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РЕФЕРАТ
Цель. Оценить частоту и влияние на прогноз мутаций 
в генах DNMT3A, IDH1, IDH2 и ASXL1 в изолированном 
варианте и в сочетании с известными хромосомными 
аберрациями и генными мутациями у пациентов с впер-
вые диагностированным острым миелоидным лейкозом 
(ОМЛ) из отдельных регионов Российской Федерации.
Материалы и методы. В исследование включено 83 паци-
ента с впервые выявленным ОМЛ из 22 регионов Россий-
ской Федерации, которым проведено молекулярно-гене-
тическое исследование с целью выявить мутации в генах 
IDH1 (R132), IDH2 (R140), ASXL1 и DNMT3A методами цифро-
вой капельной ПЦР и секвенирования по Сэнгеру.
Результаты. Частота определения мутаций в гене 
DNMT3A составила 16,7 %, в гене IDH1 (R132) — 6 %, IDH2 
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ABSTRACT
Aim. To assess the rate of DNMT3A, IDH1, IDH2, and ASXL1 
gene mutations and their effect on the prognosis both as 
isolated findings and in combination with well-known chro-
mosomal aberrations and gene mutations in newly diag-
nosed acute myeloid leukemia (AML) patients from some 
regions of the Russian Federation.
Materials & Methods. The study enrolled 83 patients with 
newly diagnosed AML from 22 regions of the Russian Fede
ration, who underwent molecular genetic examination for 
detecting IDH1 (R132), IDH2 (R140), ASXL1, and DNMT3A 
gene mutations with droplet digital PCR and Sanger se-
quencing methods.
Results. The mutation rate in DNMT3A was 16.7 %, in IDH1 
(R132) it was 6 %, in IDH2 (R140) it was 9.6 %, and in ASXL1 
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(R140) — 9,6 % и ASXL1 — 6 %. Мутация R140 в гене IDH2 
коррелировала с более старшим возрастом пациентов. 
Выявлена статистически значимая связь мутаций в ге-
нах IDH1 (R132), IDH2 (R140) и DNMT3A с мутантным ти-
пом гена NPM1. Мутации в генах IDH1 (R132), IDH2 (R140) 
значимо чаще определялись у пациентов с нормаль-
ным кариотипом. Отмечается благоприятное влияние 
на прогноз при ОМЛ мутаций IDH1 (R132) и IDH2 (R140), 
вероятнее всего связанное с высокой частотой соче-
таемости с мутацией NPM1. Мутантный тип гена DNMT3A 
негативно влиял на показатели общей выживаемости 
у пациентов с мутацией в гене NPM1. Мутация в гене 
ASXL1 также служит неблагоприятным прогностическим 
фактором, ухудшающим показатели общей выживаемо-
сти у пациентов с диким типом гена NPM1.
Заключение. С учетом широкой распространенности 
мутаций в генах эпигенетической регуляции, а также 
их потенциального вклада в прогноз при ОМЛ опреде-
ление мутационного статуса генов DNMT3A, IDH1, IDH2 
и ASXL1 на этапе первичной диагностики представляет-
ся обоснованным и необходимым в реальной клиниче-
ской практике.

Ключевые слова: острые миелоидные лейкозы, 
IDH, DNMT3A, ASXL1, гены эпигенетической регу-
ляции.
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it was 6 %. The R140 mutation in IDH2 correlated with the 
older age of patients. The mutations in IDH1 (R132), IDH2 
(R140), and DNMT3A showed a significant association with 
mutated NPM1. The mutations in IDH1 (R132), IDH2 (R140) 
were reported to occur significantly more often in patients 
with normal karyotype. The IDH1 (R132) and IDH2 (R140) mu-
tations appeared to have a favorable effect on AML prog-
nosis, which is most likely to be associated with a high rate 
of their compatibility with NPM1 mutation. The mutated type 
of DNMT3A had a negative effect on overall survival of pa-
tients with NPM1 mutation. The mutation in ASXL1 also ap-
peared to be an unfavorable prognostic factor for overall 
survival of patients with wild type NPM1.
Conclusion. A high rate of mutation occurrence in epigen-
etic regulation genes as well as the prognostic potential of 
these mutations in AML necessitate the need for determin-
ing the mutation status of DNMT3A, IDH1, IDH2, and ASXL1 
in the context of primary diagnosis in real-world clinical prac-
tice.

