ-ПЦР с использованием в обратной транскрипции специфического и "random” праймера

Образец ‘‘Random” праймер Специфический праймер
K-562 1:10 + +
K-562 1:102 + +
K-562 1:103 + +
K-562 1:104 +

--------------------------------------------------------- 1
+

K-562 1:10s +
K-562 1:10* - +
K-562 1:107 - _

3. А. (бластный криз) + ни.
З.А. (ремиссия) - +

Р.С. (бластный криз) + н.и.
Р.С. (ремиссия) - +

С.Г. (бластный криз) + н.и.
С.Г. (ремиссия) - +

Примечание:
ч1+” - обнаружены BCR-ABL транскрипты 

- не выявлены BCR-ABL транскрипты 
“н.и.” - не исследовали

го ПЦР-анализа может стать эффективным средст
вом обнаружения экспансии опухолевого клона 
задолго до обострения заболевания.
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