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МОЛЕКУЛЯРНЫЕ ОСНОВЫ Ph-ЛЕЙКЕМИЙ 
И ПУТИ ИХ ЛЕЧЕНИЯ 

В обзоре суммированы результаты изучения генетических изменений, лежащих в осно
ве хронической миелоидной лейкемии (ХМЛ) и острого лимфобластного лейкоза 
(ОЛЛ). Основное внимание уделено описанию химерного BCR-c-ABL-гена, образую
щегося из двух нормальных генов за счет специфической хромосомной транслокации, а 
также исследованию влияния продуктов рекомбинантного гена на процесс малигниза-
ции. Обсуждаются проблемы терапии лейкозов с использованием двух подходов. Пер
вый касается возможности восстановления измененного фенотипа с помощью антисен
сорной ДНК и рибозимов, специфически блокирующих мРНК, второй — применения 
химиопрепаратов, убивающих патологические клетки. В связи с этим кратко освещены 
вопросы множественной лекарственной устойчивости, проявляемой, как правило, 
трансформированными клонами. 

Известно, что злокачественные заболевания крови являются одним из 
распространенных видов рака, поражающего все возрастные группы 
населения. Так, согласно последним статистическим данным, частота 
заболеваний только острым лейкозом в Украине составляет 20 случаев 
на 1 000 000 человек [1]. В связи с Чернобыльским фактором и ожида
нием небывалого- всплеска этих заболеваний на нашей территории про
блема рака крови в Украине очень актуальна. У нас нет пока воз
можности привести здесь официальные данные по влиянию последствий 
чернобыльской катастрофы на частоту онкозаболеваний крови насе
ления Украины, хотя для Белоруссии подобные сведения уже извест
ны [2]. За восемь лет после аварии показано отсутствие действия Чер
нобыля на рост онкозаболеваний крови. Если до 1986 г. частота лей
козов у детей была 40,7 на миллион, а у взрослых мужчин и женщин — 
47 и 37, то в 1993 г. эти цифры составили соответственно 41,3; 49 и 37. 
Пройдут ли последующие годы достаточно благополучно для человече
ского генофонда или губительное влияние проявится позже? В любом 
случае необходимы дальнейшие исследования. 

Решение проблемы рака вообще, как и рака крови, в частности, 
связано, прежде всего, с возможностью осуществления альтернативного 
выбора: либо полного уничтожения раковой клетки в организме, либо 
превращения ее в нормальную дифференцированную клетку, подчиня
ющуюся всем командам организма. Обе стратегии требуют раскрытия 
соответствующих реакций в клетке и их материальных носителей. В ос
нове современного подхода к выполнению поставленных задач лежат 
два наблюдения. Одно из них заключается в том, что канцерогены яв
ляются мутагенами, и это дает возможность определить, какие гены и 
какие изменения в них причастны к процессу злокачественной транс
формации клетки. Второе наблюдение касается онковирусов и возмож
ности изучения их генов, ответственных за малигнизацию клетки. Под
ход этот — молекулярно-биологический, занимающий в настоящее вре
мя доминантное положение и в пределах которого сложилась соответ
ствующая парадигма. Кратко она заключается в изучении большого 
числа нужных для нормального развития клетки генов — протоонкоге-
нов, мутационные изменения в которых превращают их в онкогены. 
Протоонкогены подробно охарактеризованы в монографиях [3, 4]. От
метим здесь только, что одним из классов таких протоонкогенов оказа-
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лись многочисленные факторы роста и их рецепторы, связанные с сиг
нальной системой вторичных мессенджеров клетки. В последнее время 
удалось идентифицировать также гены, имеющие отношение к процес
сам транскрипции генома, так как им присущи черты, характеризующие 
транскрипционные факторы: узнавание мотива спираль — петля — спи
раль, наличие Zn-пальцев и homeo-box-доменов [5]. Каков еще возмож
ный характер задействованности в клетке протоонкогена? Изучение 
этого вопроса привело к понятию многоступенчатости трансформацион
ного процесса и поиску возможности вычисления каждого отдельного 
шага на пути к конечному результату канцерогенеза. Большая роль в 
этом процессе отводится особым генам — антионкогенам, немутирован
ное состояние которых обеспечивает подавление активности онкогенов. 
С этими генами связывают реализацию запрограммированного отми
рания, или апоптоза, клетки и, следовательно, инактивация такого гена 
должна делать клетку бессмертной, что и наблюдается при раке [6, 7].. 

Итак, имеется система молекулярных знаний, позволяющих полу
чать информацию о состоянии определенных генов и их продуктов, 
а также обнаружить новые состояния и новые гены, причастные к про
цессу малигнизации клетки. При изучении злокачественных заболева
ний крови такой подход особенно перспективен в связи с наличием как 
хронических, так и острых форм заболевания. Хроническая форма мо
жет рассматриваться как предраковое состояние, характеризующееся 
некоторым «предпороговым» значением онкостатуса, которое в резуль
тате какого-то события переводится в «пороговое». Вероятно, это собы
тие уже не столь многоступенчато по сравнению со стартом и, следова
тельно, экспериментальное изучение его могло быть упрощено. В связи 
с этим такое злокачественное заболевание крови, как хроническая мие-
лолейкемия (ХМЛ), находится под пристальным вниманием не только 
практиков онкологов-гематологов, но и молекулярных биологов, по
скольку являет собой удобную экспериментальную модель для изуче
ния процесса малигнизации и поиска молекулярных средств лечения 
заболевания. 

