
КЛИНИЧЕСКАЯ И ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ МОРФОЛОГИЯ / CLINICAL AND EXPERIMENTAL MORPHOLOGY       Том 14  № 1  2025 31

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

© Виноградов А.В., Сазонов С.В., 2025

DOI: 10.31088/CEM2025.14.1.31-36  УДК: 619:616-006.446.8

Оценка мутационного статуса лейкемических клеток взрослых 
пациентов с острым миелобластным лейкозом с созреванием 
методом высокопроизводительного секвенирования 
А.В. Виноградов1,2, С.В. Сазонов1,3

1 ФГБОУ ВО Уральский государственный медицинский университет Минздрава России, Екатеринбург, Россия
2 ГАУЗ СО Свердловская областная клиническая больница № 1, Екатеринбург, Россия
3 ГАУЗ СО Институт медицинских клеточных технологий, Екатеринбург, Россия

Резюме. Введение. Использование молекулярно-генетических технологий позволило принципиально 
улучшить понимание механизмов лейкомогенеза. Тем не менее частота острых миелоидных лейкозов 
взрослых, при которых использование химиотерапии эффективно для индукции и поддержания стой-
кой молекулярной ремиссии, не превышает 30–40%. Цель исследования – провести профилирование 
мутационного статуса опухолевых клеток у взрослых пациентов с острым миелобластным лейкозом 
с созреванием с использованием метода высокопроизводительного секвенирования.
Материалы и методы. Исследовали пробы костного мозга 10 пациентов с острым миелобластным 
лейкозом с созреванием, наблюдавшихся в Свердловском областном онкогематологическом центре 
в 2020–2023 годах. Средний возраст исследуемых составил 58,7 года. Детекцию транскриптов хи-
мерных генов DEK-NUP214, RUNX1-RUNX1T1, MLLT3-MLL, BCR-ABL1, PML-RARA, CBFB-MYH11 
осуществляли методом полимеразной цепной реакции, мутаций в генах FLT3 и NPM1 – методом 
фрагментного анализа. Мутационный профиль 141 гена определяли методом высокопроизводитель-
ного секвенирования на автоматическом анализаторе MiSeqDX с использованием набора QIAseq 
Targeted DNA Human Myeloid Neoplasms Panel.
Результаты. Патогенетически значимые генные мутации выявлены в лейкозных клетках всех вклю-
ченных в исследование пациентов с острым миелобластным лейкозом с созреванием. Среднее коли-
чество выявленных всеми использованными методами генетических аномалий в лейкозных клетках 
составило 3,6 на пробу, в том числе с использованием технологии NGS – 2,9 на пробу. В наибольшем 
числе проб выявлялись мутации в генах DNMT3A и FLT3 (n=4), по три наблюдения – IDH2, NPM1 
и RUNX1, а также транслокация t(8;21)(q22;q22). Наибольшее значение исследование методом вы-
сокопроизводительного секвенирования имело при лейкозах с нормальным кариотипом и случай-
ными хромосомными аберрациями, где в большинстве случаев удалось уточнить прогностическую 
стратификацию на основе анализа дополнительно выявленных генных мутаций. Стратификация 
случаев острого миелобластного лейкоза с созреванием со специфическими аберрациями, ассоци-
ированными с благоприятным (n=3) либо неблагоприятным (n=1) прогнозом, а также инсерциями 
NPM1 в сочетании с дупликациями FLT3 (n=2) оставалась неизменной, несмотря на обнаружение 
дополнительных генных мутаций. 
Заключение. Таким образом, пациенты с острым миелобластным лейкозом с созреванием, имеющие 
различные мутационные профили, являются потенциальными кандидатами на дифференцированные 
методы лечения, которые варьируют от стандартной химиотерапии и трансплантации костного мозга 
до включения в клинические исследования таргетных препаратов.
Ключевые слова: острый миелобластный лейкоз с созреванием, высокопроизводительное секвени-
рование, генные мутации, возраст
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Введение
Острые миелоидные лейкозы (ОМЛ) представ-

ляют собой гетерогенную группу опухолей системы 
крови, которые характеризуются первичным засе-
лением костного мозга морфологически незрелыми 
кроветворными опухолевыми клетками, экспрессиру-
ющими миелоидные антигены, и инфильтрацией ими 
разных органов с клинико-лабораторными проявле-
ниями синдрома костномозговой недостаточности. 
Частота выявления ОМЛ составляет 3–5 случаев на 
100 000 взрослых, однако увеличивается до 15–20 слу-
чаев на 100 000 в возрасте старше 60 лет и вносит 

