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Р е з ю м е. Эпигенетические нарушения – принципиальный механизм лейкозогенеза. Одним из них 
является метилирование островков CpG в промоторных областях генов-супрессоров опухоли. Абер-
рантный статус метилирования может быть ассоциирован с агрессивным течением миелодиспла-
стического синдрома (МДС) и острого миелоидного лейкоза (ОМЛ) и c выживаемостью больных. Цель 
исследования – оценить частоту встречаемости аберрантного метилирования генов р15INK4B и SOX7 
при различных вариантах МДС и ОМЛ. Проведено пилотное изучение образцов ДНК 20 больных МДС и  
17 больных ОМЛ, заготовленных до начала специальной терапии. Диагностику МДС и ОМЛ осуществля-
ли по критериям классификации ВОЗ (2008 г.). Кариотип изучали с помощью стандартного GTG-метода. 
Эффективность ХТ оценивали по критериям IWG. Для изучения статуса метилирования генов р15INK4B 
и SOX7 был использован метод метил-специфической полимеразной цепной реакции (MSP). Метилиро-
вание гена р15INK4B обнаружено у 5 (25%), SOX7 – у 16 (80%) больных МДС. Число случаев с аберрантным 
статусом генов увеличивалось среди больных с бластозом в костном мозге (КМ): 33,3% и 100% соот-
ветственно. Метилирование гена р15INK4B было более частой находкой среди больных с нормальным 
кариотипом: 42,9% против 8,3% с хромосомными поломками (р = 0,075). Среди больных с цитогенети-
ческими поломками чаще обнаруживали аберрантный статус гена SOX7 нежели гена р15INK4B (р = 0,002). 
Метилирование гена р15INK4B выявлено у 2 (11,8%), SOX7 – у 8 (74,1%) больных ОМЛ. Аберрантный статус 
гена SOX7 был характерной находкой среди больных с миелоидными, нежели другими вариантами ОМЛ  
(р = 0,019). При медиане времени наблюдения 4 мес у 5 (50%) из 10 больных развился рецидив, из кото-
рых у 4 (80%) до начала индукционной ХТ был обнаружен аберрантный статус метилирования генов. 
Выявлена вариабельность статуса метилирования генов р15INK4B и SOX7 в зависимости от клинических 
и лабораторных характеристик МДС и ОМЛ. Аберрантное метилирование может быть предиктором 
неблагоприятного течения ОМЛ.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: миелодиспластический синдром; острый миелоидный лейкоз; ген р15INK4B;  
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Для цитирования: Гематология и трансфузиология. 2015; 60 (1): 12-17.

ABERRANT METHYLATION OF р15INK4B AND SOX7 GENES IN PATIENTS WITH MYELODYSPLASTIC  
SYNDROME AND ACUTE MYELOID LEUKEMIA 

Gritsaev S.V., Sidorova Z.J., Kapustin S.I., Kostroma I.I., Potichonova N.A., Martinkevitch I.S., Blinov M.N., Abdulkadyrov K.M.

Russian Research Institute of Hematology and Transfusiology, 193024, St.Petersburg, Russia

