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МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКИЙ  АНАЛИЗ  ТРАНСЛОКАЦИЙ  9;22 
У  БОЛЬНЫХ  ЛЕЙКОЗАМИ,  ПРОЖИВАЮЩИХ  В  КАРАГАНДИНСКОЙ  ОБЛАСТИ 

Мақалада лейкоздың əр түрлі формаларымен ауыратын науқастардың 9;22 (филадельфиялық 
хромосомалары) зерттелді. кДНК амплификациясы, 40 науқастың қан құрамы анықталып, 
оның 12-де химерлі патологиялық геннің BCR-ABL пайда болуына əсер ететін транслокация 
табылды. 

This review is devoted to DNA diagnostics in the different leucosis forms. The diseases caused by the 
chromosome structural rearrangements — translocation t (9;22). Amplification of 40 patietnts DNA 
researched. 12 from them revealed tranclocation, that result in formation pathological BCR-ABL 
gene, which caused leukemia. 

 
Успех лечения злокачественных опухолей во многом зависит от точной диагностики. Для вери-

фикации диагноза в онкологии используются различные методы, наиболее современными из которых 
являются молекулярно-биологические. 

Первый генетический маркер опухоли — филадельфийская хромосома (Ph) — был описан в 
1960 г. Эта хромосома была обнаружена исследователями, работавшими в Филадельфии, Novell и 
Hungerford, в метафазных пластинках, полученных при культивировании клеток крови пациентов с 
хроническим миелолейкозом. Измененная хромосома представляла собой результат делеции пример-
но половины длинного плеча хромосомы 22 пары [1]. 

Филадельфийская хромосома (Ph) обнаруживается более чем у 90 % больных хроническим мие-
лолейкозом (ХМЛ) как взрослых, так и детей. Образуется она вследствие реципрокной, или сбалан-
сированной, транслокации между хромосомами 9 и 22 пар — t (9;22)(q34; q11). При этом хромосома 
9 пары повреждается в локусе q34, где локализован онкоген ABL, а 22 хромосома — в точке q11, где 
находится ген BCR (breakpoint cluster region). В результате транслокации на 22 хромосоме образуется 
новая патологическая последовательность ДНК, ген BCR-ABL, белковый продукт которого характе-
ризуется повышенной тирозинкиназной активностью, как большинство известных онкопротеинов. 
Интересно, что в тех случаях, когда у больных ХМЛ обнаруживаются нетипичные хромосомные из-
менения или нормальный кариотип, BCR-ABL ген выявляется в клетках костного мозга и перифери-
ческой крови пациентов. Другим известным заболеванием, при котором выявляется эта транслока-
ция, является острый лимфобластный лейкоз (ОЛЛ). При этой форме лейкоза филадельфийская хро-
мосома выявляется у 5 — 10 % детей с ОЛЛ. Ph-хромосома у больных ОЛЛ, как и при ХМЛ, образу-
ется вследствие реципрокной транслокации t (9;22)(q34; q11) и цитогенетически не отличима при 
этих заболеваниях [2]. 

Для исследования ДНК наиболее часто применяются цитогенетический анализ, Southern-блот и 
полимеразная цепная реакция (ПЦР). ПЦР (polymerase chain reaction, PCR), безусловно, завоевала 
звание «чемпиона» методик молекулярной медицины, поскольку позволяет выявлять ничтожно ма-
лые количества фрагментов ДНК [3]. В настоящем исследовании для определения патологического 
гена BCR-ABL в крови пациентов, больных лейкозом, был использован этот анализ. 

Целью настоящего исследования явилось выявление филадельфийской хромосомы методом 
ПЦР у больных различными формами лейкозов, проживающих в Карагандинской области. 

Материалы и методы 

Материалом для наших анализов были периферическая кровь и костный мозг пациентов, обсле-
довавшихся в гематологическом отделении областной клинической больницы г. Караганды. 

Выделение РНК. Выделение РНК из крови и костного мозга осуществляли с применением ком-
плекта «Рибо-золь» и сорбента универсального. Биологический материал обрабатывали лизирующим 
раствором, а затем промывали дважды отмывочными растворами. РНК экстрагировали растворами 
фенола и хлороформа, затем промывали 70 %-ным этанолом. Полученную таким образом РНК рас-
творяли в буфере ТЕ. Конечный объем составлял 50 мкл. 
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Реакция обратной транскрипции. При постановке этой реакции использовали набор реагентов 
«PEBEPTA-L». Для этого в пробирку с DTT лиофилизированным добавляли 125 мкл RT-mix и тща-
тельно перемешивали на вортексе. К полученному раствору добавляли 6 мкл ревертазы (MMLV), пе-
ремешивали на вортексе. Вносили в микропробирки по 10 мкл готовой реакционной смеси, добавля-
ли по 10 мкл РНК-пробы в пробирку с реакционной смесью. Осторожно перемешивали. Затем стави-
ли пробирки в амплификатор (термостат) при 370С на 30 минут. Полученную в реакции обратной 
транскрипции кДНК разводили в 2 раза ДНК-буфером для последующей постановки реакции ампли-
фикации. 

