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Делеція п'ятого екзона гена bcr/abl при 
гострому лімфобластному лейкозі з 
філадельфійською хромосомою 
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Секвенування 3—8 екзонів гібридного гена bcr/abl дозволило виявити делецію п'ятого екзона (108 
нуклеотидів) у хворого на гострий лімфобластний лейкоз з розривом у ділянці M-bcr. Обгово
рюється роль подібних порушень у розвитку лейкозів з філадельфійською хромосомою. 

Вступ. Філадельфійська хромосома (Ph') була пер
шою виявленою хромосомною аномалією, пов'яза
ною з пухлинним захворюванням, а саме — хро
нічною мієлоїдною лейкемією (ХМЛ) [1 ]. Пізніше 
вона була охарактеризована як продукт реципрок-
ної транслокації t(9;22) (q34;qll) [2], внаслідок 
якої утворюються два гібридних гени — ген bcr/abl 
на 22-й Ph' хромосомі та ген abllbcr на 9q+ хромо
сомі. Як показали численні експерименти, саме 
продукт гена bcr/abl обумовлює розвиток пухлин
ного фенотипу [3—5]. Філадельфійська хромосома 
виявляється при ХМЛ у більше ніж 95 % випадків, 
а також при гострому лімфобластному лейкозі 
(ГЛЛ) та в разі деяких лімфом та мієлом [4 ]. 

До групи хворих на гострі лейкози з Ph' 
входять, за різними даними, від 10 до 55 % 
дорослих і 2—10 % дітей від загальної кількості 
випадків цієї патології [4, 6 ]. 

Як відомо, розриви в гені Ьсг відбуваються 
переважно в трьох ділянках — M-bcr, m-bcr і /и-Ьсг 
(рис 1) [4, 7]. Поруч з цим мають місце і розриви 
в інших ділянках цього гена — між m-bcr та M-bcr 
[4, 8, 9] . Утворення гібридного гена bcr/abl при 
цьому зумовлює перебіг мієлоїдного та лімфощного 
типів лейкозу. 

Випадки розвитку ГЛЛ з перебудовою в M-bcr 
та m-bcr, незважаючи на різні функціональні білки 
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(р190 та р210), за клінічною картиною не відріз
няються у дорослих, у той час як у дітей перебіг 
захворювання з різним місцем розриву має відмін
ності [4, 10]. Якщо перебудова в m-bcr обумовлює 
переважно гострий перебіг захворювання, то чим 
обумовлений подібний перебіг хвороби при точці 
розриву в M-bcr? Поруч з можливими факторами, 
які не стосуються гібридного гена (білка) bcr/abl, 
зміни в самому гені (білку), а саме — в ділянці, що 
відрізняє ген m-bcr I abl від гена M-bcr I abl, віро
гідно, й обумовлюють різний перебіг захворювання. 

Матеріали і методи. В роботі використано 
зразки крові хворих на ГЛЛ, що проходили ліку
вання в гематологічних клініках Києва. РНК виді
ляли за [11]. кДНК синтезували за допомогою 
праймера A, (5-TGATTATAGCCTAAGACCCGG-
А-3') (рис 2). Реакційна суміш загальним об'ємом 
40 мкл містила 2 мкг РНК, 10 пМ праймера А,, 20 
одиниць зворотної транскиптази M-MLV («Gib-
co»BRL, США), 10—20 од. РНазину, 1 мМ dNTP, 
буфер для зворотної транскриптази. Синтез прово
дили при температурі 37 °С протягом 1 год. 

Аліквоту реакційної суміші (5 мкл) використо
вували для здійснення ампліфікації. Ph'-хромосому 
виявляли за [12]. Ампліфікацію dbl ділянки прово
дили за допомогою полімеразної ланцюгової реакції 
(ПЛР) у два етапи. На першому етапі використо
вували праймери extl dbl (5'-GGCTGCCCTACAT-
TGATGACTCGC-3') та ext-rl dbl (5'-GATGTTG-
GGCACTGCCTCCAGTTC-3')— ЗО циклів: 94 °С— 
30 с, 55 °С —30 с, 72 °С — 1,5 хв. На другому 
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Рис. 1. Можливі місця розривів у 
гені bar при різних bcr/abl пере
будовах (за [7]). Цифри — номе
ри екзонів 

Рис. 2. Схематичне зображення 
мРНК bcr/abl. Стрілками пока
зано праймери, які використані 
для одержання кДНК, ампліфі
кації та секвенування досліджу
вано! ділянки. Пронумеровано 
ділянки, які відповідають екзо-
нам гена bcr 