Полученные на протяжении нескольких десятилетий результаты 
анализа клеточной и молекулярных патологий, присущих ХМЛ, были 
неоднократно суммированы в англоязычной литературе [8—11], а так
же в ряде отечественных и переводных обзоров [12—14], охватываю
щих данные вплоть до 1993 г. Учитывая высокую специфичность многих 
обзоров, предназначенных для онкологов-гематологов, труднодоступ-
ность для читателя в нашей стране многих источников, а также быст
рое поступление новых сведений, мы поставили цель рассмотреть в на
стоящем обзоре проблему ХМЛ in toto для привлечения специалистов 
различных областей молекулярной биологии. Необходимость этого, с 
нашей точки зрения, заключается в том, что круг задач, решаемых при 
изучении ХМЛ, связан не только с исследованием особенностей репли
кации ДНК и процесса транскрипции, но и с анализом аппарата транс
ляции, так как стало известно, что сверхпродукция в клетке некоторых 
факторов инициации и элонгации полипептидной цепи приводит к зло
качественной трансформации клетки [15, 16]. Это делает важным му
тационное изменение, не только активирующее или неактивирующее 
тот или иной ген, но и изменяющее количественное содержание его 
продукта. 

Краткая история изучения ХМЛ. Клиническое наблюдение различ
ных злокачественных патологий крови и многочисленные данные по пе
ресадкам костного мозга показали, что подобные заболевания являют
ся следствием генетических изменений, происходящих в стволовых клет
ках костного мозга — родоначальниках различных элементов крови. 
Как показано на рис. 1, клетки, обладающие плюрипотентными способ
ностями, определяют два пути кроветворения. Один из них — лимфоид-
ный — отвечает за образование элементов иммунного ответа организма: 
В- и Т-лимфоцитов. На другом пути — миелоидном, или миелогенном,— 
образуются такие функциональные элементы крови, как эритроциты, 
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тромбоциты, макрофаги и многие другие. ХМЛ диагностируется как 
миелопролиферативное заболевание с повышенным содержанием зре
лых клеток крови — гранулоцитов. Опасность этого заболевания заклю
чается в том, что в результате каких-то еще не раскрытых событий бо
лезнь переходит в острую форму, так называемый бластный криз, при 
котором клетки полностью перестают дифференцироваться, и функцио
нальные элементы крови не образуются. 

Первые попытки выявить генетические изменения в клетках крови 
больных ХМЛ были осуществлены с помощью цитогенетических мето
дов при морфологическом изучении хромосом в норме и патологии. 

Клетки- предшественники Зрелые илетни 
Q • тромдоцить! 

> лимфоциты 

Рис. 1. Схема двух путей образования функциональных элементов крови и клеток 
иммунного ответа из стволовых клеток костного мозга 
В результате было обнаружено, что у 95 % таких больных в метафаз-
ных пластинках клеток крови находится необычно маленькая G-окра-
шенная хромосома, получившая название Ph (Филадельфия) [17]. 
С помощью методов дифференциального окрашивания хромосом, поз
воляющих регистрировать специальный рисунок их дисков, удалось 
показать, что Ph-хромосома является результатом реципрокной транс
локации между 9-й и 22-й хромосомами так, как показано, на рис. 2. 
Данная транслокация может быть выражена следующей формулой 
^(9; 22) (#34; #11). С момента обнаружения Ph-хромосомы в 1960 г. 
считалось, что это уникальный маркер ХМЛ. Однако в 1970 г. Пропп 
и др. описали пациентов с острой лимфобластной лейкемией (ОЛЛ), 
у которых был высокий процент присутствия РЬ+-клеток костного моз
га [18]. Следовательно, Ph-дефект может реализовываться на двух пу
тях кроветворения. В настоящее время известно, что 25—30 % взрослых 
и 2—10 % детей, больных ОЛЛ, являются носителями филадельфий
ской хромосомы [19, 20]. Более того, и при острой миелоидной лейке
мии (ОМЛ) эта хромосома выявляется в 2 % случаев [14]. 

Хромосомный анализ клеток крови больных ХМЛ позволил обна
ружить не только материальный носитель дефекта, вызывающего забо
левание, но и показатель того, что при переходе ХМЛ в острую форму 
у 75—80 % больных наблюдаются дополнительные цитогенетические 
изменения, которые, как правило, предшествуют таковым, определяе
мым клинически и гематологически. Наиболее часто они выражаются 
как трисомия 8-й хромосомы (8% случаев), изохромосомность \lq 
(12%), возникновение второй Ph-хромосомы (14%), появление доба
вочной 19-й хромосомы (1 % ) . Выявленные как по отдельности, так и в 
сочетании друг с другом эти аномалии составляют 70 % всех дополни
тельных хромосомных изменений [9]. so ISSN 0233-7657. БИОПОЛИМЕРЫ И КЛЕТКА. 1994. Т. 10. № 5 