Keywords: acute myeloid leukemias, IDH, DNMT3A, 
ASXL1, epigenetic regulation genes.
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ВВЕДЕНИЕ

Острые миелоидные лейкозы (ОМЛ) — гетерогенная 
группа злокачественных новообразований, харак-
теризующихся бесконтрольной пролиферацией 
и аномальной дифференцировкой клональных 
миелоидных клеток-предшественниц гемопоэза [1]. 
За последние десятилетия благодаря появлению 
новых технологий, в т. ч. секвенирования нового по-
коления, наше понимание молекулярного патогенеза 
этой группы заболеваний значительно расширилось. 
Комплексный геномный анализ с использованием 
цитогенетических и молекулярно-генетических 
методов исследования, выполненный в дебюте забо-
левания, позволяет определить прогноз и открывает 
возможности для риск-адаптированной терапии. 
Те или иные хромосомные и молекулярно-генети-
ческие аберрации идентифицируются более чем 

в 97  % случаев ОМЛ [2]. Наиболее часто встреча-
ющиеся аберрации легли в основу современной 
стратификации ОМЛ по группам генетического 
риска [3]. У пациентов с благоприятным генети-
ческим профилем (наличием t(8;21)(q22;q22.1), 
inv(16)(p13.1q22)/t(16;16)(p13.1;q22), му- 
тации в гене NPM1 без сопутствующей мутации 
FLT3-ITD и др.) можно достичь удовлетворительных 
результатов с использованием только стандартных 
режимов полихимиотерапии. В то же время паци-
енты, отнесенные к неблагоприятной группе генети-
ческого риска (комплексный/моносомный кариотип, 
inv(3)(q21.3q26.2)/t(3;3)(q21.3;q26.2) и др.), нужда-
ются в трансплантации аллогенных гемопоэтиче-
ских стволовых клеток в первой полной ремиссии 
(ПР) заболевания [3–5]. Однако остается довольно 
обширная когорта пациентов (в т.  ч. с нормальным 
кариотипом), стратифицируемых в группу промежу-
точного риска. Оптимальная тактика ведения этой 
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категории больных ОМЛ до сих пор не разработана. 
Таким образом, идентификация новых биомаркеров 
для оптимизации существующей прогностической 
шкалы является крайне актуальной задачей.

Лейкозогенез представляет собой многоэтапный 
процесс, в основе которого лежит комплекс молеку-
лярных событий, ведущих к активации сигнальных 
пролиферативных путей (мутациям в генах FLT3, 
KRAS/NRAS, TP53, KIT и др.) и нарушению нормальной 
гемопоэтической дифференцировки (NPM1, CEBPA 
и т.  д.) [6]. Альтерации в генах, участвующих в эпи-
генетической регуляции (таких, как DNMT3A, TET2, 
IDH1, IDH2, ASXL1), в настоящее время идентифици-
руются как ранние события канцерогенеза и часто 
выявляются у пациентов с нормальным кариотипом 
[7]. Аберрантное метилирование ДНК и нарушение 
посттрансляционной модификации гистонов 
приводят к инактивации генов, участвующих в диф-
ференцировке клеток, репарации ДНК и апоптозе. 
Они являются ведущим патогенетическим фактором 
в развитии миелодиспластического синдрома (МДС) и 
трансформации МДС в ОМЛ [8]. Помимо потребности 
в уточнении прогностического значения изучение 
мутаций в генах эпигенетической регуляции пред-
ставляет интерес также в аспекте развития таргетной 
противоопухолевой терапии, в т.  ч. для преодоления 
химиорезистентности и достижения длительной 
ремиссии.

