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Исследовали пробы костного мозга и периферической крови больного Л., 38 лет, проходив-
шего программное химиотерапевтическое лечение в Свердловском областном онкогематоло-
гическом центре, а впоследствии –  сдерживающее химиотерапевтическое и симптоматическое 
лечение под контролем онколога на базе медицинской организации по месту жительства. При 
иммуногистохимическом исследовании трепанобиоптата подвздошной кости определялся диф-
фузный инфильтрат из мононуклеаров среднего и мелкого размеров с чертами бластов, со свет-
лым ядром несколько неправильной формы с одним или несколькими ядрышками, коэкспресси-
рующих в ядре и цитоплазме MPO и CD34, слабо и неравномерно CD117, в части клеток –  CD68. 
Цитохимические реакции на липиды были положительны в 29,0% бластов, мелкогранулярный 
гликоген на диффузном фоне определялся в 81,0% бластных клеток. Иммунофенотипически 
бластные клетки характеризовались экспрессией CD45, CD13, CD33, CD34, CD38, CD117, MPO-
cyt. При цитогенетическом исследовании (G-banding) определялся аберрантный кариотип 47, 
XY, +13. Методом прямого секвенирования определялись несинонимичные трансверсии с. 182 
A>C в протоонкогене NRAS и с. 215 С>G в антионкогене ТР53. Опухоль была резистентна к про-
граммной полихимиотерапии, при этом кариотип ОМЛ изменялся со временем за счет появления 
дополнительных аберрантных клонов, несущих новые структурные и количественные хромосом-
ные аномалии. Количество функционально значимых мутаций в гене NRAS также увеличилось: 
наряду с определявшейся в дебюте заболевания трансверсией с. 182 A>C, на 40 месяце наблюде-
ния была выявлена дополнительная замена –  c. 35 G>С. Иммунофенотипические характеристи-
ки бластных клеток при этом не изменялись. Общая продолжительность наблюдения и лечения 
больного составила 42 месяца.

Ключевые слова: острый миелобластный лейкоз, иммунофенотип, цитогенетика, прямое ав-
томатическое секвенирование
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ВВЕДЕНИЕ

Диагностика и лечение острых миелоидных 
лейкозов (ОМЛ), резистентных к программной 
полихимиотерапии, являются одной из акту-
альных задач современной онкогематологии. 
Общеизвестной стратегией, направленной на 
преодоление резистентности ОМЛ, является 
интенсификация химиотерапии с последующей 
аллогенной трансплантацией костного мозга 
в первой ремиссии. Это неизбежно сопровожда-
ется селекцией больных, имеющих медицинские 
противопоказания, в т. ч. относительные, к тако-
му лечению. Стратегии ведения больных ОМЛ 
вне ремиссии (например, в рамках оказания пал-
лиативной помощи) систематически не прорабо-
таны, за исключением некоторых клинических 
исследований таргетных биофармацевтических 
препаратов, эффективность которых, как прави-
ло, недостаточна и ограничена продлением жиз-
ни пациентов на 12–18 месяцев [1–3].

Цель работы –  выполнить анализ случая им-
мунологической диагностики и длительного 
сдерживающего лечения больного ОМЛ моло-
дого возраста, резистентного к программной 
полихимиотерапии.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследовали пробы костного мозга и пери-
ферической крови больного Л., 38 лет, прохо-
дившего программное химиотерапевтическое 
лечение в Свердловском областном онкогема-
тологическом центре, а впоследствии – сдер-
живающее химиотерапевтическое и симптома-
тическое лечение у районного онколога на базе 
медицинской организации по месту жительства. 
Общая продолжительность наблюдения соста-
вила 42 месяца. Диагностику ОМЛ осуществля-
ли на основании клинической картины, цито-
логического анализа крови и костного мозга, 
цитохимического и иммунофенотипического 
исследования [1, 2]. Также выполнены иммуно-
гистохимическое исследование трепанобиопта-
та подвздошной кости, цитогенетическое иссле-
дование (G-banding) и детекция генных мутаций 
в кодирующих последовательностях экзонов 
18–26 гена DNMT3A, 12–15 и 19–21 гена FLT3, 
7–12 и 16–19 гена KIT, 1–4 гена KRAS, 9–12 
гена NPM1, 1–4 гена NRAS, 4–11 гена ТР53, 
6–9 гена WT1 методом прямого автоматического 
секвенирования. Праймеры, использовавшиеся 
для детекции мутаций в указанных генах, техно-
логии выделения РНК и секвенирования кДНК 
описаны нами ранее [4–8].