етапі брали 1 мкл реакційної суміші і здійснювали 
ампліфікацію з використанням праймерів ext dbl 
(5'-AAGCTTGCCCTGGAGTCCACTAAAG-3') та 
ext-r dbl (5-GAATTCTGCCTCCAGTTCATCCAC-
3') за аналогічних умов (рис, 2). Отриманий про
дукт обробляли фрагментом Кленова («МВІ Fer-
mentas», Литва) у присутності 0,2 мМ dNTP про
тягом 15 хв при 37 °С. Після переосадження 
етанолом зразок обробляли полінуклеотидкіназою 
фага Т4 («МВІ Fermentas») у присутності 1 мМ 
АТР (30 хв при 37 °С. Далі проводили фенол-хло-
роформне очищення за [13]. Отриманий фрагмент 
клонували по тупих кінцях у вектор pUC19, роз
щеплений ферментом Hindi, за допомогою Т4 
ДНК-лігази («МВІ Fermentas»). Для трансформації 
використовували компетентні клітини XLl-Blue 
MRF' Kan («Stratagene», США). Трансформацію 
проводили, як у роботі [14]. Плазміди з реком-
бінантних клонів виділяли за [15]. Реакцію секве
нування здійснювали за допомогою набору «^Бе-
quencing КІТ» («Amersham», Велика Британія) за 
умов, що рекомендовані виробником, з використан
ням стандартних прямого та зворотного М13 прай
мерів ser-3' dbl (5'-СС AG AAGC AAC AAAGATGCC-
3'), а також праймерів ser-5' dbl (5'-GCATCT-
TTGTTGCTTCTGGC-3') (рис. 2). 

Результати і обговорення. Початковою метою 
роботи було виявлення Ph' хромосоми з розривом 
у ділянці M-bcr у хворих на ГЛЛ (тобто гібридні 
гени містять 2—12-й екзони гена bcr). Це було 
здійснено за допомогою ПЛР кДНК з використан
ням двох пар праймерів — В,/А, та В 2 /А 3 (рис. 2) 
[12]. Далі проводили ПЛР кДНК з використанням 

пар праймерів extlrfW/ext-rlrfW та txidblltxt-rdbl 
(рис 2). Отриманий продукт було клоновано в 
плазміду pUCI9. При аналізі одержаних клонів 
виявлено клон, розмір клонованого фрагмента в 
якому відрізнявся від очікуваного. Даний клон 
було просеквеновано і виявлено делецію 108 нук-
леотидів. При порівнянні з послідовністю гена bcr 
встановлено, що делегована ділянка відповідає п'я
тому екзона цього гена. На молекулярному рівні 
показано, що розрив у гені bcr при ГЛЛ переважно 
відбувається у двох ділянках: M-bcr (major break
point cluster region) з утворенням перебудов екзон 
13 bcr/екзон 2 abl чи екзон 14 bcr І екзон 2 abl (рис. 
1) (приблизно у 30 % випадків) та m-bcr (minor-
bcr) з формуванням екзон 1 bcr І екзон 2 abl пере
будови (70 % випадків). У першому випадку утво
рюється білок р210 BCR/ABL, у другому — білок 
р190 BCR/ABL [16]. 

Водночас з експресією гена р210 bcr/abl при 
ХМЛ нерідко детектується також і продукт гена 
р190 bcr/abL Ця експресія спостерігається більш 
ніж у 50—70 % пацієнтів, хворих на ХМЛ [17], 
більш ніж у 65 % хворих на ХМЛ на стадії 
акселерації і в усіх проаналізованих хворих на 
стадії бластного кризу [17, 18]. Показано також, 
що якщо при ХМЛ співвідношення р190 до р210 
становить 2-Ю" 4, то при ГЛЛ з точкою розриву в 
M-bcr воно доходить до 2-Ю" 3 [19]. Складається 
враження, що зміна спектра різних функціонуючих 
молекул BCR/ABL обумовлює різний перебіг за
хворювання, особливо з огляду на вплив доменів 
білка р210, що відсутні в білку р190, на актиновий 
цитоскелет [20 ]. Тому цілком імовірно, що мутації 
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в цій ділянці гібридного р210 призводять до утво
рення клонів, функціонально подібних до р190. Ці 
зміни в ділянці bcr обумовлються особливостями 
формування гібридного гена ЬсгІаЬІ та впливом 
другого екзона гена abl, який є фактором, що 
посилює альтернативний сплайсинг у лейкозних 
клітинах [21 ]. Відомо, що аберантний сплайсинг 
призводить до різних клітинних порушень як не-
пухлинної [22 ], так і пухлинної природи [23—27 ], 
зокрема, неопластичних захворювань крові [28— 
31 ]. З урахуванням цього описана нами делеція 
екзона в гібридному гені bcr/abl виглядає як ва
ріант реалізації альтернативного сплайсингу, який 
може підсилювати дану патологію. 

Робота була проведена за часткової підтримки 
гранту UB1-294 Уряду України та Фонду ци
вільних досліджень та розвитку (CRDF, США), а 
також Державного фонду фундаментальних до
сліджень (проект 5/4,64), 
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Deletion of the fifth exon of bcr/abl gene by acute lymphoblastic 
leukosis with Ph' chromosome 

Summary 

Sequencing of 3—8 exons of bcr/abl hybrid gene detected of 5th 
exon excision (108 nucleotide) in patient with acute lymphoblastic 
leukosis with breakpoint in M-bcr. Possible role of such disturbance 
in development oh Ph' leukosis is discussed. 
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Делеция пятого екзона гена bcr/abl при остром лимфобластном 
лейкозе с филадельфийской хромосомой 

Резюме 

Секвенирование 3—8 экзонов гибридного гена bcr/abl позволило 
выявить делецию пятого экзона (108 нуклеотидов) у больного 
с острым лимфобластным лейкозом с точкой разрыва в 
M-bcr. Обсуждается возможная роль подобных нарушений в 
развитии лейкозов с филадельфийской хромосомой. 
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