ИЗУЧЕНИЕ РАСПРОСТРАНЕННОСТИ ТРАНСЛОКАЦИИ T(9;22) У ПАЦИЕНТОВ С РАЗЛИЧНЫМИ ФОРМАМИ ЛЕЙКОЗОВ, ПРОЖИВАЮЩИХ 
В КАРАГАНДИНСКОЙ ОБЛАСТИ
Филадельфийская хромосома (Ph) – реципрокная транслокация, возникающая между длинными плечами хромосом 9 и 22, t(9;22)(q34;q11) – специфическое для опухолевых клеток цитогенетическое изменение, впервые выявленное в 1959г. при обследовании больных хроническим миелоидным лейкозом (ХМЛ) /1/. Данное изменение кариотипа наблюдается у 95-98% больных хроническим миелоидным лейкозом (ХМЛ), у 25% больных острым лимфобластным лейкозом (ОЛЛ) и у 2% больных острым миелоидным лейкозом (ОМЛ) /9,10/.  Эта хроматидная аберрация является результатом слияния части протоонкогена ABL (Abelson Leukemia Virus), расположенного на хромосоме 9 и участка гена BCR (Breakpoint Cluster Region) хромосомы 22 с образованием химерного гена на хромосоме 22 /2,3/. 

Установлено, что тип продуцируемого белка, синтезируемого гибридным геном, имеет клиническое значение, поскольку больные острыми лимфобластными лейкозами, ХМЛ при лимфоидном и бластном кризах по-разному реагируют на противоопухолевую терапию [25]. Известны несколько вариантов формирования филадельфийской хромосомы:. 

Целью данной работы был сравнительный анализ выявления хромосомой аномалии - транслокации t(9;22) в клетках крови у больных лейкозами методом ПЦР с детекцией при помощи электрофореза и real-time ПЦР. 

Материалы и методы

Материалом служили образцы крови пациентов гематологического отделения областной клинической больницы г. Караганды. Возраст пациентов составил от 27 до 77 лет.

Процедуры выделения РНК, постановки реакции обратной транскрипции, полимеразной цепной реакции, электрофореза амплифицированных фрагментов ДНК, ПЦР в режиме реального времени проводили в соответствии с методиками и инструкциями, сопровождающими наборы реактивов.

Результаты и обсуждение

Первоначальные исследования проводили, используя в качестве метода детекции продуктов амплификации традиционный метод электрофореза ДНК в агарозном геле. Каждый раз применяли положительный и отрицательный контрольные образцы. При приведении электрофореза использовали маркер молекулярного веса. Фотография электрофореза одного из экспериментов приведена на Рисунке 1. 

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

ПЦР в режиме реального времени обладает рядом безусловных преимуществ: возможность детекции накопления продуктов амплификации непосредственно во время проведения амплификации; не требует дополнительных манипуляций, связанных с раститровкой ДНК исследуемой пробы; позволяет снизить требования, предъявляемые к ПЦР лаборатории и др. Исходя из этих соображений, последующие исследования приводили с постановкой реакции амплификации в аппарате ДТ322, поддерживающем режим реального времени.
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Рисунок 1. Картина электрофореза с транслокацией t(9;22).

1.-  ПКО.

2.- Маркер молекулярного веса.

3.- Амплифицированный фрагмент ДНК образца с транслокацией.   

В наших исследованиях определяли 2 варианта образования транслокации t(9;22): , поскольку известна их большая распространенность у пациентов с различными формами лейкозов.  Как и в предыдущих анализах с детекцией продуктов амплификации при помощи электрофореза, применяли положительные и отрицательные контрольные образцы (ПКО и ОКО соответственно). Кроме того, во всех исследованиях использовали внутренний контрольный образец (ВКО).

Согласно рекомендациям, использовали два ПКО: один для контроля стадии выделения РНК для исключения ложноотрицательных результатов на этапе пробы подготовки, а второй – для исключения ошибок на этапе проведения ПЦР. ВКО – эндогенный внутренний контрольный образец использование которого  позволяет контролировать основные этапы анализа (забор, транспортирование, хранение, выделение РНК, проведение реакции обратной транскрипции РНК и непосредственно кДНК).

