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Введение . Острый лимфобластный лейкоз (ОЛЛ) диагностируется в основном у детей и подростков (2 / 3 заболевших), что де-
лает его одним из самых распространенных детских онкологических заболеваний. В развитии ОЛЛ участвуют онкогены, 
в частности продукт транслокации хромосом 1 и 19 онкоген E2A-PBX1, кодирующий химерный белок E2A-PBX1, являющий-
ся сильным транскрипционным активатором, а также онкогены семейства НОХ, в основном кластеры генов HOXA и НОХВ. 
Химерный белок E2A-PBX1 и белки НОХА, относящиеся к семейству белков, содержащих гомеодомен, образуют in vivo ком-
плексы с факторами, эпигенетически регулирующими экспрессию генов и включающими в себя модифицирующие и ремодели-
рующие хроматин ферменты, что в значительной мере обусловливает их онкогенные свойства. В предыдущих исследованиях 
нами были получены данные о генетических взаимодействиях генов E2A-PBX1 и НОХ, участвующих в развитии лейкозов.
Цель исследования – подтвердить роль онкогена Е2А-РВХ1 в активации экспрессии кластера генов НОХА, белковые продук-
ты которых также обладают высоким онкогенным потенциалом.
Материалы и методы . В работе были использованы 4 лейкозные линии предшественников В-клеток (пре-В) человека: RCH-ACV, 
KASUMI-2, 697 и NALM-6. Для идентификации продукта транслокации хромосом 1 и 19 онкогена E2A-PBX1 и его экспрессии 
использовали метод стандартной полимеразной цепной реакции. Для определения экспрессии 11 генов НОХ кластера А (генов 
НОХА) применяли метод обратной транскрипции, сопряженной с количественной полимеразной цепной реакцией в реальном 
времени.
Результаты . Продемонстрировано, что онкоген E2A-PBX1 содержится и экспрессируется в 3 исследованных лейкозных 
линиях пре-В-клеток человека (RCH-ACV, KASUMI-2 и 697) и отсутствует в линии клеток NALM-6. Показано, что в кле-
точных линиях RCH-ACV, KASUMI-2, 697, которые содержат в своем геноме онкоген E2A-PBX1, 7 из 11 генов кластера HOXА 
экспрессируются на высоком уровне. В отличие от этих 3 клеточных линий, экспрессирующих большинство генов кластера 
HOXА, в линии клеток NALM-6, не экспрессирующих онкоген E2A-PBX1, используемой в качестве контроля, экспрессия генов 
НОХА не наблюдается, за исключением малой экспрессии 2 генов этого кластера.
Выводы . В данном исследовании продемонстрировано, что лейкозные линии пре-В-клеток человека RCH-ACV, KASUMI-2 
и 697, содержащие и экспрессирующие онкоген Е2А-РВХ1, экспрессируют также большинство (7 из 11) генов НОХА на вы-
соком уровне, в отличие от контрольной клеточной линии NALM-6, не содержащей онкогена Е2А-РВХ1 и почти не экспрес-
сирующей гены НОХА. Таким образом, полученные результаты предполагают участие сильного транскрипционного актива-
тора – химерного белка Е2А-РВХ1, ассоциированного с факторами, модифицирующими и ремоделирующими хроматин, 
в активации экспрессии кластера генов НОХА, также имеющих высокий онкогенный потенциал.
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количественная полимеразная цепная реакция в реальном времени, ассоциированная с обратной транскрипцией
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Introduction . Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is diagnosed mainly in children (2 / 3 of diseases) making this type of leukemia one 
of the most common oncological diseases among children. Oncogenes are involved in the development of ALL, in particular the product 
of chromosomes 1 and 19 translocation, the oncogene E2A-PBX1 that codes for E2A-PBX1 chimeric oncoprotein with strong transcrip-
tion activation properties as well as oncogenes of HOX family, mainly HOXA and HOXB cluster genes. E2A-PBX1 chimeric oncoprotein 
and НОХА proteins are associated in vivo with factors participating in epigenetic regulation of gene expression such as chromatin modi-
fying and remodeling enzymes that partially determines their oncogenic properties. In previous studies we obtained data indicating  genetic 
interactions of E2A-PBX1 and НОХ genes participating in leukemia development.
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The aim of this research was to confirm the role of Е2А – РВХ1 oncogene in the activation of the expression of НОХА cluster genes co ding 
for the proteins with high oncogenic potential.
Materials and methods . The objects of the study were four B cell progenitor (pre-B) leukemia cell lines: RCH-ACV, KASUMI-2, 697 
and NALM-6. Standard polymerase chain reaction (PCR) was used for the identification of chromosome 1 and 19 translocation product, 
E2A-PBX1 oncogene and its expression. Method of reverse transcription coupled with quantitative polymerase chain reaction (Q-RT-PCR) 
was used for the analysis of 11 HOXA cluster genes expression.
Results . It is demonstrated that E2A-PBX1 oncogene is present and expressed in three studied human pre-B leukemia cell lines, RCH-ACV, 
KASUMI-2 and 697, while its expression is absent in NALM-6 cell line. High expression of 7 from 11 HOXА cluster genes is revealed 
in RCH-ACV, KASUMI-2 and 697 cell lines expressing E2A-PBX1 oncogene, whereas NALM-6 cell line, that does not express E2A-PBX1 
oncogene, also does not express HOXA genes except low expression of two genes from this cluster.
Conclusions . The data obtained in this study demonstrate that RCH-ACV, KASUMI-2 and 697 human leukemia pre-B cell lines, con-
taining and expressing Е2А-РВХ1 oncogene, also express most of HOXA genes (7 genes of 11 genes) at high level in contrast to control 
NALM-6 cell line that does not comprise Е2А-РВХ1 oncogene and almost does not express НОХА genes. Therefore, the results of this 
study suggest the participation of strong transcriptional activator, chimeric oncoprotein Е2А-РВХ1, associated with chromatin modifying 
and remodeling enzymes, in the expression activation of HOXA cluster genes that also possess high oncogenic potential.

