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Вступ. Іонізуюча радіація (ІР) є добре відомим 
канцерогеном, що індукує розвиток солідних пух-
лин та гематологічних неоплазій, серед яких окреме 
місце займають класичні хронічні Ph-негативні міє-
лопроліферативні неоплазії (МПН) [1,2,3]. До групи 
МПН відносять справжню поліцитемію (СП), есенці-
альну тромбоцитемію (ЕТ) та первинний мієлофіброз 
(ПМФ). Першим повідомленням щодо підвищення 
захворюваності на МПН, внаслідок дії ІР було дослі-
дження, проведене в Японії, де були описані випад-
ки хворих на ПМФ, діагностованих в період від 5 до 
13 років після ядерного бомбардування Хіросіми 6-го 
серпня 1945 року [4]. Пізніше, серед групи військових 
США, які приймали участь у випробовуванні атомної 
зброї у 1957 році в межах проекту “Смокі”, протягом 
послідуючих 12 років була зафіксована підвищена за-
хворюваність на СП [5]. Після аварії на Чорнобильській 
АЕС серед ліквідаторів її наслідків захворюваність на 
різні форми хронічних мієлопроліферативних нео-
плазій є підвищеною. Зокрема СП, ЕТ та ПМФ вияв-
лялись значно частіше серед осіб, які зазнали дії ІР, 
ніж у контрольній групі [3]. Гематопоетична тканина, 
як швидко проліферуюча, є найбільш радіочутливою 
в організмі людини. Тяжкість та тривалість пригнічен-
ня функції кісткового мозку залежить від отриманої 
дози ІР (детерміністичні, або нестохастичні ефекти 
ІР). Віддалені ефекти ІР виникають через декілька 
місяців або років після дії низьких доз ІР та не мають 
дозозалежної закономірності (недетерміністичні, або 
стохастичні ефекти). Як відомо, виникнення спадко-
вих захворювань, солідних пухлин та гематологічних 
неоплазій відносять до стохастичних, не залежних 
від отриманої дози ІР, подій. Пошкодження клітин та 

тканин внаслідок дії ІР відбувається за рахунок прямої 
іонізації макромолекул або їх реакції із вільними ра-
дикалами, утвореними при радіолізі води. Ці події по-
шкоджують молекули ДКН, ліпідів, білків та порушу-
ють їх функції. Серед численних макромолекул, ДНК 
вважається найбільш вразливою та критичною мішен-
ню. Пошкодження геному, які спричиняють розвиток 
віддалених ефектів, виникають одразу після дії ІР та 
включають пошкодження основ ДНК та їх модифікації, 
зшивки ДНК-ДНК та ДНК-білок, одно- та дволанцюгові 
розриви ДНК [6,7]. Таким чином, враховуючи нако-
пичені дані щодо механізмів реалізації стохастичних 
ефектів ІР, було припущено, що у опромінених пацієн-
тів на МПН, наявні індуковані дією ІР геномні зміни, 
які передували та були залученими до розвитку захво-
рювання. 

Мета дослідження: визначити індуковані ІР зміни 
в геномі, які передували та були залученими до роз-
витку захворювання у пацієнтів із МПН, які зазнали дії 
ІР внаслідок аварії на Чорнобильській АЕС.

Об’єкт і методи дослідження. В дослідження було 
включено 12 хворих на радіаційно-асоційовані та 16 
хворих на спонтанні МПН. Контрольну групу склада-
ли 96 осіб, які зазнали дії ІР в анамнезі, та 89 осіб без 
радіаційного анамнезу. Серед осіб контрольної групи 
не було діагностовано злоякісної або тяжкої сома-
тичної патології на момент отримання зразків ДНК. 
Дослідження було погоджене з Комітетом медичної 
етики ДУ «Національний науковий центр радіацій-
ної медицини НАМН України», і проводилося згідно 
принципів Гельсінської декларації прав людини, Кон-
венції Ради Європи про права людини і біомедицини 
та відповідних Законів України. Зразки геномної ДНК 
хворих на МПН та осіб із групи контролю, які зазнали 
дії ІР в анамнезі, були отримані із гранулоцитів пери-
феричної крові за допомогою набору для виділення 
ДНК Nucleospin DNA Mini-Kit (Дюрен, Німеччина), згід-
но рекомендаціям виробника. Зразки геномної ДНК 
осіб із групи контролю без радіаційного анамнезу 
були отримані із гранулоцитів периферичної крові за 
допомогою набору для виділення ДНК innuPREP Mini 
(Analytik Jena, Джена, Німеччина), згідно рекоменда-