S u m m a r y. Disturbance of epigenetic regulation is a crucial mechanism of leukemogenesis. Aberrant 
methylation of CpG islands leads to the biologic phenomenon of tumor-suppressor genes silencing. Aberrant 
methylation may be associated with course of disease and survival in patients with myelodysplastic syndrome 
(MDS) and acute myeloid leukemia (AML). Aim of the study was to evaluate the frequencies of aberrant meth-
ylation status of р15INK4B and SOX7 genes in accordance with the variant of MDS or AML and effectiveness of 
standard chemotherapy. The samples of DNA of 20 patients with MDS and 17 patients with AML were studied. 
The diagnosis of MDS and AML were verified according to WHO 2008 classification. Standard GTG method 
was used to clarify the patient’s karyotype. Methylation status of р15INK4B and SOX7 genes was studied with 
MSP (methylation-specific PCR). Aberrant methylation of р15INK4B and SOX7 was found in 5 (25%) and 16 (80%) 
of MDS patients, accordingly. The number of patients with aberrant methylation status was increased in the 
group with excess of BM blasts: 33.3% and 100% for р15INK4B and SOX7, respectively. Aberrant status of р15INK4B 
have been mostly found in patients with the normal karyotype; p = 0.075. At the same time, the aberrant status 
of SOX7 was associated with cytogenetic abnormalities; p = 0.002. Aberrant methylation of р15INK4B and SOX7 
was found in 2 (11.8%) and 8 (74.1%) of AML patients, accordingly. Aberrant status of SOX7 was typical abnor-
mality in patients with myeloid morphology of blasts; p = 0.019. During the 4 months (Me) of follow-up, relapse 
was detected in 5 out of 10 patients. Of them, 4 (80%) have had an aberrant methylation status of either gene 
before starting the induction chemotherapy. We conclude that aberrant methylation is a predictor of unfavor-
able course of AML.
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Расшифровка отдельных механизмов лейкозо-
генеза в совокупности с разработкой и внедрени-
ем в клиническую практику новых лекарственных 
средств, воздействующих на принципиальные био-
логические процессы развития патологического 

клона, создает условия для значимого повышения 
эффективности терапии больных онкогематологиче-
скими заболеваниями. Наглядным примером может 
служить «выключение» экспрессии генов-супрес-
соров опухоли вследствие аберрантного метили-
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и ОМЛ [1]. Метилирование генов нередко сопряжено 
со снижением частоты ответов на ХТ, развитием ре-
цидива и ухудшением выживаемости [19–24]. Вместе 
с тем не известно, является ли данный феномен от-
ражением только аберрантного метилирования генов 
или обусловлен совокупностью негативных факто-
ров, включая, в том числе, и метилирование антион-
когенов. Данная проблема весьма актуальна, так как 
назначение азануклеозидов в качестве префазы может 
существенно повысить чувствительность бластных 
клеток к цитостатическим препаратам [25].

Для изучения значимости статуса метилирования 
генов-супрессоров опухоли при прогнозировании 
течения МДС и ОМЛ и эффективности терапии аза-
нуклеозидами была разработана программа, выпол-
нение которой запланировано в несколько этапов. 
Цель первого этапа, результаты которого представ-
лены в данной статье, – оценить частоту выявляемо-
сти аберрантного метилирования двух генов (р15INK4B 
и SOX7) в зависимости от варианта МДС и ОМЛ и 
эффективности ХТ. Необходимо отметить, что ис-
следование, проводимое в рамках первого этапа, но-
сит пилотный характер. На основании полученных 
данных будет разработан окончательный дизайн по-
следующего исследования.

Материалы и методы
В качестве материала исследования использовали об-

разцы геномной ДНК, полученной из лейкоцитов перифе-
рической крови стандартным способом, согласно S. Miller 
[26]. Для достижения поставленной цели из числа заго-
товленных были отобраны образцы ДНК больных, соот-
ветствующих следующим критериям:

• de novo МДС и ОМЛ;
• отсутствие указания в анамнезе на использование ги-

пометилирующих препаратов;
• ранее нелеченные больные ОМЛ;
• все варианты ОМЛ за исключением острого промие-

лоцитарного лейкоза;
• наблюдение за больными после заготовки биологиче-

ских образцов в течение не менее 6 мес;
• достаточное для проведения исследования количе-

ство и качество образца ДНК. 
Диагноз МДС и ОМЛ устанавливали согласно крите-

риям классификации ВОЗ опухолей кроветворной и лим-
фоидной тканей 2008 г. [27]. 

Изучение кариотипа осуществляли стандартным GTG-
методом с обязательным анализом не менее 20 метафаз-
ных пластинок. 

Распределение больных ОМЛ на отдельные варианты 
проводили по результатам морфологического, цитохи-
мического и иммунологического исследований бластных 
клеток без учета цитогенетических аберраций. 