Key words: E2A-PBX1 oncogene, HOXA gene cluster, RCH-ACV, KASUMI-2, 697 and NALM-6 leukemia cell lines, reverse trans-
cription – quantitative polymerase chain reaction

Введение
Острый лимфобластный лейкоз (ОЛЛ) диагно-

стируется в основном у детей и подростков (2 / 3 за-
болевших), что делает его одним из самых распро-
страненных детских онкологических заболеваний. 
ОЛЛ характеризуется накоплением раковых предше-
ственников лимфоидных клеток В- и Т-линий в кост-
ном мозге и крови. Генетические изменения в этих 
незрелых лимфоидных клетках нарушают их способ-
ность к самовозобновлению и вызывают остановку 
в дифференциации, что приводит к их злокачест-
венной трансформации. В развитии ОЛЛ участвуют 
онкогены, являющиеся продуктами транслокации 
хромосом, в частности продукт транслокации хромо-
сом 1 и 19 (t (1;19)) E2A-PBX1, кодирующий химерный 
белок E2A-PBX1, а также BCR-ABL, TEL-AML1 [1, 2]. 
Большую роль в развитии ОЛЛ играют и онкогены 
семейства НОХ, в основном кластеры генов HOXA, НОХВ, 
и в меньшей степени – HOXC и HOXD [3, 4], сверхэкс-
прессия которых приводит к нарушению регуляции 
экспрессии генов, участвующих в гематопоэзе, и в ре-
зультате – к развитию лейкозов.