ISSN 2077-4214. Вісник проблем біології і медицини – 2019 – Вип. 1, том 1 (148)208

МЕДИЧНА ГЕНЕТИКА

ціям виробника. Для проведення мішеневого секве-
нування була створена платформа із включенням 309 
генів, потенційно залучених до розвитку МПН. Дизайн 
SureSelect збагачених проб для охоплення усіх кодую-
чих екзонів 309 генів (загальним розміром 1487 Мб) 
було виконано за допомогою програмного забезпе-
чення SureSelect майстер дизайну. Бібліотеки були 
згенеровані із геномної ДНК гранулоцитів периферич-
ної крові, використовуючи набір SureSelectXT2 Target 
Enrichment System for Illumina Paired-End Multiplexed 
Sequencing (Agilent Technologies, Санта Клара, Калі-
форнія, США), відповідно до рекомендацій виробни-
ка. Зразки зчитувались за допомогою Illumina HiSeq 
інструмента в обох напрямках по 150 пар нуклеоти-
дів в одній лінії 350 мільйонів разів. Отримані дані 
секвенування були опрацьовані для виключення по-
слідовностей адаптерів, ПЛР-праймерів та зчитувань 
низької якості за допомогою триммоматичної програ-
ми. Якість зчитувань перевіряли за допомогою FastQC 
програми. Чисті зчитування високої якості були спів-
ставлені із асамблеєю людського геному hg38. Іденти-
фікацію варіантів було здійснено за допомогою про-
грамного забезпечення GATK. Для анотації варіантів 
використовували програмне забезпечення ANNOVAR. 
Щоб запобігти включення до аналізу тих варіантів, які 
були виявлені в результаті помилок ПЛР або секвену-
вання, далі працювали лише з тими варіантами, які 
задовольнили наступні критерії: (1) варіант був вияв-
лений принаймні при 5 (абсолютних) зчитуваннях, (2) 
варіант був виявлений у > 5% зчитувань. 

Обробка даних: статистичні розрахунки проводи-
ли за допомогою статичного пакету для аналізу даних 
в середовищі Microsoft Excel 2016. Дані оцінювали із 
використанням точного тесту Фішера у двобічному ва-
ріанті. Різницю між показниками вважали значимою 
при р < 0,05.

Результати дослідження та їх обговорення. Для 
аналізу змін генних послідовностей, які потенційно 
обумовлені дією ІР в анамнезі, були визначені спільні 
та унікальні варіанти, ідентифіковані серед групи хво-
рих на радіаційно-асоційовані МПН (12 хворих) та осіб 

із групи контролю, 
які попередньо за-
знали дії ІР внаслідок 
аварії на Чорнобиль-
ській АЕС (96 осіб). 
Зазначені варіанти 
не зустрічались серед 
хворих на спонтанні 
МПН (16 хворих) та 
здорових осіб із групи 
контролю без радіа-
ційного анамнезу (89 
осіб). 

Загалом, вагома 
частка варіантів ген-
них послідовностей, 
потенційно обумов-
лених дією ІР, які 
могли передувати 
розвитку радіаційно-
асоційованих МПН, 
була ідентифікована 
у генах, залучених 
до транскрипції ДНК. 
Серед них: PRDM16, 
GATA2, BCORL1, 

JARID2, PEG3 та PER1 (табл.). 
В першу чергу привертає увагу варіант генної по-

слідовності JARID2, ідентифікований у одного хворо-
го на радіаційно-асоційовану МПН та у двох осіб із 
групи контролю (табл.). За даними бази даних Exome 
Aggregation Consortium (ExAC), частота рідкісної алелі 
цього варіанта складає 0,149 %, біологічна функція 
якого залишається дотепер не вивченою. Відомо, що 
продукт гена JARID2 бере участь у епігенетичній су-
пресії оновлення гематопоетичних клітин-попередни-
ків, опосередкованій за рахунок Polycomb Repressive 
Complex 2, а мутації JARID2 асоційовані із хронічними 
мієлоїдними неоплазіями [8].