Несмотря на основополагающую информативность цитогенетическо-
го анализа клеток крови больных ХМЛ, в рамках этого метода нельзя 
было найти генов, функция которых изменяется в результате трансло
кации, что и обусловливает фенотип ХМЛ. Это можно сделать с помо
щью молекулярных методов, позволяющих манипулировать с конкрет
ными фрагментами ДНК, и секвенйрованием искомых нуклеотидных 
последовательностей. Исходным моментом для такой работы явились 
факты картирования протоонкогена 
c-ABL в 9-й хромосоме, а также 
установление его транслокации в 
22-ю хромосому [21]. Таким обра
зом, манипулируя геном c-ABL как 
зондом и библиотеками генов, при-

Рис. 2. Схема рбразования Ph-хромосомы. 
Область, дистальнее q34 9-й хромосомы, 
обменивается с областью q\\ 22-й хромо
сомы с образованием гибридных хромосом 
9?+, 22q- (Ph') 

готовленных из ДНК нормальных и 
лось установить молекулярную структуру генетического материала об
ласти транслокации, образующей Ph-хромосому. 

Молекулярная характеристика области транслокаици Ph-хромосо
мы. Работа с с-ЛВ£-зондом и банком генов клеток, содержащих Ph-
хромосому, а также секвенирование всех нуклеотидных последователь
ностей, чувствительных к этому зонду, показали, что при ХМЛ «мар
керная» хромосома 22 разрывается преимущественно внутри неболь
шого локуса размером 5,8 тыс. п. н., который получил название BCR 
(breakpoint cluster region — область кластера разрывов) (см. рис. 4, а) 
[22]. Так как из всех выявляемых разрывов подавляющее число прихо
дится на эту область, ее обозначили M-bcr (major — большая) (найде
на также и малая область подобных разрывов). Было известно, что 
область M-bcr составляет часть большого клеточного гена, названного 
BCR [23]. Оказалось, что не только при ХМЛ, но и в ~ 5 0 % случаев 
ОЛЛ разрывы хромосом также наблюдаются в области M-bcr. Другая 
же половина таких разрывов происходит, как показано на рис. 4, а, в 
области 1-го интрона гена BCR на участке примерно 20 тыс. п. н. 
Именно этот участок получил название малой области разрывов (mi
nor—m-bcr) [20]. Использование этой же техники для изучения облас
тей разрывов в 9-й хромосоме показало, что такие события разыгрыва
ются и на участке протяженностью 200 тыс. п. н., лежащем выше II 
экзона гена ABL [20] и располагающемся между экзонами la и lb, 
так как в случае этого гена начало его продукта может определяться 
одним из двух указанных экзонов (рис. 3, а) . 

Поскольку молекулярно-биологические методы продемонстрирова
ли важность состояний генов ABL и BCR в патогенезе клеток крови, 
рассмотрим результаты анализа этих генов и их продуктов подробнее. 

Г е н А В L. Протоонкоген ABL впервые идентифицирован как нор
мальный клеточный гомолог вирусного онкогена V-ABL, присущий ви
русу лейкоза мышей Абельсона (A-MuLV) [25]. Ген ABL человека 
раположен в 9-й хромосоме в районе 9q34. Данный ген большой и дос
таточно сложно организован: содержит 13 экзонов [26]. Отличительной 
его чертой является наличие двух альтернативных первых экзонов, 
обозначаемых как la и lb. Еще предстоит выяснить, связана ли и, если 
да, то каким образом подобная организация этого гена с регуляцией 
его активности в клетке. Экзон 16 находится на расстоянии 200 тыс. п. н. 
от второго экзона данного гена, расстояние же между экзоном la и эк-
зоном II составляет 19 тыс. п. н. (рис. 3, а) . Характерно, Что продукты 
транскрипции этого гена представлены двумя классами мРНК. Один 

злокачественных клеток, уда-
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шз них имеет размер 6, другой —7 тыс. п. н. [26]. Еще не выяснено 
значение такой гетерогенности транскриптов данного гена. 

Что касается белка, кодируемого указанным геном, то представля
ло интерес сравнить этот белок с продуктом вирусного гена V-ABL. 
Однако, если этот продукт выявляется в клетке главным образом в 
цитоплазме [27], то продукт c-ABL — преимущественно ядерный белок. 
Оказалось, что последний обладает свойством нерецепторной протеин-
тирозинкиназы с м. м. 145 000 [28, 29], но в норме не фосфорилирован 
по тирозину [30]. Высказывается предположение о том, что данный 
белок участвует в передаче молекулярных сигналов, составляющих 
систему вторичных мессенджеров в клетке [31]. В настоящее время 

А 

lb la Л 
П v П ПП П ПП ПП1 I >2оо-жin 

•т • • > 
хмл, олл 

о 
Ii Л 

| | 1 6 ^ыс пн 
lb Л 

L 1 1 ^^/с п.н 
В 

V SH3/SH2 ТК СЯ/ ПСЛ ACI 

I Е - 3 ^ 4 ^ ^ ^ 1 I T5S&-: • '• - '• "-I -Мйоо 
Рис. 3. Схема организации ABL-гена (А), продуктов его транскрипции (Б) и транс
ляции (В) в нормальных клетках. Обозначения: la, lb — альтернативные экзоны гена; 
/ / — второй экзон гена; V — вариабельный домен, SH3/SH2, src homology — домены 
3 и 2; ТК — тирозинкиназный домен; СЯТ — сигнал транслокации через ядро; ДСД — 
ДНК связывающий домен; АСД — актинсвязывающий домен 

установлено, что ядерная локализация белка c-ABL определяется глав
ным образом С-концевыми сегментами данной молекулы, в которых 
содержится сигнальный пептид, выполняющий функции транслока
ции через ядерные мембраны и отвечающий за связывание белка 
с ДНК [32, 33]. 