Транслокация между хромосомами 1 и 19 приво-
дит к образованию онкогена E2A-PBX1. Это сильный 
онкоген, обусловливающий 25 % детских пре-В-кле-
точных ОЛЛ [2]. Следует отметить, что помимо ин-
дукции лейкозов химерный белок E2A-PBX1 имеет 
свойство трансформировать несколько видов клеток, 
среди которых – фибробласты, лимфоидные и мие-
лоидные клетки. На N-конце химерного белка E2A-
PBX1 находятся 2 домена активации (activation do-
main, AD), происходящие из фактора транскрипции 
E2A, а на С-конце – кооперативный домен HOX (Hox 
cooperative domain, HCD) и ДНК-связывающий го-
меодомен фактора транскрипции PBX [2]. Свойства 
сильного конститутивного транскрипционного ак-

тиватора E2A-PBX1 обусловлены наличием в его со-
ставе этих 3 доменов, и в особенности AD, взаимо-
действующего с гистонацетилтрансферазами SAGA 
и CBP / p300 [5, 6].

Белки НОХ играют важную роль в эмбриональном 
развитии, а во взрослом организме – в кроветво-
рении. Белки НОХ кодируются 39 HOX-генами, пред-
ставленными 4 кластерами генов-паралогов: HOXA, 
НОХВ, HOXC, HOXD. Белки НОХ – это факторы транс-
крипции, гомеодомен которых связывается с ДНК. 
Экспрессия генов НОХ эпигенетически регулируется 
комплексами группы Polycomb и лейкоза смешанных 
линий (Mixed Lineage Leukemia (MLL)). С использо-
ванием клеток костного мозга в культуре и мышиных 
моделей было показано, что гены HOXA (кроме 
HОХА2 и HОХА5) способны трансформировать клет-
ки и индуцировать лейкоз соответственно [3, 4]. Гены 
HOXA также имеют свойство активировать ряд протоон-
когенов, включая Erg, Flt3, Lmo2, Myb и Sox4 [7]. Таким 
образом, в приведенных исследованиях было подтверж-
дено, что гены HOXA имеют онкогенный потенциал.

В предыдущих исследованиях с использованием 
мышиных моделей мы получили данные о генетиче-
ских взаимодействиях онкогенов E2A-PBX1 и НОХ, 
участвующих в развитии В- и Т-клеточных лейкозов 
[8–13]. Химерные мыши, экспрессирующие в крови 
2 онкогена E2A-PBX1 и HОХА9, развивали лейкоз в 2 ра-
за быстрее по сравнению с мышами, экспрессиру-
ющими только онкоген E2A-PBX1 [9–12]. В продолже-
ние данных исследований с использованием метода 
тандемной аффинной очистки мы получили из кле-
ток HeLa и 697 нативные комплексы, содержащие, 
соответственно, HOXA9 или E2A-PBX1 с ковалентно 
связанными FLAG / HA-пептидами, и показали при-
сутствие в каждом из выделенных комплексов ряда 
взаимодействующих белков, многие из которых также 
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обладали онкогенным потенциалом [12, 14]. В обоих 
комплексах содержались факторы, участвующие 
в эпигенетической регуляции экспрессии генов. 
В частности, комплекс HOXA9 содержал ферменты, 
эпигенетически модифицирующие хроматин: аргинин- 
N-метилтрансферазу-5 (Protein R methyl-transferase 5, 
PRMT5), Е3-убиквитинлигазу (UBR5), а комплекс 
E2A-PBX1 – несколько факторов ремоделирования хро-
матина семейства SWI / SNF (SMARCA4 и SMARCC2). 
Интересно отметить, что, с одной стороны, в ком-
плексе, содержащем НОХА9, не был идентифициро-
ван Е2А-РВХ1, с другой стороны, в комплексе, содер-
жащем Е2А-РВХ1, не был идентифицирован НОХА9. 
Эти данные свидетельствуют о том, что НОХА9 и Е2А- 
РВХ1 взаимодействуют с большей вероятностью не на 
уровне белок – белковых взаимодействий, а на уров-
не белок – ген. Идентификация факторов ремодели-
рования хроматина семейства SWI / SNF, SMARCA4 
и SMARCC2, в комплексе, содержащем Е2А-РВХ1, 
в дополнение к уже известной ассоциации с Е2А-РВХ1 
гистонацетилтрансферазы СВР / р300, еще раз указы-
вает на то, что химерный белок Е2А-РВХ1 является 
сильным транскрипционным активатором и, скорее 
всего, участвует в активации экспрессии гена НОХА9. 
Для подтверждения этой гипотезы мы изучили экс-
прессию всех генов кластера НОХА в 4 лейкозных 
линиях предшественников В-клеток (пре-В) челове-
ка: RCH-ACV, KASUMI-2, 697 и NALM-6. Оказалось, 
что 3 лейкозные клеточные линии – RCH-ACV, 
 KASUMI-2 и 697, содержащие и экспрессирующие 
онкоген Е2А-РВХ1, экспрессируют 7 из 11 генов 
 НОХА на высоком уровне, в отличие от контрольной 
клеточной линии NALM-6, не содержащей гена 
 Е2А-РВХ1 и не экспрессирующей генов НОХА.