существенный вклад в заболеваемость и смертность. 
Установлено, что ОМЛ возникает из лейкозных ство-
ловых клеток (ЛСК), которые являются основополож-
никами клона бластов. Мутации, приобретенные ЛСК 
с течением времени, могут привести к клональной экс-
пансии в костном мозге при отсутствии каких-либо 
клинических проявлений, что характеризуется как 
клональный гемопоэз. В последующем эти клетки 
могут приобретать дополнительные мутации, транс-
формирующие их в злокачественные, что приводит 
к развитию ОМЛ. Последовательное приобретение 
мутаций на разных этапах заболевания, в том числе 
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Abstract. Introduction. The use of molecular genetic technologies has broadened the understanding of 
pathogenic mechanisms of leukemia. However, the incidence of acute myeloid leukemia in adult patients, 
when chemotherapy is effective for induction and maintenance of continuous molecular remission, does 
not exceed 30–40%. We aimed to assess the mutational status of leukemic cells in adult patients with acute 
myeloblastic leukemia with maturation using high-throughput sequencing.
Materials and methods. We examined bone marrow samples of 10 patients with acute myeloblastic leukemia 
with maturation being under medical observation at Sverdlovsk Regional Hematology Center in 2020–2023. 
The average age of the subjects was 58.7 years old. The detection of chimeric genes DEK-NUP214, RUNX1-
RUNX1T1, MLLT3-MLL, BCR-ABL1, PML-RARA, and CBFB-MYH11 was performed using polymerase chain 
reaction technique. The mutations in FLT3 and NPM1 were detected with fragment analysis. The mutation 
profile of 141 genes was determined with high-throughput sequencing on an automatic MiSeqDx analyzer 
using the QIAseq Targeted DNA Human Myeloid Neoplasms Panel.
Results. Pathologically significant gene mutations were detected in leukemia cells of all subjects. The ave rage 
number of genetic abnormalities found in leukemia cells with all the methods used was 3.6 per sample, with 
high-throughput sequencing showing 2.9 per sample. Mutations in DNMT3A and FLT3 were observed in 
the largest number of samples (n=4), whereas those in IDH2, NPM1, and RUNX1, as well as translocation 
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as well as NPM1 insertions in combination with FLT3 duplications (n=2) remained unchanged although we 
detected pathologically significant gene mutations using high-throughput sequencing method. 
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на доклинической стадии, обусловливает значитель-
ную клональную гетерогенность ОМЛ у большинства  
взрослых [1–3].

Цель исследования – провести профилирование 
мутационного статуса опухолевых клеток у пациен-
тов с острым миелобластным лейкозом с созреванием 
с использованием метода высокопроизводительного 
секвенирования.

Материалы и методы
Работа представляет собой ретроспективное ис-

следование. Проведен анализ вариантов генетических 
повреждений в зависимости от морфологического 
подтипа лейкоза. Всего за период с 2020 по 2023 год 
в Свердловский областной гематологический центр 
госпитализировано 24 пациента, страдающих ОМЛ, 
которым проводилась молекулярно-генетическая диаг-
ностика с использованием метода высокопроизводи-
тельного секвенирования (next-generation sequencing 
NGS). Из них были отобраны 10 пациентов с острым 
миелобластным лейкозом с созреванием (ОМЛ М2), 
которым в полном объеме выполнены цитологический 
анализ крови и костного мозга, цитохимическое, им-
мунофенотипическое и цитогенетическое исследо-
вание [4]. Все пациенты перед исследованием под-
писывали добровольное информированное согласие. 
Средний возраст исследуемых (семь женщин и трое 
мужчин) составил 58,7 года. 

Молекулярно-генетическое исследование вклю-
чало определение методом полимеразной цепной 
реакции (ПЦР) транскриптов химерных генов t(6;9)
(p23;q34)/ DEK-NUP214, t(8;21)(q22;q22)/ RUNX1-
RUNX1T1, t(9;11)(p22;q23)/ MLLT3-MLL, t(9;22)
(q34;q11.2)/ BCR-ABL1, t(15;17)(q22;q12)/ PML-RARA, 
inv(16)(p13.1q22)/ CBFB-MYH11. Методом фраг-
ментного анализа осуществляли детекцию внутрен-
них тандемных дупликаций и нуклеотидных замен 

в позиции D835, кодирующей последовательности 
тирозинкиназного домена в гене FLT3, инсерций 
в гене NPM1 [4–6]. Выявление мутаций в 141 гене 
осуществляли методом NGS на автоматическом ана-
лизаторе MiSeqDX (Illumina, США) с использовани-
ем диагностической панели QIAseq Targeted DNA 
Human Myeloid Neoplasms Panel (Qiagen, США). 
Клиническую значимость обнаруженных генных 
мутаций оценивали согласно классификации AMP/
ACMG/ASCO/CAP для соматических вариантов [7].

Все этапы исследования были одобрены локаль-
ным этическим комитетом Института медицинских 
клеточных технологий (протокол заседания № 2/15 от 
17.07.2015).