Частота варіантів генної послідовності регулятора 
транскрипції PRDM16 була значно вищою серед хво-
рих на МПН (58,3 %), ніж серед осіб із групи контролю 
(6,3 %), р < 0,001, що може свідчити на користь ризику 
маніфестації МПН у осіб із змінами гена PRDM16. За 
даними секвенування, навантаження за альтернатив-
ною алеллю у цих випадках складало від 18 % до 25 %, 
що може вказувати на персистування окремого пулу 
клітин із зміненим геном PRDM16, залученого до роз-
витку захворювання, однак не впливаючого на його 
еволюцію. Більше того, частота рідкісної алелі іден-
тифікованого варіанта PRDM16 у популяції за дани-
ми ExAC становить < 1 %. Важливе значення PRDM16 
протеїну у нормальному кровотворенні за даними 
літературних джерел свідчить на користь залучення 
зміненого гена до розвитку радіаційно-асоційованих 
МПН. Ген PRDM16 вибірково експресується стовбуро-
вими гематопоетичними клітинами та клітинами-по-
передниками, що є важливим для формування та під-
тримання їх пулу. Ген PRDM16 може бути залученим 
до лейкомогенних транслокацій, а також бути екс-
персованим при ГМЛ із нормальним каріотипом. Ре-
зультати попередніх досліджень вказують, що протеїн 
PRDM16 контролює значну кількість генів, акселерую-
чих або пригнічуючих функції гематопоетичної стов-
бурової клітини (спокій, клітинний цикл, оновлення, 
диференціацію, апоптоз) [9]. Відомо, що ген PRDM16 

Таблиця.
Варіанти, ідентифіковані у генах, залучених до транскрипції ДНК, що 

потенційно передували розвитку радіаційно-асоційованих хронічних Рh-
негативних мієлопроліферативних неоплазій

Назва 
гена

Заміна нуклео-
тиду та аміно-

кислоти

Кількість 
хворих на 

радіаційно-
асоційовані 
МПН, n (%)

АЧ, (%)

Кількість 
осіб 

контрольної 
групи із 

радіаційним 
анамнезом, 

n (%)

АЧ, (%)
bd SNP

(ExAC частота 
рідкісної алелі, %)

JARID2 c.C2222T p.T741I 1 (8,3) 48 2 (2,0) 48–49 rs147485304 
(0,149)

PRDM16
c.A2780C p.H927P, 
c.A2783C p.H928P, 
c.T2788C p.F930L

7 (58,3) 18–25 6 (6,3) 15–20

rs763577669 
(0,004),
rs1431106474 
(0,01)

GATA2 c.C481G p.P161A 3 (25,0) 47–56 4 (4,2) 46–56 rs34799090 (0,827)

BCORL1 c.G1123C p.A375P, 
c.T1126C p.F376L 3 (25,0) 8–11 3 (3,1) 14–18 rs1244839564 

(0,01)

PEG3 c.4082_4083insAGA 
p.D1361delinsED 1 (8,3) 46 2 (2,1) 48–55

PER1 c.C109T p.P37S 1 (8,3) 48 2 (2,1) 42–53 rs72845601 (1,1)
Примітки: 1. АЧ – алельна частота; 2. dbSNP – база даних однонуклеотидних поліморфізмів (Single Nucleotide 
Polymorphism database); 3. ExAC – Exome Aggregation Consortium.
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експресує коротку та довгу ізоформи протеїну. Довга 
ізоформа PRDM16 містить додатковий N-кінцевий PR 
домен. Патогенні варіанти, транслокації та порушен-
ня експресії гена PRDM16 зустрічаються при гострій 
мієлоїдній лейкемії (ГМЛ), що часто зумовлює вибір-
кову втрату PR домену, імітуючи експресію короткої 
ізоформи PRDM16 [10]. Також було встановлено, що 
протеїн PRDM16 є метилтрансферазою гістону Н3К4, 
внутрішня ензимна активність якої повністю втрача-
ється у випадку пошкоджень N-кінцевего PR домену 
PRDM16. Було показано, що метилтрансферазна ак-
тивність протеїну необхідна для специфічної супресії 
лейкемічного процесу, пов’язаного із мутаціями гена 
змішанолінійної лейкемії (Mixed Lineage Leukemia) 
[11].