РЕЗУЛЬТАТЫ

В исследуемом случае заболевание манифе-
стировало с появления лихорадки до 40˚С, пе-
техиальной сыпи на различных участках кожи 
в сочетании с ветряночными папулами и пусту-
лами с геморрагическим пропитыванием (диа-
гностирован дебют ветряной оспы), стоматита, 
гингивита, десневых кровотечений.

В клиническом анализе крови уровень гемогло-
бина составил 69 г/л, лейкоцитов –  76,5×103/ мкл 
(бластемия –  61,0%), тромбоцитов –  12×103/ мкл. 
В гиперклеточном костном мозге (миелока-
риоциты – 120000/мкл) бластные клетки со-
ставляли 47,2%, базофилы – 4,6%. Цитохими-
ческие реакции на липиды были положительны 
в 29,0% бластов, мелкогранулярный гликоген 
на диффузном фоне определялся в 81,0% бласт-
ных клеток. Иммунофенотипически бластные 
клетки характеризовались экспрессией CD45low 
(63%), CD34 (63%), CD13 (62%), cytMPO (47%), 
CD117 (33%), CD33 (30%), CD38 (27%), HLA-
DR (15%). При иммуногистохимическом иссле-
довании определялся диффузный инфильтрат 
из мононуклеаров среднего и мелкого размеров 
с чертами бластов, со светлым ядром несколь-
ко неправильной формы с одной или несколь-
кими ядрышками, коэкспрессирующих в ядре 
и цитоплазме MPO и CD34, слабо и неравно-
мерно CD117, в части клеток – CD68. На осно-
вании данных морфологического исследования 
у больного был диагностирован ОМЛ, вариант 
М2базо по FAB-клас си фи ка ции. При дополни-
тельном инструментальном обследовании выяв-
лена умеренная гепатоспленомегалия, инфаркт 
селезенки, небольшое количество жидкости 
в левом плевральном синусе, в биохимическом 
анализе –  повышенный уровень ЛДГ (1291 Е/л).

При цитогенетическом исследовании опреде-
лялся аберрантный кариотип лейкозных бластов 
47, XY, +13. ПЦР-методом химерные транскрип-
ты BCR-ABL и CBFB2-MYH11 не определялись. 
Методом прямого секвенирования определялась 
криптическая трансверсия с. 182 A>C по второй 
позиции кодона CAA в гене NRAS, приводившая 
к замене аминокислотного остатка глутамина на 
пролин в кодируемом полипептиде (p.  61 Q>P). 
Кроме того, в кодирующей последовательности 
антионкогена ТР53 определялась несинони-
мичная трансверсия с. 215 С>G, являющаяся 
полиморфным аллельным вариантом, не имею-
щим в патогенезе лейкозов [7]. Кодирующие 
последовательности экзонов остальных иссле-
дованных генов полностью соответствовали 
«дикому типу».
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Программное лечение ОМЛ проводилось по 
протоколу ОМЛ 01.10 Российской исследова-
тельской группы по изучению острых лейкозов. 
В течение трех дней пациент получал предфазу 
нарастающими дозами гидроксикарбамида с 1,0 
до 3,0/сут внутрь. В фазе индукции ремиссии 
использовался цитарабин 100 мг/м2 с 1-го по 
7-й день, даунорубицин 60 мг/м2 с 1-го по 3-й 
дни («7+3») [3]. В постцитостатическом периоде 
на +7 сутки диагностирована фебрильная ней-
тропения, по поводу которой пациент получал 
антибиотики широкого спектра действия и про-
тивогрибковые препараты. На +10 сутки после 
окончания курса полихимиотерапии в клини-
ческом анализе крови сохранялась бластемия 
15% при уровне лейкоцитов 2700/мкл, низкий 
уровень гемоглобина (88 г/л) и тромбоцитов 
(7×103/ мкл) на фоне заместительной трансфузи-
онной терапии в полном объеме. Констатирова-
на резистентность лейкозных клеток к первому 
курсу индукции ремиссии. На +21 сутки начат 
второй курс индукции ремиссии по той же схе-
ме («7+3»), однако на +14 сутки после его окон-
чания в аспирате костного мозга сохранялась 
лейкемическая инфильтрация (до 50% бластов), 
в связи с чем материал был повторно направлен 
на иммунофенотипическое, цитогенетическое 
и мо ле ку ляр но-ге не ти чес кие исследования.