Постановка реакции амплификации. Для амплификации искомых фрагментов ДНК ставили 3 
индивидуальные реакции для выявления патологических генов а3-е1, а3-е12 и а3-е19 в режиме, реко-
мендованном производителем наборов реагентов «Амплисенс». Использовали ПЦР смесь 1, содер-
жащую праймер для выявления искомой транслокации. Смесь 2, содержащая буфер, набор дезокси-
рибонуклеотидтрифосфатов, Taq-полимеразу и бромфеноловый синий, наносилась поверх смеси 1. 

Электрофорез ДНК. Электрофоретический анализ продуктов ПЦР проводили в агарозном геле с 
применением комплекта реагентов «ЭФ», вариант 300. Использовали 1,5 %-ную агарозу, трис-
боратный буфер (ТБЕ), концентрированный, с бромидом этидия. Напряженность электрического по-
ля составляла 100 в/см2 [4]. 

Трис-боратный буфер, входящий в состав данного комплекта, обеспечивает хорошее разделение 
фрагментов ДНК и имеет значительную буферную емкость, не требующую его рециркуляции. Бро-
мид этидия — флуоресцирующий и интеркалирующий в ДНК краситель, позволяющий визуализиро-
вать ДНК. 

По окончании электрофореза агарозный гель фотографировали и анализировали с помощью 
компьютерной системы TotalLab. 

Результаты и обсуждение 

Нами исследованы образцы крови 40 пациентов гематологического отделения Карагандинской 
областной клинической больницы с различными формами лейкозов, такими как хронический миело-
лейкоз, миелопролиферативное заболевание, первичный миелофиброз, острый лимфолейкоз, идиопа-
тический лимфолейкоз. У двух пациентов проанализированы образцы костного мозга. Районы про-
живания объектов исследования: города Караганда, Темиртау, Жезказган, населенные пункты Шет-
ского, Каркаралинского, Казыбекбийского районов и др., характеризующиеся неблагоприятной эко-
логической обстановкой. Возраст пациентов составлял от 23 до 70 лет. 

Данные о пациентах приведены в таблице. 

Т а б л и ц а  

Сведения о пациентах 

№ Диагноз Адрес Год рождения 
 

1 2 3 4 
1.   Первичный миелофиброз г. Темиртау 1976 
2.  Хронический миелолейкоз г. Жезказган 1985 
3.  Хронический миелолейкоз Осакаровский район 1978 
4.  Идиопатический миелолейкоз г. Темиртау  1953 
5.  Первичный миелофиброз г. Каркаралинск 1944 
6.  Миелопролиферативное заболевание г. Караганда 1947 
7.  Хронический миелолейкоз г. Караганда 1948 
8.  Хронический миелолейкоз г. Абай 1947 
9.  Первичный миелофиброз Шетский район 1941 
10.  Миелопролиферативное заболевание г. Темиртау 1957 
11.  Первичный миелофиброз г. Караганда 1934 
12.  Острый лимфоцитарный лейкоз г. Жезказган 1963 
13.  Хронический миелолейкоз г. Караганда 1958 
14.  Миелопролиферативное заболевание п. Актау 1958 
15.  Хронический миелолейкоз г. Караганда 1976 
16.  Хронический миелолейкоз Казыбекбийский р-н 1964  
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1 2 3 4 
17.  Хронический миелолейкоз г. Жезказган 1984 
18.  Миелопролиферативное заболевание г. Темиртау 1974 
19.  Хронический миелолейкоз г. Караганда 1939 
20.  Миелопролиферативное заболевание Шетский район 1940 
21.  Первичный миелофиброз г. Темиртау 1967 
22.  Острый лимфоцитарный лейкоз Казыбекбийский р-н 1960 
23.  Первичный миелофиброз г. Караганда 1941 
24.  Хронический миелолейкоз г. Жезказган 1956 
25.  Идиопатический миелолейкоз г. Темиртау 1977 
26.  Хронический миелолейкоз г. Караганда 1946 
27.  Хронический миелолейкоз г. Жезказган 1975 
28.  Идиопатический миелолейкоз г. Караганда 1957 
29.  Хронический миелолейкоз Казыбекбийский р-н 1937 
30.  Хронический миелолейкоз 

(идиопатический лимфолейкоз) 
г.Абай 1947 

31.  Идиопатический миелолейкоз Шетский район, ст. Босага 1964 
32.  Острый лимфоцитарный лейкоз Жанааркинский район 1961 
33.  Миелопролиферативное заболевание г. Темиртау 1983 
34.  Хронический миелолейкоз г. Каркаралинск  1950 
35.  Хронический миелолейкоз г.Абай 1937  
36.  Хронический миелолейкоз г. Жезказган 1938 
37.  Хронический миелолейкоз Казыбекбийский р-н 1975 
38.  Миелопролиферативное заболевание г. Караганда 1939 
39.  Острый лимфоцитарный лейкоз г. Темиртау 1938 
40.  Хронический миелолейкоз г. Темиртау 1955 

 
РНК выделяли из сыворотки описанных выше пациентов, для чего венозную кровь центрифуги-