Цель исследования – подтверждение роли онко-
гена Е2А-РВХ1 в активации экспрессии кластера ге-
нов НОХА, белковые продукты которых также обла-
дают высоким онкогенным потенциалом.

Материалы и методы
культуры клеток
В работе были использованы 4 лейкозные линии 

пре-В-клеток человека: RCH-ACV, KASUMI-2, 697 
и NALM-6 [15–17].

Культивирование линии лейкозных пре-В-клеток 
человека 697 проводили в среде Opti-MEM (Gibco, 
США), cодержащей 10 нг / мл интерлейкина-7, 10 % 
эмбриональной сыворотки телят (которая была про-
тестирована для использования в среде для В-клеток, 
Stem Cell Technologies, Канада), 5 × 10–5 М β-мер-
каптоэтанола, L-глютамин и пенициллин / стрепто-
мицин.

Линии лейкозных пре-В-клеток человека RCH-ACV 
и KASUMI-2 культивировали в среде RPMI, содер-
жащей 10 % эмбриональной сыворотки телят (тести-

рованной для В-клеток), L-глютамин, пенициллин / 
 стрептомицин.

Линию лейкозных пре-В-клеток человека NALM-6 
культивировали в среде RPMI, содержащей 5 % эм-
бриональной сыворотки телят (тестированной для 
В-клеток), L-глютамин, пенициллин / стрептомицин.

Метод стандартной полимеразной цепной реакции
Стандартную полимеразную цепную реакцию (ПЦР) 

использовали для анализа наличия / отсутствия в ис-
следуемых клеточных линиях (RCH-ACV, KASUMI-2, 
697 и NALM-6) транслокации хромосом 1 и 19, при-
водящей к образованию онкогена E2A-PBX1, а также 
для анализа экспрессии указанного онкогена.

Полимеразную цепную реакцию проводили с ис-
пользованием комплементарной ДНК (кДНК), по-
лученной реакцией обратной транскрипции (ОТ) 
с РНК, выделенной из 4 исследуемых линий с ис-
пользованием реагента Trizol (Invitrogen). Для выде-
ления РНК с помощью Trizol использовали в среднем 
3 × 106–107 клеток каждой из 4 линий.

Для синтеза кДНК использовали следующие ре-
агенты и условия.