Варіанти генних послідовностей GATA2 та BCORL1 
були частішими у хворих на радіаційно-асоційовані 
МПН, ніж серед осіб із групи контролю із радіаційним 
анамнезом (р = 0,029 та р = 0,018, відповідно) (табл.). 
Ген GATA2 кодує один із протеїнів сімейства факторів 
транскрипції, який відіграє важливе значення для 
нормального кровотворення, а порушення його функ-
ції зустрічаються при різноманітних доброякісних та 
злоякісних гематологічних захворюваннях. Герміно-
генні мутації GATA2 асоціюються із синдромом дефі-
циту GATA2, а набуті мутації визначаються у хворих 
на мієлодиспластичний синдром (МДС), ГМЛ та хро-
нічну мієлоїдну лейкемію (ХМЛ) із трансформацією у 
бластний криз. В нещодавніх дослідженнях було по-
відомлено, що ген GATA2 може бути новим маркером 

схильності до МДС/ГМЛ [12,13]. Ідентифікований ва-
ріант GATA2 за даними архіву даних щодо асоціації ва-
ріантів генних послідовностей із клінічно значимими 
фенотипами (ClinVar) розцінюється, як доброякісний, 
хоча не були проведені функціональні дослідження 
для підтвердження нейтральності його продукту. Му-
тації гена BCORL1 зустрічаються при МДС (< 1 % випад-
ків) та ГМЛ із мієлодиспластичними змінами (близько 
9 %) та не погіршують показник загальної виживаності 
[14]. Частота навантаження за альтернативною алел-
лю ідентифікованих у представленому дослідженні 
варіантів BCORL1 серед хворих на радіаційно-асоційо-
вані МПН та осіб із групи контролю складала від 8 % 
до 18 %, що також свідчить про можливість персисту-
вання окремого субстрату клітин у хворих на МПН, що 
попередньо сформувався внаслідок дії ІР та потенцій-
но був залучений до розвитку захворювання.

Висновки. В представленому дослідженні іденти-
фіковані варіанти генних послідовностей, вірогідно 
обумовлені дією ІР внаслідок аварії на Чорнобиль-
ській АЕС, а також обґрунтована їх можлива причет-
ність до розвитку радіаційно-асоційованих МПН, за 
рахунок порушення транскрипції ДНК.

Перспективи подальших досліджень. Функціо-
нальні дослідження ідентифікованих варіантів генних 
послідовностей у змодельованій системі клітинної 
культури зможуть дати оцінку зміненим протеїнам та 
розширити розуміння механізмів, за допомогою яких 
відбувається реалізація встановлення мієлопроліфе-
ративного фенотипу. 
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ВАРІАНТИ ГЕННИХ ПОСЛІДОВНОСТЕЙ У ХВОРИХ НА МІЄЛОПРОЛІФЕРАТИВНІ НЕОПЛАЗІЇ, ПОТЕНЦІЙНО 
ОБУМОВЛЕНІ ДІЄЮ ІОНІЗУЮЧОЇ РАДІАЦІЇ ВНАСЛІДОК АВАРІЇ НА ЧОРНОБИЛЬСЬКІЙ АЕС

Полубень Л. О., Басин М., Вознесенски О., Адам М., Френкель Е., 
Разник Р., Линдал М., Клименко С. В., Балк С., Френкель П.
Резюме. Іонізуюча радіація (ІР) є добре відомим канцерогеном, що індукує розвиток солідних пухлин та 