Цель настоящей работы  — оценить частоту и 
влияние на прогноз мутаций в генах DNMT3A, IDH1, 
IDH2, ASXL1 в изолированном варианте и в сочетании с 
известными хромосомными и генными аберрациями у 
пациентов с впервые выявленным ОМЛ из отдельных 
регионов Российской Федерации.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В исследование включено 83  пациента (44,6  % 
(37/83) мужчин и 55,4 % (46/83) женщин) с впервые 
выявленным ОМЛ, проходивших первичный этап 
диагностики в гематологических отделениях респу-
бликанских, краевых, городских и районных лечеб-
но-профилактических учреждений (ЛПУ) РФ в период 
с 2018 по 2021 г. Медиана возраста составила 53 года 
(диапазон 20–76 лет). Данная работа осуществлялась 
в рамках наблюдательного неинтервенционного 
проспективного межрегионального исследования 
«Скрининг мутаций IDH1/IDH2 и сопутствующих 
мутаций у пациентов с впервые диагностированным 
острым миелобластным лейкозом», получившего 
одобрение этического комитета ФГБУ «НМИЦ им. 
В.А.  Алмазова» Минздрава России №  19072019  от 
08.07.2019  г. Проведение полноценной оценки ос-
новных эпидемиологических характеристик ОМЛ в 
различных регионах РФ было затруднено с учетом 
логистических и организационных сложностей на 
фоне пандемии новой коронавирусной инфекции 
COVID-19.

Все включенные в исследование пациенты под-
писали добровольное информированное согласие 
на биобанкирование костного мозга и/или пери-
ферической крови (забор, хранение биоматериала, 

проведение молекулярных исследований) и участие в 
наблюдательном исследовании.

Список участвующих в исследовании ЛПУ с ос-
новными характеристиками пациентов и вариантами 
индукционной терапии представлен в табл. 1.

Верификация диагноза ОМЛ проводилась 
согласно критериям классификации ВОЗ 2016  г. с 
использованием морфологических (анализ мазка пе-
риферической крови с подсчетом лейкоцитарной фор-
мулы, миелограмма, цитохимические исследования), 
цитофлюориметрических (иммунофенотипирование 
клеток крови или костного мозга для идентификации 
лейкоз-ассоциированного аберрантного иммунофе-
нотипа), цитогенетических (стандартное кариоти-
пирование, флюоресцентная гибридизация in situ 
[FISH]) и молекулярно-биологических (полимеразная 
цепная реакция [ПЦР], секвенирование по Сэнгеру) 
методов исследования. Молекулярно-генетические 
исследования с целью выявить мутации в генах FLT3 
(ITD/TKD), DNMT3A, IDH1/2 и ASXL1 выполнялись  
централизованно в лаборатории генной инженерии 
и клеточной терапии ФГБУ «НМИЦ им. В.А. Алмазова» 
МЗ РФ, остальные исследования  — в лабораториях 
региональных центров.

Цитогенетические исследования (стандартное 
кариотипирование, FISH) проводились на образцах 
костного мозга или периферической крови (при 
числе бластных клеток >  30  %). Для молекуляр-
но-биологического исследования (ПЦР, секвени-
рование по Сэнгеру) выделялась ДНК с использо-
ванием коммерческого набора ExtractDNA  Blood 
(№ BM011, «Евроген», Россия) согласно инструкции 
производителя. Источником тотальной ДНК слу-
жили замороженные биообразцы костного мозга 
или периферической крови (при числе бластных 
клеток > 20 %). Качество и количество выделенной 
ДНК оценивали на приборе Implen NanoPhotometer 
NP80 (Implen, Германия).

Стратификация группы генетического риска 
проводилась согласно критериям ELN 2017  г. 
Определить группу риска оказалось возможным 
у 75  % (62/83) пациентов, которым в дебюте 
заболевания был выполнен необходимый объем 
цитогенетических и молекулярно-генетических 
исследований. К прогностически благоприятной 
генетической группе риска отнесено 16  % (10/62) 
пациентов, к промежуточной  — 39  % (24/62), к 
неблагоприятной  — 45  % (28/62). Стандартное 
кариотипирование было информативным в 64  % 
(53/83) случаев. Спектр выявленных хромосомных 
аберраций представлен на рис.  1. Комплексный 
кариотип обнаружен у 13,5 % (7/52) пациентов, а у 
54 % (28/52) больных никаких хромосомных альте-
раций не идентифицировано.