Как показано на рис. 3 (в), белок c-ABL содержит по крайней 
мере четыре основных домена. Первый расположен в ЫН2-концевой час
ти и, как отмечалось, может начинаться либо с экзона 1а, либо с экзона 
lb. Второй домен отвечает за регуляцию киназной активности, прису
щей данной молекуле. Характерно, что в этом домене выявляются две 
области, имеющие высокую гомологию с тирозинкиназои, кодируемой 
геном src. Эти области получили название src homology —SH— (соот
ветственно SH2 и SH3). Третий домен — это домен, определяющий тиро-
зинкиназную активность данного белка. И, наконец, четвертый — это 
обширная С-концевая область данного белка, представленная уникаль
ной для ABL последовательностью аминокислот, выделяющих его в 
субсемействе тирозиновых киназ [34, 35]. 

Г е н B C R . Этот ген картирован в 22-й хромосоме в районе q\\. 
Это крупный и сложно устроенный ген, включающий 21 экзон 1221. 
При его транскрипции также образуются различные по размеру мРНК, 
величина которых составляет 4,5 и 6,7 тыс. п. н. Данные классы мРНК 
различаются по нетранслируемой области молекул [22, 36]. Во многих 
тканях и клеточных линиях экспрессия гена BCR характеризуется от
носительным постоянством и это позволяет предположить, что данный 
ген не связан с определением тканеспецифичности [37], а играет какую-
то роль в метаболизме клетки. 

Продукт гена BCR — большой белок, м. м. которого составляет 
160 000, обозначен как pl60 — c-BCR [38—40]. Оказалось, что он явля
ется фосфопротеином. Следует отметить, что выявляется целый ряд се-
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рологически родственных р160 полипептидов с м. м. от 83 000 до 
190 000 [40]. 

Как показано на рис. 4, значительная часть ЫН2-концевого домена 
BCR-белка, включающая 426 аминокислот первого экзона, проявляет 
свойства серин-треониновой киназы [41]. Характерно, что в этой же 
области обнаружена последовательность, обладающая способностью 
связывать БНг-домен, который, как отмечалось, присутствует в моле
куле белка c-ABL [42]. Таким образом, существует возможность комп-
лексообразования между этими двумя типами белков. 

В центральной части гена BCR также обнаружена высокая гомоло
гия с двумя описанными генами: это онкоген dbl и CDC24-ren дрожжей 

А 
Aider 

1 mbcr 1234-
• 1 1 1 1 1 ИНИН 11ШН_ >Шг»с.м. 

Рис. 4. Схема организации BCR-reua (Л), продуктов его транскрипции (Б) и трансля
ции (В) в нормальных клетках. Обозначения: mbcr — minor breakpoint cluster region; 
M-bcr — major breakpoint cluster region; 1 — первый экзон гена, 1—4 (b\—b*)—соот
ветствуют 12—15-му экзонам гена BCR. Стрелкой указаны места слияния при обра
зовании р185 и р2\0, а, б, в — области, определяющие киназную активность 0елка 

[43]. Что касается гена dbl, то функция его в настоящее время остается 
неизвестной, ген CDC24 принимает участие в контроле деления клетки 
[44]. В С-концевой части с помощью компьютерного анализа также 
выявлена гомология с уже описанными белками. В данном случае — 
это бЛР-белок. Известно, что последний взаимодействует в клетке с 
продуктом гена Rac (семейство ras-онкогенов) [45]. Кроме того, най
дена также достаточно высокая гомология к я-химерину — белку, име
ющему значительную гомологию с регуляторным доменом протеинки-
назы С [46] и одной из субъединиц специальной киназы клетки 
р13 [47]. 

Очищенный р160—c-BCR обладает ауто- и трансфосфорилазной ак
тивностями, и за это свойство отвечает ]ЧН2-концевая часть белка (пер
вые 426 аминокислот, включая мотив, ответственный за связывание 
8Н2-домена) [41]. 

Таким образом, белок BCR осуществляет, очевидно, две энзима-
тические функции — серин-треонинкиназную и ГТФазную,. так же как 
и GAP-белок. Более того, вероятно, что он взаимодействует с тирозин-
киназами и другими белками посредством БН^-связывающего домена. 
Эти особенности данного белка указывают на то, что он также может 
быть причастен к процессу передачи информации с помощью системы 
вторичных мессенджеров. 

Итак, полученные в настоящее время данные по изучению белков 
c-ABL и BCR позволяют описать свойства этих молекул, проявляемые 
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ими по отдельности. Как ведут себя такие продукты «белковой инжене
рии», происходящей в природе за счет транслокации, имеющей места 
между 9-й и 22-й хромосомами и обусловливающей патологию ХМЛ? 