гематологічних неоплазій, серед яких окреме місце займають класичні хронічні Ph-негативні мієлопроліферативні 
неоплазії (МПН). Пошкодження геному, які спричиняють розвиток віддалених ефектів (недетерміністичних, або 
стохастичних), виникають одразу після дії ІР та включають різні пошкодження ДНК. Метою нашого дослідження 
було визначити індуковані ІР зміни в геномі, що передували та були залученими до розвитку захворювання у 
пацієнтів із МПН, які зазнали дії ІР в анамнезі внаслідок аварії на Чорнобильській АЕС. В дослідження було вклю-
чено 12 хворих на радіаційно-асоційовані та 16 хворих на спонтанні МПН. Контрольну групу складали 96 осіб, які 
зазнали дії ІР в анамнезі, та 89 осіб без радіаційного анамнезу. Бібліотеки для проведення мішеневого секвену-
вання були згенеровані із геномної ДНК гранулоцитів периферичної крові, використовуючи набір SureSelectXT2 
Target Enrichment System for Illumina Paired-End Multiplexed Sequencing (Agilent Technologies, Санта Клара, 



ISSN 2077-4214. Вісник проблем біології і медицини – 2019 – Вип. 1, том 1 (148)210

МЕДИЧНА ГЕНЕТИКА

Каліфорнія, США), відповідно до рекомендацій виробника. В представленому дослідженні ідентифіковані зміни 
генних послідовностей PRDM16, GATA2, BCORL1, JARID2, PEG3 та PER1, які задіяні у транскрипції ДНК. Показа-
но, що варіанти PRDM16, GATA2 та BCORL1 генів зустрічались значно частіше серед хворих на МПН, ніж серед 
осіб із групи контролю (58,3 % проти 6,3 %, р < 0,001; 25,0 % проти 4,2 %, р = 0,029 та 25,0 % проти 3,1 %, р = 
0,018, відповідно). Переважна більшість ідентифікованих варіантів представлена у базі даних однонуклеотидних 
поліморфізмів (Single Nucleotide Polymorphism Database), однак частота їх рідкісних алелей не перевищувала 1 % у 
загальній популяції згідно Exome Aggregation Consortium. Таким чином, у дослідженні ідентифіковані варіанти ген-
них послідовностей, вірогідно обумовлені дією ІР внаслідок аварії на Чорнобильській АЕС, а також обґрунтована 
їх можлива причетність до розвитку радіаційно-асоційованих МПН.

Ключові слова: іонізуюча радіація, варіант генної послідовності, ген, мієлопроліферативна неоплазія.

ВАРИАНТЫ ГЕННЫХ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТЕЙ У БОЛЬНЫХ С МИЕЛОПРОЛИФЕРАТИВНЫМИ НЕОПЛАЗИЯМИ, 
ПОТЕНЦИАЛЬНО ОБУСЛОВЛЕНЫ ВОЗДЕЙСТВИЕМ ИОНИЗИРУЮЩЕЙ РАДИАЦИИ ВСЛЕДСТВИЕ АВАРИИ НА ЧЕР-
НОБЫЛЬСКОЙ АЭС

Полубень Л. А., Басин М., Вознесенски О., Адам М., Френкель Э., 
Разник Р., Линдал М., Клименко С. В., Балк С., Френкель П.
Резюме. Ионизирующая радиация (ИР) является хорошо известным канцерогеном, индуцирующий развитие 