Молекулярно-генетическое исследование с целью 
определить мутации FLT3-ITD/TKD проведено всем 
пациентам методом ПЦР с использованием олиго-
нуклеотидных праймеров, подобранных с помощью 
программного обеспечения Primer-BLAST (компле-
ментарных к области экзонов 14 и 15 гена FLT3  для 
диагностики мутации FLT3-ITD и к области участка 
гена FLT3, включающего экзон 20 для диагностики 
мутации D835 в гене FLT3-TKD) с дальнейшей ам-
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Таблица 1. Возрастные, половые характеристики пациентов с ОМЛ и варианты индукционной терапии (распределение по регионам)

Лечебно-профилактическое учреждение Доля пациентов Возраст, лет Пол
Вариант индукционной 

терапии
ГБУЗ «Ставропольский краевой клинический онкологи-

ческий диспансер», г. Ставрополь
22,9 % (19/83) 51 (20–76)* М 26,3 % (5/19)

Ж 73,7 % (14/19)
НР 37 % (7/19)

«7+3» 58 % (11/19)
ПТ 5 % (1/19)

ГБУЗ «Клинический онкологический диспансер № 1»,  
г. Краснодар

18,1 % (15/83) 51 (24–73)* М 53,3 % (8/15)
Ж 46,7 % (7/15)

ГМА + Вен 6,7 % (1/15)
«7+3» 86,6 % (13/15)

ПТ 6,7 % (1/15)
БУЗ ВО «Вологодская областная клиническая больница»,  

г. Вологда
16,9 % (14/83) 65 (33–74)* М 57,1 % (8/14)

Ж 42,9 % (6/14)
НР 7,1 % (1/14)

«7+3» 71,5 % (10/14)
ВДЦ 7,1 % (1/14)
ПТ 14,3 % (2/14)

ГБУЗ «Республиканская клиническая больница им. 
Н.А. Семашко», г. Улан-Удэ

10,8 % (9/83) 51 (26–66)* М 22,2 % (2/9)
Ж 77,8 % (7/9)

НР 22,2 % (2/9)
«7+3» 55,6 % (5/9)

ПТ 22,2 % (2/9)
ГБУЗ «Пермская краевая клиническая больница», г. 

Пермь
3,6 % (3/83) 57/61/75 М 33,3 % (1/3)

Ж 66,7 % (2/3)
«7+3» 33 % (1/3)

ПТ 33 % (1/3)
НД 33 % (1/3)

ГБУЗ «Областная клиническая больница», г. Тверь 2,4 % (2/83) 31/53 М 100 % (2/2) «7+3» 50 % (1/2)
НД 50 % (1/2)

КБУЗ «Краевая клиническая больница», г. Красноярск 2,4 % (2/83) 45/56 М 50 % (1/2)
Ж 50 % (1/2)

«7+3» 50 % (1/2)
НД 50 % (1/2)

Пациенты из других регионов РФ, проходившие 
обследование и лечение в ФГБУ  
«НМИЦ им. В.А. Алмазова», г. Санкт-Петербург

22,9 % (19/83) 54 (24–69)* М 52,6 % (10/19)
Ж 47,4 % (9/19)

ГМА + Вен 21 % (4/19)
«7+3» 73,7 % (14/19)

ВДЦ 5,3 % (1/19)
Итого, n 83 53 (20–76)* М 44,6 % (37/83)

Ж 55,4 % (46/83)
НР 12,1 % (10/83)

ГМА + Вен 6 % (5/83)
«7+3» 67,5 % (56/83)

ВДЦ 2,4 % (2/83)
ПТ 8,4 % (7/83)
НД 3,6 % (3/83)

ВДЦ — высокие дозы цитарабина; Вен — венетоклакс; ГМА — гипометилирующий агент; НД — нет данных; НР — низкоинтенсивные режимы 
(монотерапия малыми дозами цитарабина, ГМА); ПТ — паллиативная терапия.
* Медиана (диапазон) возраста.

Нормальный
кариотип (28/53) 53 %

Комплексный
кариотип (7/53) 13 %

t(8;21)(q22;q22) (2/53)

–Y, t(8;21) (1/53)

inv(16)(p13;q22) (2/53)

+8 (1/53)
der(5)t(5;11)(q35;q21), inv(16)(p3;q22) (1/53)

t(1;3)(p36;q21) (1/53)
t(2;12)(q33;p13) (1/53)
t(2;15)(q13;q26) (1/53)

+Y, der(14) (1/53)
del(12)(p11) (1/53)

del(l)(p22), del(20)(q11) (1/53)
del(8)(q21.3) (1/53)

inv(3)(q21;q26), t(3;3)(q21;q26), –7 (1/53)
+r(18?), +mar (1/53)

t(6;9)(p23;q34) (1/53)
inv(3)(3q26) (1/53)

Рис.  1. Хромосомные аберрации, выявленные методами стан-
дартного кариотипирования и FISH

Fig. 1. Chromosomal aberrations detected by standard karyotyping 
and FISH

плификацией и электрофорезом продукта согласно 
локально апробированной методике [9].