Статистическую обработку результатов проводили, 
исходя из гипотезы о биномиальном распределении 
генетических событий, рассчитывали математическое 
ожидание и доверительные интервалы (ДИ) на основе 
оценки параметров с вероятностью 95%.

Результаты
Наиболее частым вариантом цитогенетических ано-

малий в исследуемой группе пациентов были специ-
фические хромосомные мутации, ассоциированные 
с благоприятным прогнозом ОМЛ (n=3, 30,0%, при 
95% ДИ от 10,8% до 60,3%). Во всех наблюдениях 
они были представлены транслокацией t(8;21)(q22;q22) 
(рис.), при этом методом ПЦР был выявлен транскрипт 
химерного гена RUNX1-RUNX1T1, средний уровень 
его относительной экспрессии соответствовал 568,0%. 
Диплоидный кариотип лейкозных клеток определял-
ся в пяти случаях (50,0%, при 95% ДИ от 23,7% до 
76,3%). Также выявлено по одному случаю ОМЛ М2 
со специфической транслокацией t(9;22)(q34;q11.2) 
и неспецифическими количественными хромосомны-
ми аберрациями +11 и +mar (по 10,0%, при 95% ДИ 
от 1,8% до 40,4%). В образце с транслокацией t(9;22)

Рис.  Цитогенетическая детекция транслокации t(8;21)(q22;q22) методами G-banding (А) и FISH (B)
Fig.  Translocation t(8;21)(q22;q22) cytogenetic detection using G-banding (А) and FISH (B)
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(q34;q11.2) обнаруживался транскрипт химерного гена 
BCR-ABL1, уровень его относительной экспрессии со-
ставлял 21,9%.

Методом фрагментного анализа в четырех случаях 
(40,0%, при 95% ДИ от 16,8% до 68,7%) обнаружива-
лись мутации в гене FLT3. Наряду с FLT3 ITD в трех 
образцах выявлены инсерции в гене NPM1. Средние 
уровни аллельной нагрузки при этом составили 0,60 
для мутантного FLT3 и 0,80 для NPM1, соответственно. 

Значимые для онкогенеза ОМЛ генные мутации 
были выявлены методом высокопроизводительного 
секвенирования во всех пробах. Среднее количество 
выявленных генных мутаций составило 2,9±0,9 на 
исследованный образец. Среднее количество генных 
мутаций у пациентов с нормальным кариотипом со-
ставило 4,0±1,1, у пациентов со специфическими хро-
мосомными транслокациями t(8;21)(q22;q22) и t(9;22)
(q34;q11.2) – 1,5±0,6. В наибольшем числе проб мето-
дом NGS выявлялись мутации в генах FLT3 и DNMT3A 
(n=4), по три наблюдения – мутации в генах RUNX1, 
IDH2 и NPM1, по два – ASXL1, TET2, SRSF. Мутации 
в генах CEBPA, NRAS, WT1, CHEK2, BCOR, ATM встре-
чались в единичных пробах.

В целом, среднее количество генетических анома-
лий, выявленных всеми использованными методами, 
составило 3,6±0,7 на пробу. Оно было минимальным 
при ОМЛ с t(8;21)(q22;q22) и дупликацией c. 1934dupG 
в гене ASXL1 и ОМЛ с диплоидией и генными мута-
циями IDH2 c. 515G>A и RUNX1 c.614-1 G>C, возраст 
пациентов составил 18 и 48 лет, соответственно. В обо-
их случаях указанные мутации приводили к трансляции 
усеченной полипептидной цепи. Максимальное количе-
ство генетических аномалий (n=5) определялось у трех 
пациентов в возрасте 58, 69 и 80 лет. В первом случае 
они были представлены количественными аномалиями 
кариотипа +11, +mar в сочетании с мутациями в генах 
DNMT3A, IDH2 и SRSF. Во втором и третьем случаях 
при нормальном кариотипе бластов определялось по 
пять мутаций в генах DNMT3A, FLT3, NPM1, TET2, 
WT1 и ASXL1, CEBPA, IDH2, RUNX1, SRSF. Другими 
словами, у пациентов со специфическими хромосомны-
ми транслокациями t(8;21)(q22;q22) и t(9;22)(q34;q11.2) 
среднее количество генетических поломок, выявленных 
всеми использованными методами, составило 2,8±0,5 
на пробу, что может свидетельствовать в пользу того, 
что в данной подгруппе для развития ОМЛ необходимо 
меньшее число молекулярных событий.