После проведенного обследования подтверж-
ден диагноз ОМЛ, М2базо по FAB-клас си фи ка-
ции, резистентный к двум курсам химиотерапии 
по схеме «7+3». При этом кариотип лейкозных 
клеток изменился на 47, XY,+13 / 47, XY, +mar 
(16) / 46, XY, del (5) (p1.3–1.5) / 46, XY (Рисунок 1), 
но трансверсия с. 182 A>C в гене NRAS продол-
жала определяться как в пробах костного мозга, 
так и периферической крови. Для преодоления 
резистентности выполнен курс интенсивной хи-
миотерапии НАМ (цитарабин 11,7/ сут в 1–3 дни, 
митоксантрон 19,5/мг сут в 3–5 дни) [3]. Постци-
тостатический период характеризовался перси-
стирующей панцитопенией и осложнился herpes 
zoster в сроки на +50 сутки после окончания кур-
са. При исследовании аспирата костного мозга 
вновь сохранялась лейкемическая инфильтра-
ция (недифференцированные бласты –  10,4%). 
Констатирована резистентность опухоли к про-
водимому лечению.

В связи с персистирующей панцитопенией 
больному было продолжено паллиативное ле-
чение малыми дозами цитарабина 20 мг 2 раза 
в сутки подкожно, а в дальнейшем он был пере-
веден на таблетированные препараты (6-мер-

каптопурин, гидроксикарбамид), которые по-
лучал амбулаторно под контролем онколога по 
месту жительства в течение трех лет. Осущест-
влялась заместительная трансфузионная тера-
пия в целях коррекции анемии и тромбоцито-
пении. При контрольных осмотрах гематолога 
исследовались аспираты костного мозга. Оказа-
лось, что на 40 месяце лечения аберрантный ка-
риотип лейкемических клеток изменился на 47, 
XY, add(14)(q32), –10, +13, +20 [5] / 47, XY, +13 
[3] / 47, XY, add(14)(q32), +13 [2] / 46, XY, add(14)
(q32), –10, +13 [2]. При этом в гене NRAS, на-
ряду с ранее определявшейся несинонимичной 
трансверсией с. 182 A>C, была выявлена допол-
нительная мутация –  c.35 G>С. Смерть пациен-
та наступила на 42 месяце наблюдения на фоне 
прогрессирования синдрома костномозговой 
недостаточности.

ОБСУЖДЕНИЕ

Диагностика и лечение резистентных к стан-
дартной программной полихимиотерапии форм 
ОМЛ представляет собой достаточно серьез-
ную проблему в клинической онкогематологии. 
С одной стороны, наличие неблагоприятных 
молекулярных и цитогенетических предикто-
ров позволяет прогнозировать низкую эффек-
тивность ответа ОМЛ на лечение цитарабином 
и антрациклинами, с другой, эффективные тар-
гетные препараты для лечения ОМЛ с комплекс-
ными генетическими аномалиями и мутациями 
в гене NRAS не разработаны, а потому в каче-
стве основной лечебной опции используется 
аллогенная трансплантация костного мозга вне 
ремиссии заболевания, хотя ее эффективность 
невысока [9]. При наличии медицинских про-
тивопоказаний к интенсивной химиотерапии 
и трансплантации методом выбора является пал-
лиативная химиотерапия [3].