Х и м е р н ы й ген В С R — с-А В L и е г о ф у н к ц и я . Как уже 
отмечалось, образование РЬ+-хромосомы, являющейся маркером ХМЛ 
(а также других злокачественных патологий крови),— это результат 
слияния генов BCR и c-ABL (5'-область гена BCR объединяется в про
цессе хромосомной транслокации с З'-частью гена c-ABL). На рис. 4 
показано, что при ХМЛ разрыв в гене BCR происходит главным обра
зом в области M-bcr, включающей участок между 12-м и 15-м экзонами 

\ p2W | р/85 

. — — ~ I 1 — I 
Рис. 5. Схема образования слитных BCR/ABL-белков при ОЛЛ и ХМЛ*: а, б —нор
мальные и слитные белки соответственно 
этого гена, обозначаемый как fci—Ь4. При этом разрыв локализуется 
либо на участке Ь2—bz (между 12-м и 14-м экзонами), либо на Ь3—Ьь 
(между 14-м и 15-м экзонами). При транскрипции такого гибридного 
гена получается зрелая мРНК размером примерно 8,5 тыс. п. н. Причем 
в зависимости от локализации разрыва либо на участке Ъ^—Ьз, либо 
Ь$—&4 образуются два вида мРНК, отличающихся друг от друга на 
25 кодонов. 

Транскрипция матрицы (8,5 тыс. п. н.) гибридного гена BCR — 
c-ABL приводит к формированию огромного белка с м. м. 210 000 
(р210). У больных ХМЛ этот белок содержит на №Н2-конце 902 
или 927 аминокислотных остатков, принадлежащих гену BCR, 
В случае ОЛЛ с локализацией разрыва в области m-bcr образуется 
мРНК размером 7 тыс. п. н., транслирующаяся в BCR/ABL-белок с 
м. м. 185 000—190 000 (рис. 5). ^Шг-конец этого белка содержит 
426 аминокислотных остатков гена BER. Остальные 1109 аминокислот
ных остатков соответствуют, как и в случае разрыва в области M-bcr, 
гену ABL. 

Каковы свойства таких гибридных белков? Оказалось, что они об
ладают повышенной тирозинкиназной активностью по сравнению с нор
мальным продуктом гена ABL — природным белком р145. В настоящее 
время показано, что факторами активации онкогена c-ABL являются 
генетические рекомбинации, приводящие к изменению ЫН2-области 
белка. При образовании £а£-и-а6/-конструкции они обусловлены при
внесенными сигналами миристилирования (gag-последовательность) и 
делецией ЭНз-домена. В случае гибридных белков при Ph-лейкемиях ни 
один из этих механизмов не имеет место и, следовательно, реализуются 
какие-то другие возможности. Одной из таких возможностей является 
взаимодействие фосфорилированных по серину (треонину) аминокис
лот, кодируемых первым экзоном гена BCR, с 5Н2-доменом гена c-ABL. 
Более того, было показано, что БС7?-последовательности гибридного 
гена активируют такую способность белка р210, как связывание с эле
ментом цитоскелета клеток — белками, образующими, филаменты. Из
вестно, что подобное свойство определяется С-концевым фрагментом 
гена ABL. 

Раскрытие структурной организации гибридного белка р210 и изу
чение его энзиматических характеристик позволили проводить иссле
дования трансформационной активности данного типа молекул в срав-
84 ISSN 0233-7667. БИОПОЛИМЕРЫ И КЛЕТКА. 1994. Т. 10. № 5 



нении с известными онкогенными конструкциями, такими, например, как 
сконструированный онковирус gag-v-abl. Если этот вирус трансформи
ровал клетки NIH3T3, то химерный ген BCR — c-ABL такой трансфор
мации не вызывал. Незначительную трансформацию с помощью конст
рукции на основе этого химерного гена можно было наблюдать лишь 
в случае /?а^-/-фибробластов [51, 52]. Более того, оказалось что при 
-обработке культур лимфоцитов с помощью ретровирусных конструк
ций, содержащих слитный ген BCR— c-ABL, отмечены более высокие 
скорости роста клеток, несущих такую конструкцию, по сравнению с 
контрольными клетками. Однако все такие клетки нормально диффе
ренцировались и, следовательно, экспрессия гибридного белка BCR — 
c-ABL не является критерием достаточности для сообщения клеткам 
фенотипа злокачественности [53—56]. 

Помимо работ по изучению трансформационных свойств белка 
;р210 на уровне культур клеток были проведены также опыты на орга
низмах. В этом случае введение облученным сингенным мышам клеток 
костного мозга, предварительно трансформированных ретровирусными 
конструкциями, включающими слитный ген BCR — cABL, приводило к 
развитию различных миелопролиферативных заболеваний, напомина
ющих хроническую фазу миелолейкоза [57, 58]. Однако и здесь для 
получения полной картины настоящей трансформации клеток требова
лось еще некое генетическое изменение. Следует отметить, что у таких 
мышей в большинстве случаев наблюдались лимфоидные опухоли, ост
рая лейкемия (миелоидная и лимфоидная), вызывающие быструю ги
бель животных [59, 60]. 