Эффективность ХТ больных ОМЛ оценивали по кри-
териям IWG [28]. 

Для проведения пилотного исследования по изучению 
аберрантного метилирования первоначально были выбра-
ны два гена: р15INK4B и SOX7. Необходимо было оценить 
статус метилирования CpG-островков в промоторной об-
ласти выбранных генов. Критерием выбора гена р15INK4B 
явились данные литературы [29–31], согласно которым 
его промоторная область аберрантно метилирована в 

рования островков CpG в промоторных областях, 
регулирующих их транскрипционную активность. 
Назначение гипометилирующих препаратов (или 
азануклеозидов), таких как азацитидин и децитабин, 
позиционируют как терапию выбора для лечения 
больных развернутыми стадиями миелодиспласти-
ческого синдрома (МДС) и острым миелоидным 
лейкозом (ОМЛ), которым из-за неблагоприятного 
соматического статуса или отягощенной коморбид-
ности не может быть назначена стандартная химио-
терапия (ХТ) [1–4].

Лечебный эффект азануклеозидов опосредован 
инактивацией ДНК-метилтрансфераз с последую-
щим переводом цитозиновых остатков ДНК в немети-
лированное состояние, что в конечном итоге сопрово-
ждается реэкспрессией генов-супрессоров опухоли, 
нормализацией ряда физиологических процессов и 
апоптозом лейкозных клеток. Наблюдаемый в боль-
шинстве случаев отсроченный ответ на терапию, не-
редко после 6–9 курсов, обусловлен необходимостью 
длительного воздействия азануклеозидов на ДНК и 
РНК для индукции гипометилирования [1, 4]. 

Спрогнозировать эффективность азануклеозидов 
возможно по анализу отдельных клинических, гема-
тологических и молекулярно-генетических показа-
телей, таких как вариант кариотипа и мутационный 
статус гена ТЕТ2 [5, 6]. Однако вполне обоснованным 
в качестве предиктора ответа предполагают изучение 
статуса метилирования отдельных генов [7–11]. Это 
продиктовано, отчасти, отсутствием однозначного 
мнения о сопряженности отдельных хромосомных 
аберраций с клиническим ответом [6, 12–14].

Помимо больных с избыточным количеством бласт-
ных клеток в костном мозге (КМ), не менее привлека-
тельной представляется идея назначения азануклеози-
дов больным МДС низкого риска с зависимостью от 
трансфузий компонентов крови и неэффективностью 
эритропоэзстимулирующих, иммуномодулирующих 
или иммуносупрессивных препаратов [15–18]. Нарас-
тание тяжести цитопении в большинстве этих случаев 
ассоциировано с прогрессией МДС. Нельзя исклю-
чить, что раннее назначение лекарственных средств, 
способных модифицировать течение болезни, не толь-
ко уменьшит потребность в трансфузиях, но и пре- 
дупредит увеличение объема бластных клеток с транс-
формацией в ОМЛ. Однако вопрос об ассоциации ста-
туса метилирования генов с тяжестью цитопении у 
больных МДС низкого риска и эффективностью аза-
нуклеозидов остается нерешенным.

Другой областью изучения статуса метилирова-
ния генов является прогнозирование течения МДС 
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Наличие ПЦР-продукта, полученного при проведении ПЦР 
с праймерами для неметилированных участков ДНК, и от-
сутствие амплификата с праймерами для метилированных 
участков ДНК свидетельствовало об отсутствии аберрант-
ного метилирования (см. рисунок).

Статистическую обработку данных осуществляли с 
помощью программ Microsoft Excel и Statistica.

Результаты
В соответствии с установленными критерия-

ми включения в исследование для анализа были 
отобраны данные 37 больных (20 больных МДС и  
17 больных ОМЛ). Возраст больных МДС был от 41 
до 79 лет (медиана возраста 63 года).