ровали, осаждали форменные элементы, отбирали супернатант — плазму. Для выделения РНК ис-
пользовали сорбент универсальный. С полученными из образцов крови и костного мозга пациентов 
молекулами РНК ставили реакцию обратной транскрипции, используя фермент ревертазу. Время ре-
вертазной реакции составляло 30 минут, температура 37 °С. По окончании с полученной кДНК ста-
вили полимеразную цепную реакцию, количество циклов которой составляло 42. Поскольку в наших 
исследованиях применялся аппарат с матричным регулированием температур «Терцик МС2», ис-
пользовали минеральное масло. В каждом эксперименте ставили реакции с положительными и отри-
цательными контрольными образцами. Положительный контрольный образец использовали для вы-
явления фрагментов амплифицированных ДНК. Отрицательный контрольный образец применяли для 
исключения ложноположительных результатов. Детекцию продуктов амплификации осуществляли 
процедурой электрофореза в 1,5 %-ном агарозном геле. Применяли трисборатный буфер для элек-
трофореза. Агарозный гель просматривали на трансиллюминаторе, фотографировали. Для точного 
определения размеров амплифицированных фрагментов ДНК картину электрофореза анализировали 
при помощи компьютерной системы TotalLab. Каждый раз использовали маркер молекулярного веса 
с фрагментами ДНК известного размера для сравнения размеров полученных амплифицированных 
сегментов нуклеиновых кислот. 

Проведенные исследования обнаружили 12 случаев возникновения искомой нереципрокной 
транслокации фрагмента длинного плеча 9 хромосомы на длинное плечо 22 у 40 пациентов, больных 
описанными формами лейкозов, что составило 30 % всех исследованных образцов биологического 
материала. 

Фотография электрофореза исследуемого патологического гена BCR-ABL, выявленного у одного 
из исследованных пациентов с диагнозом «хронический миелолейкоз», приведена на рисунке 1. 
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Рис. 1. Электрофореграмма ДНК химерного гена BCR-ABL (слияние фрагментов e1-a2): 1 — по-
ложительный контрольный образец; 2 — маркер молекулярного веса; 3 — анализируемый ампли-
фицрованный фрагмент ДНК 

Из рисунка видно, что выявляется специфический транскрипт, соответствующий химерному ге-
ну BCR-ABL (слияние фрагментов e1-a2), размером примерно 200 пар оснований. Транскрипт соот-
ветствует белку p185. 

В результате исследований выявлены различные транскрипты, соответствующие гену BCR-ABL, 
образовавшемуся в результате слияния фрагментов 9 и 22 пар хромосом. Обнаружено слияние фраг-
ментов e1-a2, е2-а2. У одного пациента с диагнозом «миелопролферативное заболевание» обнаруже-
но сразу 2 транскрипта, образованных слиянием различных фрагментов указанных хромосом, разме-
рами 400 и 500 п.н. Транскрипты соответствовали белкам p185–190. 

Картина электрофореза ДНК, выделенной из крови другого пациента с хроническим миелолей-
козом, приведена на рисунке 2. Данная электрофореграмма обработана с помощью компьютерной 
системы TotalLab, что позволяет с высокой точностью определить размеры выявленных фрагментов 
ДНК. 

Анализ фотографии электрофореза, представленной на рисунке 2, позволил обнаружить у данно-
го пациента фрагмент ДНК исследуемого гена BCR-ABL размером 220 п.н., что доказывает наличие в 
этом случае транскрипта, образованного слиянием фрагментов e2-a2. Данная патология соответству-
ет синтезу белка р190. Ген G6PD использовали в качестве положительного контрольного образца. 

Полученные данные согласуются с литературными, в которых исследователями обнаруживались 
подобные транслокации в локусах р22 хромосомы 9 и q23 хромосомы 22 [5]. Кроме того, белок ана-
логичного размера, обусловленный возникновением химерного гена BCR-ABL, обнаруживали в ре-
зультате выявления инверсии в хромосоме 3 [6]. 

Дальнейшие исследования предполагают анализы костного мозга на предмет обнаружения ис-
комой транслокации t (9;22) у пациентов с лейкозами. Будут проведены также исследования детей с 
различными формами лейкозов, наблюдающихся в Карагандинском областном детском онкогемато-
логическом центре. 
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Рис. 2. Электрофореграмма ДНК химерного гена BCR-ABL (слияние фрагментов e2-a2): 1 — мар-
кер молекулярного веса; 2 — анализируемый амплифицрованный фрагмент ДНК; 3 — положи-
тельный контроль — ген G6PD 

Кроме того, будут исследованы образцы крови и костного мозга пациентов с описанными фор-
мами лейкозов с целью выявления других форм транслокаций в режиме «Real-time», а также для 
определения чувствительности анализа при исследованиях различных биологических проб. 

На основании полученных данных можно сделать вывод о том, что у пациентов, больных раз-
личными формами лейкозов (как острых, так и хронических), обнаруживается патологический ген 
BCR-ABL, обусловленный транслокационным слиянием различных фрагментов хромосом 9 и 22. 
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