Мутационный статус генов IDH1 и IDH2 анали-
зировался с использованием методики цифровой 
капельной ПЦР и секвенирования по Сэнгеру.  Опре-
деление мутаций в генах IDH1 (R132C) и IDH2 (R140Q) 
осуществлялось согласно рекомендациям произво-
дителя с помощью набора Bio-Rad (№  1055255) для 
идентификации IDH2 дикого типа и мутации R140Q, 
набора Bio-Rad (№ 1055257) для идентификации IDH1 
дикого типа и мутации R132С. Выявление мутаций в 
генах IDH1 и IDH2 осуществлялось прибором QX200 
Droplet Reader (№  1864003, Bio-Rad, США). Примеры 
положительного и отрицательного результатов ис-
следования на наличие мутаций в генах IDH1 (R132) 
и IDH2 (R140) представлены на рис. 2. Горизонтальная 
черта розового цвета на рисунках является пороговым 
значением. Совокупность точек с зеленым (Hex) или 
синим (Fam) сигналом, расположенных выше поро-
гового значения, соответствует положительному ре-
зультату амплификации соответствующего варианта 
гена (дикий или мутантный тип). 

Секвенирование по Сэнгеру проводилось с ис-
пользованием олигонуклеотидов (табл. 2) и осущест-
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Рис. 2. Графики результатов амплификации:
А — гена IDH1 дикого типа для образцов A01 (с мутацией R132), A02 (без мутации R132); Б — гена IDH1 (R132C) для образцов A01 (с му-
тацией R132), A02 (без мутации R132); В — гена IDH2 дикого типа для образцов A04 (с мутацией R140), B05 (без мутации R140); Г — гена 
IDH2 (R140Q) для образцов A04 (с мутацией R140), B05 (без мутации R140)

Fig. 2. Amplification plots:
А — wild-type IDH1 for samples A01 (with R132 mutation) and A02 (without R132 mutation); Б — IDH1 (R132C) for samples A01 (with R132 mutation) 
and A02 (without R132 mutation); В — wild-type IDH2 for samples A04 (with R140 mutation) and B05 (without R140 mutation); Г — IDH2 (R140Q) 
for samples A04 (with R140 mutation) and B05 (without R140 mutation)

Таблица 2. Олигонуклеотиды для секвенирования по Сэнгеру с целью определить мутации в генах IDH1, IDH2, DNMT3A, ASXL1

Ген Прямой праймер Обратный праймер
Длина ПЦР-фрагмента, 

пары оснований
IDH1 [10] 5'-CTG TGT TTA GGG TGT GCC AG-3' 5'-AAT TTC ATA CCT TGC TTA ATG GG-3' 573

IDH2 [11] 5'-GCT TGG GGT TCA AAT TCT GG-3' 5'-GAA AGG AAA GCC ACG AGA CAG-3' 534
ASXL1 [12] 5'-AGG TCA GAT CAC CCA GTC AGT T-3' 5'-TAG CCC ATC TGT GAG TCC AAC TGT-3' 561
ASXL1 [12] 5'-AGA GGA CCT GCC TTC TCT GAG AAA-3' 5'-TTC GAT GGG ATG GGT ATC CAA TGC-3' 558
DNMT3A [13] 5'-TCC TGC TGT GTG GTT AGA CG-3' 5'-ACA GAA AAC CCC TCT GAA AAG-3' 546

влялось компанией «Евроген» (Россия). Примеры 
результатов исследований на наличие мутаций в 
генах IDH1 (R132), IDH2 (R140), ASXL1 и DNMT3A про-
демонстрированы на рис. 3.