Распределение по вариантам было следующим:  
2 больных рефрактерной анемией, 1 – рефрактерной 
анемией с кольцевыми сидеробластами, 3 – с изо-
лированной делецией del(5q), 5 – рефрактерной ци-
топенией с мультилинейной дисплазией, 9 больных 
рефрактерной анемией с избытком бластов (РАИБ), 
включая 2 РАИБ-1 и 7 РАИБ-2.

Нормальный кариотип выявлен у 7 больных. 
Хромосомные аберрации обнаружены у 12 больных.  
Кариотип 1 больного на момент заготовки перифери-
ческой крови остался неизвестным из-за отсутствия 
роста клеток в культуре. 

Метилирование генов обнаружено у 16 (80%) из 
20 больных МДС. 

Аберрантный статус генов р15INK4B имелся у  
5 (25%), SOX7 – у 16 (80%) больных. Во всех случа-
ях метилирование гена р15INK4B сопровождалось об-
наружением аберрантного статуса гена SOX7. У 11 
больных выявлено метилирование только гена SOX7. 

При вариантах без избытка бластных клеток бо-
лее частой находкой было метилирование гена SOX7 
(63,6%), нежели гена р15INK4B (18,2%); р = 0,030.  
У больных РАИБ частота обнаружения аберрант-
ного статуса соответствующих генов значительно 
возрастала, при этом метилирование гена SOX7 по-
прежнему оставалось доминирующим событием – 
100% и 33,3% (р = 0,002). Установлена тенденция со-
пряженности метилирования гена SOX7 с избыточ-
ным количеством бластных клеток в КМ (r = 0,452; 
p = 0,045).

Метилирование гена р15INK4B было более частой 
находкой у больных с нормальным (42,9%), нежели 
аберрантным (8,3%) кариотипом, хотя различие и не 
было значимым (р = 0,075). Частота метилирования 
гена SOX7 была одинаково высокой независимо от 
варианта кариотипа – 71,4% и 83,3% соответствен-
но. При этом у больных с цитогенетическими по-
ломками чаще обнаруживался аберрантный статус 
гена SOX7 (83,3%), чем гена р15INK4B (8,3%); р = 0,002  
(см. таблицу).

При анализе результатов обследования больных 
ОМЛ получены следующие данные.

Возраст больных был от 34 до 75 лет (медиана 
возраста 56,5 года). 

Распределение по морфологическим вариантам 
было следующим: 3 больных М1-вариантом, 7 – М2, 
1 – М4, 2 – М5, 3 – М6, 1 больной М7-вариантом. 

Цитогенетическое исследование выполнено у 16 

клетках при различных лейкозах. Ген р15INK4B является 
ингибитором циклинзависимой киназы и играет важную 
роль в регуляции клеточного цикла. 

Ген SOX7 был выбран как один из генов семейства 
SOX, кодирующего транскрипционные факторы, которые 
влияют на активность Wnt-сигнального пути и играют 
роль в дифференцировке стволовых клеток [32, 33].

В качестве метода анализа статуса метилирования был 
использован принцип специфической детекции 5-метил-
цитозина или продуктов его превращения (бисульфит-
ная конверсия). Для определения статуса метилирования 
CpG-островков промоторных участков генов была ис-
пользована метилспецифическая полимеразная цепная 
реакция – ПЦР (MSP) [34].

Для проведения бисульфитной конверсии проб ДНК 
использован набор EZ DNA Methylation-Gold® ("Zymo 
Research", CШA). После получения конвертированной и 
очищенной ДНК, проводили амплификацию с праймерами, 
специфичными для метилированных и неметилированных 
участков ДНК промоторных областей генов р15INK4B и SOX7 
[29, 32]. После проведения 40 циклов ПЦР полученный ам-
плификат анализировали с помощью электрофореза в 6% 
полиакриламидном геле. Фрагменты ДНК визуализирова-
ли в проходящем ультрафиолетовом свете после окраши-
вания геля бромистым этидием в концентрации 1 мкг/мл. 
Наличие амплификата, полученного при проведении ПЦР 
с праймерами для метилированных участков ДНК, сви-
детельствовало о наличии аберрантного метилирования.  