4 мкг РНК обрабатывали ДНКазой I в течение 
15 мин при комнатной температуре в реакционной 
смеси общего объема 10 мкл, содержащей 8 мкл рас-
твора РНК, 1 мкл 10-кратного буфера для ДНКазы I, 
1 мкл ДНКазы I. Далее добавляли 1 мкл 25 мМ эти-
лендиаминтетрауксусной кислоты и инактивировали 
ДНКазу I при высокой температуре (65 °С) в течение 
10 мин. Затем реакционную смесь охлаждали при 4 °С, 
перемешивали на вортексе и добавляли 10 мкл реак-
ционной смеси для обратной транскрипции, содер-
жащей 4 мкл 5-кратного буфера для 1-й нити ДНК 
(First-Strand-Buffer), 2 мкл 0,1 M DTT, 1 мкл смеси 
праймеров (в концентрации 200 мМ), 1 мкл дезокси-
нуклеотидтрифосфатов (дНТФ, deoxynucleotide tri-
phosphates, dNTP) в концентрации 10 мМ, 1 мкл об-
ратной транскриптазы мышиного вируса лейкоза 
Малонея (Mouse Maloney Leukemia Virus reverse tran-
scriptase, M–MLV RT). Далее реакционную смесь 
общим объемом 20 мкл нагревали при 37 °С в течение 
90 мин, затем при 70 °С в течение 15 мин и охлажда-
ли при 4 °С. кДНК, полученную в результате реакции 
ОТ, хранили при –80 °С до использования для ПЦР.

Далее для ПЦР использовали олигонуклеоти-
ды-праймеры E2A-PBX1 прямой: GCACAACCACG-
CGGCCC и E2A-PBX1 обратный: CCACGCCTTC-
CGCTAA. Реакционная смесь в общем объеме 50 мкл 
содержала 5 мкл 10-кратного буфера для полимеразы 
Taq (Taq polymerase), 3 мкл 25 мМ раствора MgCl

2
 

(конечная концентрация в реакционной смеси 1,5 мМ), 
0,4 мкл смеси 4 дезоксинуклеотидтрифосфатов (dATP, 
dCTP, dGTP, dTTP), каждый в концентрации 25 мМ 
(конечная концентрация каждого из нуклеотидов 
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в реакционной смеси 200 мкМ), 1 мкл раствора кДНК, 
2 мкл прямого и 2 мкл обратного праймера, 0,5 мкл 
полимеразы Taq (Sigma) и 36,1 мкл H

2
O.

Полимеразную цепную реакцию проводили в сле-
дующих условиях: 1 цикл при 94 °С в течение 1 мин, 
30 циклов при 94 °С в течение 30 с, далее при 60 °С 
в течение 30 с и затем при 72 °С в течение 1 мин 30 с; 
1 цикл при 72 °С в течение 10 мин и охлаждали при 4 °С.

Продукты стандартной ПЦР разделяли в 2 % ага-
розном геле, который окрашивали бромидом этидия. 
В результате ПЦР синтезировался фрагмент размером 
161 пара оснований, соответствующий области 
транслокации хромосом 1 и 19 и онкогену Е2А-РВХ1, 
а также мРНК Е2А-РВХ1. В качестве маркеров длин 
фрагментов ДНК использовали pKS.

Метод обратной транскрипции, сопряженной 
с количественной полимеразной цепной реакцией 
в реальном времени
РНК выделяли из культивируемых клеток с ис-

пользованием реагента Trizol (Invitrogen) в соответ-
ствии с инструкциями производителя. Для синтеза 
кДНК с РНК использовали те же реагенты и условия, 
которые описаны в предыдущей части статьи.

В качестве праймеров для количественной ПЦР 
в реальном времени использовали следующие оли-
гонуклеотиды:

HOXA1 прямой: ACAGAACTTCAGTGCGCC; 
HOXA1 обратный: GGGAGCGACAGGCTTCTT; 
HOXA2 прямой: CACAAAGAATCCCTGGAA; HOXA2 
обратный: AAATGAAATTCTTTTTCCA; HOXA3 пря-
мой: CCTGGATGAAAGAGTCTC; HOXA3 обратный: 
GCCAGCGCAGCTTTCG; HOXA4 прямой: TGGTGTA-
CCCCTGGATGA; HOXA4 обратный: CTTAGGC-
TCCCCTCCGTT; HOXA5 прямой: TCCCATCGCTT CC-
CTACC; HOXA5 обратный: GCTTTGGAACAGCCTACA; 
HOXA6 прямой: AGTACACGAGCCCGGTTT; HOXA6 
обратный: CCCATGGCTCCCATACAC; HOXA7 пря-
мой: AGCTTGGAAATTCTGCTC; HOXA7 обратный: 
TCTGATGTCATGGCCAAA; HOXA9 прямой: GCCG-
GC CTTATGGCATTA; HOXA9 обратный: CAGGGA-
CAA  AGTGTGAGT; HOXA10 прямой: AAAGCCTCGCCG-
GAGAA; HOXA10 обратный: CTCCAGTGTCTGGTGCTT;  
HOXA11 прямой: TTGAGCATGCGGGACAGT; HOXA11 
обратный: GTACCAGATCCGAGAGCT; HOXA13 пря-
мой: TGCCCAACGGCTGGAA; HOXA13 обратный: 
TAAGGCACGCGCTTCTTT.

В качестве контрольных олигонуклеотидов ис-
пользовали праймеры к актину и к глицеральдегид-
фосфатдегидрогеназе (glyceraldehyde phosphate dehy-
drogenase).

Реакцию количественной ПЦР в реальном вре-
мени проводили в объеме 15 мкл. Реакционная смесь 
содержала 7,5 мкл буферного раствора с Syber Green; 
1 мкл кДНК; 5,5 мкл H

2
O и 1 мкл смеси прямого 

и обратного праймеров в концентрации 15 мкМ (ко-
нечная концентрация в 15 мкл – 1 мкМ).

Для реакции количественной ПЦР в реальном 
времени использовали прибор Applied Biosystems 7500 
Real-Time PCR System и следующие условия реакции: 
1 цикл при 50 °С в течение 2 мин; 1 цикл при 95 °С 
в течение 10 мин (денатурация); 40 циклов при 95 °С 
в течение 15 с и затем при 60 °С в течение 1 мин (поли-
меризация); 1 цикл при 95 °С в течение 15 с, при 60 °С 
в течение 20 с, при 95 °С в течение 15 с, при 60 °С 
в течение 15 с (диссоциация).

Для анализа результатов количественной ПЦР в ре-
альном времени использовали программу SDS (Applied 
Biosystems Real-Time PCR system SDS software).

Результаты
Присутствие и экспрессия онкогена E2A-PBX1 
в линиях клеток RCh-aCV, KaSuMI-2 и 697 
и отсутствие в линии клеток NalM-6
В начале представленного исследования мы про-

анализировали 4 лейкозные линии пре-В-клеток че-
ловека (RCH-ACV, KASUMI-2, 697 и NALM-6) на 
наличие в них транслокации хромосом 1 и 19 и, сле-
довательно, онкогена Е2А-РВХ1. В этой части иссле-
дования мы использовали стандартную ПЦР с прай-
мерами E2A-PBX1 прямой и E2A-PBX1 обратный, 
приводящими к синтезу фрагмента ДНК размером 
161 пара оснований, соответствующего области 
транслокации хромосом 1 и 19 и, следовательно, он-
когену Е2А-РВХ1, а также мРНК Е2А-РВХ1.

На рисунке представлены результаты стандарт-
ной ПЦР, проведенной с использованием праймеров 
E2A-PBX1 и кДНК, синтезированной с РНК, выде-
ленной из 4 лейкозных линий пре-В-клеток человека: 
RCH-ACV, KASUMI-2, 697 и NALM-6. Показано, что 
после выделения РНК из клеточных линий RCH-ACV, 
 KASUMI-2, 697 и последующего синтеза кДНК раз-
мер фрагмента ДНК составляет 161 пару оснований. 
Такой же фрагмент синтезируется с плазмиды, содер-
жащей онкоген Е2А-РВХ1. В отличие от результа-
тов ПЦР, полученных с линиями клеток RCH-ACV, 
 KASUMI-2 и 697, с кДНК, полученной из РНК, вы-
деленной из клеточной линии NALM-6, не наблюда-
ется синтеза фрагмента ДНК размером 161 пара осно-
ваний. Таким образом, в 3 линиях клеток RCH-ACV, 
KASUMI-2 и 697 имеется и экспрессируется онкоген 
Е2А-РВХ1, в то время как в линии клеток NALM-6 
этот онкоген не присутствует.