Выявленные комбинации генных и хромосомных 
мутаций имели некоторую специфику в разных под-
группах ОМЛ. Так, при ОМЛ с t(8;21) (q22;q22) в каж-
дой из исследованных проб определялись различные 
генные мутации, в том числе NRAS c.34 G>A, ASXL1 
c.1934 dupG и трансверсия RUNX1 c.1184 C>A в соче-
тании с FLT3 ITD (по одному наблюдению). При ОМЛ 
с диплоидией, как правило, одновременно выявлялись 
мутации в генах транскрипционных факторов и эпиге-
нетических регуляторов: RUNX1 в сочетании с IDH2, 

RUNX1 и CEBPA в сочетании с ASXL1 и IDH2, FLT3 
в сочетании с NPM1, DNMT3A и/или ТЕТ2. Мутации 
других классов встречались реже.

Обсуждение
Использование технологий секвенирования по-

зволило принципиально улучшить понимание мо-
лекулярных основ лейкомогенеза, однако частота 
ОМЛ у взрослых, при которой использование хими-
отерапии эффективно для индукции и поддержания 
устойчивой ремиссии, не превышает 30–40% [8–10]. 
Соответственно, наиболее оптимальной лечебной 
стратегией для большинства пациентов является ал-
логенная трансплантация костного мозга. Применение 
таргетных лекарственных препаратов в сочетании с 
трансплантацией или в монорежиме у пациентов, име-
ющих к ней противопоказания, является активно иссле-
дуемой терапевтической опцией, напрямую связанной 
с генотипированием ОМЛ [11–13].

В представленном исследовании среднее количе-
ство выявленных генетических аномалий составило 
3,6 на пробу, из них с использованием технологии 
NGS – 2,9 на пробу. У пациентов с нормальным ка-
риотипом дополнительно определялось от двух до 
пяти генных мутаций, что позволило уточнить у них 
прогноз, хотя это не предусмотрено действующими 
федеральными клиническими рекомендациями для 
ОМЛ, в основу которых положены прогностические 
критерии European LeukemiaNet 2017 [14]. При этом 
в 2022 году группой международных экспертов были 
предложены новая классификация и прогностическая 
модель ОМЛ, включающие дополнительные генети-
ческие подгруппы, часть из которых является состав-
ными. Соответственно, при оценке вариантов исходов 
ОМЛ предусматривается интерпретация данных, полу-
ченных в том числе методом NGS, с использованием 
онлайн-калькулятора [1, 15].

В соответствии с моделью [15] у шести пациен-
тов из исследуемой выборки, несмотря на выявление 
методом NGS генных мутаций, прогноз оставался 
неизменным: в трех случаях благоприятным, в двух 
промежуточным, в одном неблагоприятным. В одном 
наблюдении при ОМЛ М2 с хромосомными аберра-
циями +11, +mar и трех наблюдениях с нормальным 
кариотипом в бластах обнаруживались дополнитель-
ные мутации, ассоциированные с неблагоприятным 
прогнозом. Соответственно, прогноз заболевания ме-
нялся с промежуточного на неблагоприятный. Таким 
образом, лишь в четырех случаях (40,0%, при 95% ДИ 
от 23,7% до 76,3%) исследование мутационного про-
филя методом NGS позволило скорректировать оценку 
прогноза ОМЛ.

Цитогенетические исследования и молекулярное 
типирование конкретных генетических панелей при 
ОМЛ до настоящего времени являются наиболее рас-
пространенными методами, которые широко исполь-
зуются в практической онкогематологии. Тем не менее 
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применение NGS, которое, вероятно, в ближайшее вре-
мя станет рутинным диагностическим тестом, будет не 
столько потенциальной заменой, сколько дополнитель-
ной опцией к морфологическим, цитогенетическим 
и ПЦР-тестам, обеспечивающей комплексное типи-
рование ОМЛ. Соответственно, пациенты, имеющие 
уточненные профили генных мутаций, являются по-
тенциальными кандидатами на специфические методы 
лечения, которые могут варьировать от стандартной 
химиотерапии и трансплантации костного мозга до 
включения в клинические исследования новых тар-
гетных препаратов [12–15].

Заключение
Патогенетически значимые генные мутации выявле-

ны методом высокопроизводительного секвенирования 
во всех пробах аспиратов костного мозга пациентов 
с острым миелобластным лейкозом с созреванием. 
Среднее количество выявленных в опухолевых клетках 
генетических аномалий составило 3,6 на пробу, в том 
числе с использованием технологии секвенирования – 
2,9 на пробу. 

Наибольшее клиническое значение применение 
секвенирования имело при лейкозах с нормальным 
кариотипом бластов и случайными хромосомными 
аберрациями, при которых на основе анализа допол-
нительно выявленных генных мутаций был уточнен 
прогноз заболевания. Напротив, при остром миело-
бластном лейкозе с созреванием, ассоциированном со 
специфическими хромосомными аномалиями, а также 
мутациями в гене NPM1 в сочетании с дупликациями 
FLT3 прогноз не изменялся, несмотря на выявление 
в пробах дополнительных мутаций. 
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