Анализ метилирования CpG островков промоторных областей 
гена р15INK4B (а) и гена SOX7 (б).

а – результаты MS) CpG-островков промоторной области гена р15INK4B; 

б – результаты MSP CpG-островков промоторной области гена SOX7.
Линия Н – амплификат, полученный с праймерами для неметилирован-
ных участков ДНК; линия М – амплификат, полученный с праймерами 
для метилированных участков ДНК:
1 – результаты проведения ПЦР (MSP) у пациента 1; 2 – результаты 
проведения ПЦР (MSP) у пациента 2; 3 – результаты проведения ПЦР 
(MSP) у донора; 4 – результаты проведения ПЦР (MSP) с необработанной 
ДНК (ДНК, не прошедшей бисульфитную конверсию).
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цировки (гены-антагонисты Wnt сигнального пути 
– SFRP, DKK, SOX) и механизмы адгезии (IGSF4, 
CDH1, CDH13), процессы апоптоза (DAPK1) и  
роста клеток (ESR1) [10, 11, 14, 20–25, 32, 33]. Ча-
стота и степень метилирования в разных генах раз-
ная [10, 20, 25, 30, 33, 37–39]. Нередко варьируют и 
показатели статуса метилирования одного и того же 
гена, полученные в разных исследованиях. Данный 
феномен обусловлен составом больных, включен-
ных в исследования: установлена сопряженность 
аберрантного статуса отдельных генов с возрастом 
и фенотипом бластных клеток [19, 40]. Косвенным 
подтверждением могут быть и результаты собствен-
ного исследования. В группе МДС число больных  
с аберрантным статусом генов р15INK4B и SOX7 раз-
личалось в зависимости от количества бластных кле-
ток в КМ и варианта кариотипа, а в группе ОМЛ –  
от морфологического фенотипа лейкозных клеток.

Увеличение числа исследуемых генов имеет 
принципиальное значение для планирования по-
следующего исследования. Не исключено, что рас-
ширение спектра анализируемых генов позволит 
более корректно стратифицировать больных МДС 
и ОМЛ на группы риска и с большей вероятностью 
прогнозировать эффективность азануклеозидов [10, 
23, 41]. Так, M. Abaigar и соавт. [41] проанализиро-
вали статус метилирования 24 генов у 63 больных 
МДС и ОМЛ с медианой возраста 69 лет. Аберрант-
ное метилирование ДНК выявлено у 73% больных и 
в большинстве случаев обнаруживалось в одном из 
исследуемых генов. По данным многовариантного 
анализа обнаружено, что число генов с аберрант-
ным статусом метилирования (2 и более) наряду с 
лейкоцитозом (15 . 109/л и более) и анемией (гемо-
глобин менее 100 г/л) является независимым про-
гностическим фактором, ассоциированным с ухуд-
шением выживаемости. В свою очередь, M. Grovdal 
и соавт. [23] сравнили эффективность индукционной 
ХТ «7+2» с подкожным введением цитарабина по  
150 мг/м2 в 1–7-е сутки и внутривенным введением 

больных. Нормальный кариотип имелся у 7 боль-
ных. Хромосомные поломки выявлены у 9 больных 
и представлены одиночными, двойными или множе-
ственными аберрациями.

Метилирование генов р15INK4B и SOX7 обнаруже-
но у 8 из 17 (47,1%) больных.

Также как и среди больных МДС, частота выявле-
ния аберрантного гена SOX7 была выше (47,1%), чем 
гена р15INK4B (11,8%), и во всех случаях метилирова-
ние гена р15INK4B сопровождалось метилированием 
гена SOX7.

Метилирование гена SOX7 с большей частотой 
выявлялось у больных миелоидными (М1 и М2)  
вариантами: 60% против 28,6% больных другими 
морфологическими вариантами; р = 0,019.

Распределение случаев с аберрантным статусом 
генов р15INK4B и SOX7 среди больных с нормальным 
кариотипом и цитогенетическими поломками было 
практически одинаковым (см. таблицу).