Итак, на пути поиска причины возникновения такой патологии че
ловека, как ХМЛ, найден механизм, который может служить критерием 
необходимости, но не достаточности. Суммированные здесь данные по
казали, что он функционирует на молекулярном уровне. Очевидно, что 
и критерий достаточности также предстоит искать на молекулярном 
уровне. С другой стороны, раскрытие молекулярных основ патологии 
ХМЛ дает возможность поиска целенаправленных средств борь
бы с этим заболеванием. Какими должны быть эти средства? 
В настоящем обзоре сделана попытка осветить современное состоя
ние этого вопроса. 

Современные подходы к лечению РЬ+-лейкозов. Известно, что в 
настоящее время не существует фармакологических средств, излечива
ющих лейкозы. Наиболее эффективное лечение основано на пересадке 
здорового костного мозга в организм больного, костный мозг которого 
инактивируется облучением или с помощью химиотерапии. Поскольку 
проблема подбора соответствующего донора труднорешаема, то перс
пективно использование пересадки собственного костного мозга больно
го, очищенного с помощью манипуляций in vitro от генетически дефект
ных стволовых клеток. С помощью каких манипуляций можно добиться 
такой очистки? Известно, что при длительном культивировании клеток 
костного мозга in vitro клетки, содержащие Ph-хромосому, постепенно 
элиминируются, т. е. они более чувствительны по сравнению с нормаль
ными клетками к условиям in vitro. Следовательно, большое значение 
имеет поиск факторов и приемов, ускоряющих гибель таких клеток. 
Выяснение их позволило бы сократить сроки культивирования in vitro 
костного мозга и возвращения его в организм в максимально неизме
ненном виде. 

Однако следует отметить, что в настоящее время более обнадежи
вающим является поиск не ускоряющих гибель злокачественной клетки 
факторов, а таких, которые исправляют генетический дефект подобных 
клеток за счет блокирования образования продуктов химерного гена 
BCR — c-ABL. К таким факторам относятся антисмысловые ДНК, гиб-
ридизующиеся с мРНК и тем самым блокирующие процесс ее транс
ляции [61], а также рибозимы — специальные молекулы РНК, обла
дающие способностью гидролиза соответствующих последовательнос
тей РНК [62]. 
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Исходя из возможности блокирования трансляции гибридной мат
рицы слитного гена BCR — c-ABL обрабатывали культуру бластных 
клеток, взятых от больных ХМЛ, с помощью 18-членных дезоксинук-
леотидов, комплементарных области стыковки генов BCR и c-ABL. Эти 
результаты показали значительное снижение уровня пролиферации де
фектных клеток, в то время как влияния этих молекулярных средств 
на рост и дифференцировку нормальных клеток — предшественников 
элементов крови — замечено не было [63]. Очевидно, что это первые 
обнадеживающие результаты лабораторных испытаний, однако пред
стоит еще многотрудная работа по воспроизведению их на уровне ор
ганизма и особенно средств доставки молекулярных «лекарств» в клет
ки и соблюдения условий их эффективного функционирования. 

Идея использования рибозимов, гидролизующих гибридную мРНК 
слитного гена BCR — c-ABL и тем самым исправляющих генетический 
дефект клетки, в хромосомном аппарате которой произошла РЬ+-транс-
локация, чрезвычайно привлекательна. Это связано с тем, что рибозим 
служит лишь катализатором и сам в реакциях не расходуется. Следо
вательно, в патологическую клетку достаточно ввести информацию для 
синтеза такого рибозима и клетка сможет автоматически проводить 
нужную в данном случае реакцию. Несмотря на всю привлекательность, 
практические результаты по использованию рибозимов для устранения 
гибридной мРНК BCR — c-ABL еще не известны, хотя из личных сооб
щений мы знаем, что такие работы уже проводятся. 

Итак, на сегодняшний день помимо пересадки костного мозга уси
лия в поиске путей лечения лейкозов сосредоточиваются на возможно
сти исправления дефекта стволовой клетки с помощью таких моле
кулярных средств, как антисмысловая ДНК и рибозимы. Тем не ме
нее, важно и обнаружение химиотерапевтических средств, осуществля
ющих избирательное уничтожение злокачественных клеток костного 
мозга. Однако поиск таких веществ и изучение эффективности их дей
ствия связаны с другой молекулярной проблемой, так называемой мно
жественной лекарственной устойчивостью трансформированных клеток, 
очень быстро возникающей в процессе лечения с помощью фармаколо
гических средств. 

В основе этого явления лежит активация молекулярного механиз
ма, приводящего к выведению лекарства из клетки и организма. В на
стоящее время эта проблема интенсивно исследуется. Результаты, по
лученные до 1991 г., суммированы в монографии [64], а также в ряде 
обзоров [65—68]. Здесь мы лишь кратко отметим, что множественная 
лекарственная устойчивость определяется индукцией синтеза в клетке 
специального трансмембранного гликопротеина — Р-гликопротеина 
(P-gP), относящегося к так называемому ЛВС-семейству—суперсе
мейству АТФ-связывающих белков клетки [69]. Показано, что этот бе
лок связывает различные липофильные соединения, использующиеся 
как лекарства, и быстро выводит их из клетки [70—76]. Почему инду
цируется синтез этого белка в клетках при лечении с помощью хими
ческих средств и какова функция его в нормальных клетках? При ана
лизе поставленного вопроса большую роль сыграло клонирование гена 
этого белка, получившего название MDR1 (multidrug resistance) [77]. 
Оказалось, что у млекопитающих имеется ряд похожих друг на друга 
последовательностей типа MDR1 и, таким образом, этот ген принадле
жит к мультигенному семейству. В настоящее время клонирован ген 
MDR2 [78] и MDR3-ren человека [79]. Принято считать, что фенотип 
лекарственной устойчивости клеток связан с геном MDR1. Однако при 
работе с семейством генов MDR были обнаружены все-таки два из них, 
обусловливающих описываемый фенотип клеток, но при этом они коди
ровали продукты, обладающие различной специфичностью к медика
ментам [80]. 