высокая экспрессия генов HOXA в лейкозных 
линиях пре-в-клеток человека RCh-aCV, 
KaSuMI-2, 697, экспрессирующих онкоген 
Е2А-РВХ1
С учетом определения статуса онкогена Е2А-РВХ1 

в 4 лейкозных линиях пре-В-клеток человека RCH-ACV, 
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Онкоген E2A-PBX1 содержится в геноме и экспрессируется в лейкоз-
ных пре-В-клеточных линиях человека RCH-ACV, KASUMI-2 и 697 
и отсутствует в линии клеток NALM-6. 2 % агарозный гель, окрашен-
ный бромидом этидия, с фрагментами ДНК, полученными в результа-
те стандартной ПЦР. Фрагмент ДНК размером 161 пара оснований, 
полученный в результате ПЦР, соответствует онкогену E2A-PBX1. 

E2A-PBX1 oncogene is contained in the genome and is expressed in pre-B cell 
leukemia lines RCH-ACV, KASUMI-2 and 697 and is absent in NALM-6 cell 
line. 2 % agarose gel stained with ethidium bromide and containing DNA 
fragments obtained in standard PCR is presented on the figure. 161 bp frag-
ment obtained in PCR corresponds to E2A-PBX1 oncogene.

Экспрессия генов HOXA в лейкозных линиях пре-В клеток человека

HOXA gene expression in human pre-B leukemia cell lines

Гены 
HOXA 
HOXA 
genes

линии клеток E2A-PBX1+ 
E2A-PBX1+ cell lines

линия клеток 
E2A-PBX1– 
E2A-PBX1 –  

cell line

RCh-aCV KaSuMI-2 697 NalM-6

HOXA1 20 20 20 20

HOXA2 72 20 20 20

HOXA3 232 461 136 20

HOXA4 20 20 20 20

HOXA5 34 53 20 20

HOXA6 1059 1844 203 20

HOXA7 7404 14224 20897 4804

HOXA9 20 20 20 20

HOXA10 20 20 20 20

HOXA11 20 28 37 33

HOXA13 20 20 216 23

Примечание . Цифрами представлены количества транс-
криптов соответствующих генов НОХА на 50 нг РНК. 
Note: Numbers indicate HOXA gene transcript quantities per 50 ng  
of RNA

Низкая  Высокая экспрессия генов (копии) 
Low  High gene expression (copies)
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KASUMI-2, 697 и NALM-6 был проведен анализ экс-
прессии всех 11 генов HOXA в 3 лейкозных линиях 
пре-В-клеток человека, содержащих и экспрессиру-
ющих онкоген E2A-PBX1 (E2A-PBX1+) (RCH-ACV, 
KASUMI-2 и 697), и в контрольной линии (NALM-6), 
в которой отсутствует онкоген E2A-PBX1 (E2A-PBX1-). 
Для анализа экспрессии генов НОХА был применен 
метод количественной ПЦР в реальном времени с ис-
пользованием в качестве I стадии обратной транс-
крипции (см. таблицу). Все линии, экспрессирующие 
онкоген E2A-PBX1, также экспрессировали большин-
ство генов HOXA, но уровни экспрессии индивиду-
альных генов были очень различными. Самый высо-
кий уровень экспрессии наблюдался у гена НОХА7 
(20 897 транскриптов на 50 нг РНК). Экспрессия это-
го гена наблюдалась на самом высоком уровне в кле-
точных линиях KASUMI-2 и 697, а также, хотя и в не-
много меньших количествах, в клеточной линии 
RCH-ACV. Следующим по уровню высокой экс-