При наблюдении за больным в сроки от 1 до  
19 мес (медиана 4 мес) из 10 больных, у которых бы-
ла достигнута полная ремиссия, рецидив развился  
у 5, включая 1 из 4 (25%) больных без метилирова-
ния генов и 4 из 6 (66,7%) больных с метилирова-
нием генов. Следует отметить, что у 2 из 4 больных 
с аберрантным статусом (метилирование гена SOX7) 
рецидив развился после трансплантации аллогенных 
гемопоэтических стволовых клеток (алло-ТГСК).

Обсуждение
В отличие от генетических повреждений, при 

эпигенетических нарушениях изменение структу-
ры хроматина и инактивация генов осуществляется 
без нарушения последовательности нуклеотидов в 
ДНК. Тем не менее эпигенетические нарушения на-
ряду с молекулярно-генетическими аберрациями и 
повреждением гемопоэтического микроокружения 
принимают непосредственное участие в механиз-
мах возникновения и развития лейкозного клона. 
Подтверждение этому – обнаружение мутаций в  
генах DNMT3A, ASXL1, EZH2 и TET2, принимающих 
участие в регуляции эпигенетических процессов, а 
также увеличение случаев с аберрантным метили-
рованием генов у больных развернутыми стадиями 
МДС [35, 36]. В свою очередь обратимость эпигене-
тических нарушений делает их привлекательными 
«мишенями» для медикаментозного воздействия, 
эффективность которого опосредована действием, 
модифицирующим естественное течение болезни. 
Клиническим примером может быть активное вне-
дрение в лечебную практику азацитидина и децита-
бина для лечения больных МДС и ОМЛ [1, 2].

Неслучайно наибольшее внимание из всех эпи-
генетических нарушений уделяется метилированию 
цитозина в островках CpG, локализованных вблизи 
или непосредственно в промоторных областях ге-
нов. Метилирование – доминирующий эпигенетиче-
ский феномен в лейкозных клетках [4].

При изучении метилирования аберрантный статус 
островков CpG обнаружен во многих генах, включая 
гены, которые вовлечены в регуляцию клеточного 
цикла (CDKN1B, CDKN2B, HIC1, FHIT), дифферен-

Клинико-гематологическая характеристика больных и статус 
метилирования генов р15 INK4B и SOX7

Показатель
Метилирование

р*ген р15 INK4B ген SOX7
n % n %

МДС (n = 20)** 5 25 16 80
без бластоза (n = 11) 2 18,2 7 63,6 0,03
с бластозом (n = 9) 3 33,3 9 100 0,002
нормальный кариотип (n = 7) 3 42,9 5 71,4
аберрантный кариотип (n = 12) 1 8,3 10 83,3 0,0002

ОМЛ (n = 17) *** 2 11,8 8 47,1
миелоидный вариант (n = 10) 1 10 6 60 0,019
другие варианты (n = 7) 1 14,3 2 28,6
нормальный кариотип (n = 7) 1 14,3 3 42,9
аберрантный кариотип (n = 9) 1 11,1 4 44,4

Доноры (n = 40) 0 0 1 2,5

П р и м е ч а н и е. * – приведены показатели значимых различий:  
** – кариотип проанализирован у 19 больных; *** – кариотип про-
анализирован у 16 больных.
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с высокодозным цитарабином или алло-ТГСК;  
3) группа больных МДС и ОМЛ, получающих тера-
пию азануклеозидами. В последней группе предпо-
лагается динамическое изучение статуса метилиро-
вания генов не менее чем в 3 временных точках (до 
начала и непосредственно после окончания терапии, 
через 10–14 дней после завершения курса) в течение 
2 первых курсов. Предполагается, что полученные 
результаты позволят расшифровать отдельные меха-
низмы лейкозогенеза, пополнить список прогности-
ческих факторов, расширить показания к назначению 
азануклеозидов и повысить их эффективность путем 
отбора больных с высокой вероятностью ответа.
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