Если лекарственная устойчивость злокачественных клеток связа
на с индукцией синтеза в них P-gp, то каково состояние гена и какова 
функция кодируемого им белка в нормальных клетках? Выяснению 
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этого вопроса посвящены работы [81-=—88]. Прежде всего, были изуче
ны уровния экспрессии MDR1 в самых различных тканях млекопита
ющих, что показало регулируемость экспрессии MDR1, носящей при 
этом тканеспецифический xap'a^fcep. Оказалось, что все ткани организм 
ма можно разделить на три группы по уровню экспрессии MDR1: высо
кий, умеренный и низкий. Высокий уровень обнаружен, например, в 
клетках регенерирующей печени [86], в секреторном эпителии матки с 
развивающимся плодом [84], в надпочечниках и почках [83], в ство-
ловых плюрипотентных клетках костного мозга [87], в то время как 
для клеток периферической крови характерен низкий уровень [88]. Из 
этих данных следует, что в случае происхождения опухоли из ткани, 
характеризующейся высоким уровнем экспрессии MDR1, она должна 
быть устойчивой к лекарствам. Однако известно, что опухоли тканей 
с низким уровнем экспрессии MDR1 становятся нечувствительными к 
действию цитостатиков и в этих случаях содержание в клетке P-gp 
повышается. В результате чего происходит сверхсинтез данного белка? 
Прежде всего, найдено, что в злокачественных клетках возможна амп
лификация MDR1 -гена (цит. по [82]). При этом повышенные уровни 
мРНК MDR1 выявляются, как правило, при отсутствии генной ампли
фикации [89]. В результате каких событий может происходить усиле
ние транскрипции MDRl-гена? Один из ответов на этот вопрос дает 
работа [90]. Ее авторам удалось выделить из ядер специальный белок 
NF-R1, связывающийся с промотором гена MDR1. Оказалось, что опре
деленные мутации в определенных сайтах данного промотора предот
вращают связывание этого фактора с данными нуклеотидными после
довательностями, что приводило к увеличению транскрипции гена 
MDR1 в 2—3 раза. (Очевидно, подобный эффект может наблюдаться 
и в случае соответствующих мутаций в гене самого фактора NF-R].) 
Роль различных сайтов промотора в экспрессии генов MDR изучена в 
работе [91]. Следует отметить, что такое небольшое, но клинически 
значимое увеличение уровня транскрипции не всегда может быть заме
чено с помощью обычных методов гибридизации с зондом гена MDR1. 
В связи с этим был разработан высокочувствительный метод измере
ния уровней мРНК гена MDR1 на основе техники полимеразных цеп
ных реакций [92], позволивший показать, что при контакте с цитоста-
тиком клеток с «молчащим» геном MDR1 происходит физическое по
вреждение этих клеток. При этом уровни мРНК данного гена повыша
ются также примерно в 2—3 раза [93]. Активируется ли в таком слу
чае транскрипция MDRl-гена или осуществляется стабилизация 
мРНК — еще предстоит выяснить. Большое внимание в связи с этим 
привлекают данные, показывающие, что для P-gp-белка характерна би-
функциональность: участие в активном транспорте липофильных со
единений и функционировании анионного канала клетки, регулируемо
го объемом клетки [94]. Если физическое повреждение клетки изменяет 
функции анионного канала, то P-gp должен реагировать на это спе
циальным образом и, следовательно, предстоит раскрыть механизм этой 
реакции. 

При изучении механизмов активации транскрипции гена MDR1 
привлекает внимание исследование роли метилирования CpG-сайтов 
по 5'-положению остатков цитозина, поскольку известно, что модифи
кация оснований ДНК определяет транскрипционную активность генов 
(см. обзоры [95—98]). Для большинства генов нормальных клеток ак
тивация транскрипции связана с гипометилированием нуклеотидных по
следовательностей, особенно в области промотора. Напротив, гиперме
тилирование может вызывать инактивацию гена. (Если инактивирует-
ся такой ген, как антионкоген, то должен реализоваться трансформа
ционный процесс и, возможно, именно такое событие обнаружено в ра
боте [99].) Более того, транскрипционно значимым оказалось метили
рование не только промоторных последовательностей, но и сайтов в 
структурной части гена в том случае, если кодируемый продукт облада
ет свойством авторепрессора и узнает метилированные участки связы-
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вания. Ясно, что изменение в характере метилирования приводит к из
менению в характере транскрипции. Подобная ситуация обнаружена 
для такого белка, как онкоген с-тус [100]. В настоящее время значе
ние метилирования регуляторных и структурных последовательностей 
гена MDR1 остается полностью неизвестным, и такие исследования 
представляются существенными. 