прессии в 3 исследованных лейкозных линиях клеток 
E2A-PBX1+ был идентифицирован ген НОХА6 (1844 
транскрипта на 50 нг РНК). Ген НОХА3 также экс-
прессировался на высоком уровне в этих 3 линиях 
клеток (461 транскрипт на 50 нг РНК), хотя и в не-
много меньшей степени, чем гены НОХА7 и НОХА6.

Другие гены НОХ кластера А не экспрессирова-
лись в этих клеточных линиях или экспрессировались 
в отдельных клеточных линиях на низком уровне. 
Так, ген НОХА2 немного экспрессировался в клеточ-
ной линии RCH-ACV и не экспрессировался в кле-
точных линиях KASUMI-2 и 697. Напротив, гены 
НОХА11 и НОХА13 экспрессировались в небольшом 
количестве в клеточной линии 697 и не экспрессиро-
вались в клеточных линиях RCH-ACV и KASUMI-2. 
Таким образом, полученные результаты продемон-
стрировали, что 3 лейкозные линии пре-В-клеток 
человека, содержащие онкоген Е2А-РВХ1 (RCH-ACV, 
KASUMI-2 и 697), экспрессируют 7 из 11 генов НОХА, 
т. е. большинство генов кластера НОХА.

Экспрессия генов HOXA в контрольной линии 
NALM-6, в которых отсутствовал онкоген E2A-PBX 
(E2A-PBX1 – ), не наблюдалась или была на низком 
уровне. В этой линии клеток была отмечена экспрессия 
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гена НОХА7, а также очень небольшая экспрессия 
гена НОХА11 (см. таблицу).

Интересно отметить, что в мышиных моделях 
наибольший онкогенный потенциал наблюдался 
в химерных мышах, трансплантированных В-клет-
ками, экспрессирующими онкогены Е2А-РВХ1  
и Ноха9 [9–12]. Ни в одной из исследованных нами 
лейкозных линий пре-В-клеток человека, содержа-
щих и экспрессирующих онкоген Е2А-РВХ1 (RCH-
ACV, KASUMI-2 и 697), не наблюдалось экспрессии 
онкогена НОХА9. Полученные результаты можно 
объяснить различиями В-клеточных лейкозов у мы-
шей и у человека, а также возможными изменениями 
экспрессии генов при переводе первичных опухоле-
вых клеток в культивируемые клеточные линии [18].

Полученные результаты подтверждают гипотезу 
о том, что химерный онкобелок Е2А-РВХ1 в ком-
плексе с гистонацетилтрансферазой СВР / р300 и фак-
торами ремоделирования хроматина семейства 
SWI / SNF (SMARCA4 и SMARCC2) играет роль силь-

ного транскрипционного активатора, участвующего 
в повышении экспрессии генов НОХА, белковые про-
дукты которых обладают мощными канцерогенными 
свойствами.

Выводы
В данном исследовании продемонстрировано, что 

3 лейкозные клеточные линии RCH-ACV, KASUMI-2 
и 697, содержащие и экспрессирующие онкоген 
 Е2А-РВХ1, экспрессируют большинство (7 из 11) генов 
НОХА на высоком уровне, в отличие от контрольной 
клеточной линии NALM-6, не содержащей онкогена 
Е2А-РВХ1 и почти не экспрессирующей гены НОХА. 
Таким образом, полученные результаты предполага-
ют участие сильного транскрипционного активатора, 
химерного белка Е2А-РВХ1, ассоциированного 
с факторами, модифицирующими и ремоделирую-
щими хроматин, в повышении экспрессии кластера 
генов НОХА, также имеющих высокий онкогенный 
потенциал, что в целом усиливает развитие лейкоза.
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