Первыми проводили исследования с образцами крови группы пациентов с диагнозом ХМЛ, поскольку литературные данные свидетельствуют об обнаружении филадельфийской хромосомы в подавляющем большинстве случаев у пациентов с данным диагнозом []. 

Образцы крови у выбранных пациентов разделили на 2 группы исследований: в возрасте старше 60 лет и до 60 лет. Первую группу пациентов выбрали с учетом сведений о большей вероятности развитии онкологических заболеваний у людей старшего возраста []. Суммарный анализ объектов исследования первой группы в течение всего периода настоящей работы составил 16 человек. Результаты протокола двух пациентов данной группы образцов крови показаны  в таблице 1.

	№
	Идентификатор
	Ct (Cp)
	Концентрация

	A1
	-
	
	-

	A2
	-
	22,0
	+

	A3
	-
	
	-

	A4
	-
	21,8
	+

	A5
	-
	25,1
	+

	A6
	-
	26,0
	+

	A7
	-
	28,6
	+

	A8
	-
	38,5
	+

	B1
	-
	29,7
	+

	B2
	-
	31,9
	+

	B3
	-
	25,2
	+

	B4
	-
	26,8
	+

	B5
	-
	
	-

	B6
	-
	
	-

	А1,А3 – амплификация объекта №1, А2,А4 - ВКО объекта №1; 

	А5, А7 - амплификация объекта №2,  А6,А8 - ВКО объекта №2. 

	В1, В2 - ПКО выделения,  В3, В4 - ПКО ПЦР, В5, В6 - ОКО .


Таблица 1 Отчет по результатам качественного анализа ПЦР по флуорофору HEX
Анализ результатов, приведенных в данной таблице, показывает, что в образце №1 (номера А1 и А3) отсутствует свечение. В то же время свечение в образце № 2 (номера А5 и А7) доказывает  наличие искомой транслокации.

Анализ проводился в двух последовательностях, что исключает ошибки проведения на стадии выделения РНК. 

Из обследованных  16 пациентов положительный результат выявлен у 10, что составляет 63 % всех анализов. 

Следующую группу объектов исследования составили пациенты в возрасте от 27 до 60 лет. Из литературных данных известно, что филадельфийская хромосома обнаруживается у людей разного возраста. Эти сведения послужили основой для выбора контингента лиц второй группы исследований. 

В данной группе пациентов проанализировано 17 образцов крови. Положительный результат  обнаружен в 9 случаях, что составляет около 53 %.

Несмотря на то, что подавляющее большинство случаев обнаружения филадельфийской хромосомы приходится на хронический миелобластный лейкоз, по данным литературных источников известно, что  3-4 % случаев выявления транслокации t(9;22) приходится на различные формы лейкозов, отличных от хронического миелобластного. Исходя из этих данных, сформировали третью группу пациентов. Ее составили образцы крови 34 больных. Филадельфийская хромосома была выявлена в 5 случаях из всех исследуемых образцов крови у пациентов данной группы, что составило 

Итоговые результаты обнаружения филадельфийской хромосомы у больных различными формами лейкозов.

Для получения информации о распространенности искомой транслокации среди пациентов перечисленных групп построили итоговую диаграмму, приведенную на рисунке 2.
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Рисунок.2. Процентное соотношение транслокации t(9;22)среди всех групп исследований.

Из данного рисунка видно, что наибольший процент обнаружения филадельфийской транслокации выявляется у пациентов первой группы  обследования, т.е. больных лейкозами, возраст которых был старше 60 лет.

Результаты исследований демонстрируют образование филадельфийской хромосомы у пациентов с различными формами лейкозов. Наибольший процент составили больные с хроническим миелоидным лейкозом, что согласуется с литературными данными. Кроме того, исследуемая хромосомная аберрация обнаружена в нескольких случаях с диагнозами:    

Дальнейшие исследования предполагают изучение других вариантов транслокаций, вызывающих  различные формы лейкозов, а также проведение сравнительного анализа чувствительности методов детекции продуктов амплификации
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