Каковы результаты анализа состояния гена MDR1 в клетках кро
ви Ph-лейкозов? Их можно кратко суммировать следующим образом. 
Как уже отмечалось, несмотря на то, что в клетках костного мозга про
исходит интенсивная экспрессия гена MDR1, в клетках периферической 
крови с помощью обычных методов этого не выявлено [87]. Однако ис
пользование моноклональных антител к антигену клеточных детерми
нант, проточной флюориметрии и pcr-амплификации показало, что це
лый ряд клеточных субпопуляций характеризуется активной экспресси
ей данного гена [101]. Следовательно, при реализации принципа 
селекции или обогащения той или иной субпопуляции на уровне орга
низма может возникнуть фенотип множественной лекарственной 
устойчивости. 

При обследовании крови больных в хронической и острой фазах 
течения ХМЛ (а также целого ряда острых лейкемий) было показано, 
что переход хронической фазы в острую сопровождался возникновени
ем {>езко выраженной множественной лекарственной устойчивости, свя
занной со сверхсинтезом в клетках P-gp-белка, определяемого в основ
ном иммунологически [102—105]. В результате какого события про
исходило увеличение экспрессии гена MDR1: касающегося клеточной 
селекции либо изменений в статусе гена MDR1,— еще не ясно. Одна
ко имеющиеся данные показывают, что при поиске химиотерапевтиче-
ских средств и применении их для лечения таких патологий, как зло
качественные заболевания крови, важно следить за концентрацией в 
клетках больных белка P-gp и его функцией. 

Заключение. Значительный прогресс в нашем понимании биологии 
Ph-лейкозов обусловлен следующими основными открытиями. Во-пер
вых, установлением факта хромосомных аберраций для данной пато
логии /(9; 22). Во-вторых, обнаружением молекулярной основы забо
левания, а именно: образования слитного BCR — c-ABL-гена. В-треть
их, подтверждением трансформационных свойств гибридного гена и вы
яснением роли этих генов в нормальной клетке. 

В настоящее время необходимо знать, каким образом продукты ре-
комбинантного гена определяют опухолевый фенотип клетки, является 
ли транслокация генов единственным событием, обусловливающим опу
холевый процесс, или необходимы добавочные генетические изменения. 
Зависит ли прогрессирование заболевания при ХМЛ только от измене
ний генов — супрессоров опухолевого роста или же оно связано и с 
другими молекулярными перестройками. Еще предстоит выяснить, чем 
обусловлены отличия в течении ХМЛ и ОЛЛ с точкой разрыва в M-bcr. 

Воссоздание полной картины развития Ph-лейкемий расширит ло
мание закономерностей опухолевого процесса при других неоплазиях, 
позволит разработать более действенные методы лечения. 

Г. Д. Телегеев, М. В. Дибков, О. I. Карпенко, О. Й. Черепенко 

МОЛЕКУЛЯРН1 ОСНОВИ Ph-ЛЕИКЕШИ ТА ШЛЯХИ IX Л1КУВАННЯ 

Р е з ю м е 

В огляд1 сумовано результаты вивчення генетичних змш, як1 складають основу хронгч-
но! м1ело1дно1 лейкеш! (ХМЛ) i гострого л!мфобластного лейкозу (ГЛЛ). Особливу 
увагу придшено химерному BCR— c-ABL-reny, який утворюеться i3 двох нормальних 
гешв за рахунок специфично! хромосомно! транслокацц, а також дослщженню впливу 
продуктов рекомбшантного гена на процес мал1гшзацп. Обговорюються проблеми те-
раш! лейкозов з використанням двох шдход!в. Перший торкаеться вщювлення змше-
ного фенотипу клггини за допомогою антисенсорши ДНК i рибозимш, специфично бло-
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куючих мРНК, другий — застосування xiMionpenapariB, як1 вбивають патолопчш клЬ 
тини. У зв'язку з цим коротко висвЬлено питания множинно! лшарсьхо! еийкоеп, при-
таманно!, як правило, трансформованим клонам. 

G. D. Telegeev, М. V. Dybkov, О. 1. Karpenko, Н. /. Cherepenko 
MOLECULAR BASIS OF Ph+ LEUKEMIA 
AND FINDING THE WAY TO TREAT THEM 

S u m m a r y 

The review summarizes the recent study of genetic changes in stem blood cells leading 
to chronic myelogenous leukemia (CML) and acute lymphoblastic leukemia (ALL). The 
main emphasis is made on the description of chimeric BCR-ABL gene resulting from a 
fusion of two normal genes occurred due to specific chromosome translocation. The тЫе 
of products of such a recombinant gene in a malignancy process is discussed. Two 
strategies in developing CML and ALL treatment are pointed. One of them concerns the 
possibility to restore changed cell phenotype using antisense DNA and ribozymes attac
king recombinant gene messenger and thereby blocking this gene expression. The other 
is directed to the specific killing of the changed cells using chemotherapeutic drugs. 
On this way the problem of multidrug resistance typical f|or malignant cells is 
briefly summarized. 
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