солидных опухолей и гематологических неоплазий, среди которых особое место занимают классические хрониче-
ские Ph-отрицательные миелопролиферативные неоплазии (МПН). Повреждения генома, вызывающие развитие 
отдаленных эффектов (недетерминистических, или стохастических), возникают сразу после действия ИР и включа-
ют различные повреждения ДНК. Целью нашего исследования было определить индуцированные ИР изменения 
в геноме, которые предшествовали и были вовлечены в развитие заболевания у пациентов с МПН, подвергших-
ся воздействию ИР в анамнезе вследствие аварии на Чернобыльской АЭС. В исследование было включено 12 
больных с радиационно-ассоциированными и 16 больных с спонтанными МПН. Контрольную группу составили 
96 человек, подвергшихся воздействию ИР в анамнезе, и 89 человек без радиационного анамнеза. Библиотеки 
для проведения таргетного секвенирования были сгенерированы с геномной ДНК гранулоцитов перифериче-
ской крови, используя набор SureSelectXT2 Target Enrichment System for Illumina Paired-End Multiplexed Sequencing 
(Agilent Technologies, Санта Клара, Калифорния, США), в соответствии с рекомендациями производителя. В пред-
ставленном исследовании идентифицированы изменения генных последовательностей PRDM16, GATA2, BCORL1, 
JARID2, PEG3 и PER1, которые задействованы в транскрипции ДНК. Показано, что варианты PRDM16, GATA2 и 
BCORL1 генов встречались значительно чаще среди больных МПН, чем среди лиц из группы контроля (58,3 % про-
тив 6,3 %, р < 0,001; 25,0 % против 4,2 %, р = 0,029 и 25,0 % против 3,1 %, р = 0,018 соответственно). Подавляющее 
большинство идентифицированных вариантов представлено в базе данных однонуклеотидных полиморфизмов 
(Single Nucleotide Polymorphism Database), однако частота их редкостных аллелей не превышала 1 % в общей по-
пуляции согласно Exome Aggregation Consortium. Таким образом, в исследовании идентифицированы варианты 
генных последовательностей, вероятно обусловлены воздействием ИР в результате аварии на Чернобыльской 
АЭС, а также обоснована их возможная причастность к развитию радиационно-ассоциированных МПН.

Ключевые слова: ионизирующая радиация, вариант генной последовательности, ген, миелопролифератив-
ная неоплазия.

SEQUENCE VARIANTS IN PATIENTS WITH MYELOPROLIFERATIVE NEOPLASMS POTENTIALLY INDUCED BY IONIZING 
RADIATION DUE TO CHERNOBYL NUCLEAR ACCIDENT

Poluben L., Bhasin M., Voznesensky O., Adam M., Fraenkel E., 
Rasnic R., Linial M., Klymenko S., Balk S. P., Fraenkel P. G. 
Abstract. Ionizing radiation (IR) is a known carcinogen that causes solid tumors and hematologic malignancies, 

including chronic Ph-negative myeloproliferative neoplasms (MPN). After exposure to low doses of IR delayed effects 
arise several months or years later. These effects are not dose-dependent (nondeterministic, or stochastic effects). It is 
known, the occurrence of hereditary diseases, solid tumors and hematologic neoplasms is related to stochastic events. 
Genomic alterations that result in the development of delayed IR effects appear immediately after exposure. These 
include base damages and changes, cross linking, single-strand breaks, and double-strand breaks. The aim of the study 
was to identify IR-induced genomic alterations which predisposed to and were involved in the disease development in 
MPN patients exposed to IR due to Chernobyl nuclear accident. In the study we enrolled 12 IR-exposed and 16 unexposed 
MPN patients, 96 healthy people who were previously exposed to IR and 89 healthy people without such history. Libraries 
for targeted sequencing were generated from genomic DNA of peripheral blood granulocytes using the SureSelectXT2 
Target Enrichment System for Illumina Paired-End Multiplexed Sequencing kit (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, 
USA), according to manufacturer’s recommendations. Common and unique sequence variants detected in both, IR-
exposed MPN patients and 96 healthy people previously exposed to IR were further analyzed. The identified sequence 
variants were not found among unexposed patients and 89 healthy unexposed people. In the presented study, significant 
number of sequence variants were found among genes involved in DNA transcription: PRDM16, GATA2, BCORL1, JARID2, 
PEG3 and PER1. We showed that PRDM16, GATA2 and BCORL1 gene changes were more frequent in IR-exposed MPN 
patients compared to healthy controls (58.3% vs. 6.3%, p <0.001, 25.0% vs. 4.2%, p = 0.029 and 25.0% vs. 3.1%, p = 0.018, 
respectively). The majority of identified sequence variants are reported in the Single Nucleotide Polymorphism Database, 
but their minor allele frequencies do not exceed 1% in the general population according to the Exome Aggregation 
Consortium. Thus, the study revealed several gene variants which might be the IR-induced alterations due to Chernobyl 
nuclear accident involved in the disease development in IR-exposed MPN patients.

Key words: ionizing radiation, sequence variant, gene, myeloproliferative neoplasm.
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