В описанном наблюдении отмечалось нали-
чие трисомии по хромосоме 13 и несинонимич-
ной замены с. 182 A>C в гене NRAS, являвшихся 
факторами неблагоприятного прогноза ОМЛ, 
в дебюте заболевания. Лейкемические клетки 
были резистентными к трем курсам интенсив-
ной полихимиотерапии. Длительная персисти-
рующая панцитопения и тяжелые инфекцион-
ные осложнения являлись противопоказанием 
для дальнейшей интенсификации лечения. Тем 
не менее, на фоне сдерживающего лечения ма-
лыми дозами цитарабина, 6-меркаптопурином 
и гидроксикарбамидом, удалось стабилизиро-
вать течение заболевания. В результате, общая 
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продолжительность наблюдения пациента вне 
ремиссии составила около 3,5 лет. При этом 
трансверсия с. 182 A>C в гене NRAS определя-
лась в пробах костного мозга и периферической 
крови как в дебюте заболевания, так и на всех 
последующих этапах его наблюдения и лече-
ния. Иммунофенотипические характеристики 
бластных клеток не изменялись. Кариотип лей-
кемических клеток эволюционировал во все пе-
риоды наблюдения резистентного ОМЛ за счет 
появления дополнительных аберрантных кло-
нов, несущих как новые структурные, так и ко-
личественные аномалии хромосом. Кроме того, 
на 40 месяце наблюдения в гене NRAS, наряду 
с ранее определявшейся мутацией с. 182 A>C, 
была выявлена еще одна функционально зна-
чимая замена –  c. 35 G>С, что также являлось 
маркером клональной эволюции резистентного 
ОМЛ в терминальной стадии.

ВЫВОДЫ

1. Мутации в гене NRAS, анеуплоидии и ком-
плексные аберрации хромосом являлись фак-
торами риска развития резистентности ОМЛ 
к программной полихимиотерапии.

2. Кариотип лейкемических клеток эволю-
ционировал при резистентном ОМЛ за счет по-
явления дополнительных аберрантных клонов, 
несущих новые структурные и количественные 
аномалии хромосом.

3. Количество функционально значимых 
мутаций в гене NRAS, определяемых методом 
прямого секвенирования, увеличилось в ходе 
эволюции резистентного ОМЛ: наряду с опре-
делявшейся в дебюте заболевания несинони-
мичной трансверсией с. 182 A>C, на 40 месяце 
наблюдения дополнительно определялась заме-
на c. 35 G>С.
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Aim: to analyze the case of immunological detection and treatment of young male with resistant acute 
myeloid leukemia in Sverdlovsk Regional Hematological Centre. Bone marrow and peripheral blood 
samples obtained from male, aged 38, treated using intensive chemotherapy programs and then obtained 
supportive care and palliative chemotherapy in municipal hospital. Immunohistochemical characteriza-
tion of AML blast cells: medium and small cells with one or several nucleoli, MPO, CD34, CD117, CD68 
positive. In cytochemistry lipids were positive in 29.0% of blasts, glycogen –  81.0%. Immunophenotype of 
blast cells was CD45, CD13, CD33, CD34, CD38, CD117, MPO-cyt (+). Karyotype was 47, XY, +13 and 
changed during AML clonal progression. In case, two non-synonymous substitution were co-existed in 
samples: NRAS gene с. 182 A>C and TP53 gene с. 215 С>G. The number of NRAS gene point mutations 
changed during AML clonal progression (additional c. 35 G>С substitution was found). Immunopheno-
type of blast cells not changed during progression. Overall time of patient observation was 42 week.

Key words: acute myeloid leukemia, immunophenotyping, cytogenetics, direct sequencing
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