Статистический анализ
Статистическая обработка данных проводилась 

с использованием пакета программ SPSS  Statistics 

v.26. Значимость различий между группами при 
анализе выживаемости оценивали с помощью 
логрангового теста. Для сравнения долей ис-
пользовали критерии χ2 Пирсона и χ2 Пирсона с 
моделированием значений р методом Монте-Карло. 
Статистически значимыми считали различия при 
p  <  0,05. Настоящее клиническое исследование яв-
ляется эксплоративным.
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РЕЗУЛЬТАТЫ

Частота мутаций в генах эпигенетической регуляции
Общая частота мутаций в генах DNMT3A, IDH1, 

IDH2 и ASXL1 составила 36 % (30/83), при этом у 4 па-
циентов было выявлено сочетание нескольких му-
таций в генах эпигенетической регуляции. Наиболее 
распространенной была мутация в гене DNMT3A, 
частота которой составила 16,7  % (14/83). Мутация 
R132 в гене IDH1 обнаружена у 6 % (5/83) пациентов, 
IDH2 (R140) — у 9,6 % (8/83) и ASXL1 — у 6 % (5/83). 
Из общей когорты исследование мутационного ста-
туса IDH2 (R172) проведено у 29 пациентов, при этом 
все имели дикий тип IDH2 (R172).

В общей когорте трансформация из предше-
ствующего МДС или исход миелопролиферативного 
новообразования (МПН) в ОМЛ наблюдались у 
15,65 % (13/83) пациентов. У 68,7 % (57/83) больных 
верифицирован первичный ОМЛ, у 15,65 % (13/83) — 
данные по анамнезу были недоступны. Мутации в 
генах эпигенетической регуляции встречались одина-
ково часто как у пациентов с первичным ОМЛ, так и 
при ОМЛ вследствие прогрессирования МДС или как 
исхода МПН (p > 0,05).

Мутации в генах DNMT3A, IDH1 (R132) и ASXL1 
встречались одинаково часто во всех возрастных 
группах (p > 0,05). Отмечалась тенденция к выявлению 
мутации R140 в гене IDH2 в более старшей возрастной 
категории (≥ 60 лет), что было статистически значимо 
(28 vs 2 %; p = 0,004). По данным ROC-анализа порогом 
отсечения служил возраст 60,5 года, старше которого 
пациенты имели бóльшую частоту мутации R140 
в гене IDH2 с высокой степенью чувствительности 
(87,5  %) и специфичности (70,3  %) при AUC  =  0,813, 

Рис. 3. Результаты секвенирования по Сэнгеру:
A — образец ДНК с мутацией R132C в гене IDH1; Б — образец ДНК дикого типа IDH1; В — образец ДНК с мутацией R140Q в гене IDH2; 
Г — образец ДНК дикого типа IDH2; Д — образец ДНК с мутацией G652S в гене ASXL1; Е — образец ДНК дикого типа ASXL1; Ж — обра-
зец ДНК с мутацией R882C в гене DNMT3A; З — образец ДНК дикого типа DNMT3A

Fig. 3. Sanger sequencing results:
A — DNA sample with R132C mutation in IDH1; Б — DNA sample with wild-type IDH1; В — DNA sample with R140Q mutation in IDH2; Г — DNA 
sample with wild-type IDH2; Д — DNA sample with G652S mutation in ASXL1; Е — DNA sample with wild-type ASXL1; Ж — DNA sample with 
R882C mutation in DNMT3A; З — DNA sample with wild-type DNMT3A

А БIDH1 (R132C) IDH1 дикий тип

ATAGGТСGTСAATAGGТТGTСA

Д ЕASXL1 (G652S) ASXL1 дикий тип

GGСGGCGGGGСGGСАGCGGGGС

Ж З
DNMT3A (R882C) DNMT3A дикий тип

AGСCGCTTGGСAGСTGCTTGGС
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Рис. 4. ROC-кривая для модели прогнозирования наличия му-
тации R140 в гене IDH2 у пациентов с ОМЛ разного возраста 
(AUC = 0,813)

Fig. 4. ROC curve for predictive model of R140 mutation in IDH2 
gene in AML patients of different ages (AUC = 0.813)

соответствующей очень хорошему качеству модели 
(рис. 4).

Оценка частоты мутаций в генах эпигенетической 
регуляции в отдельных субъектах РФ была прове-
дена среди активно участвовавших в исследовании 
регионов, предоставивших наибольшее количество 
биообразцов для молекулярно-генетического анализа 
(Ставропольский край, Краснодарский край, Вологод-
ская область и Республика Бурятия). Общее количе-
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Рис. 5. Мутации в генах эпигенетической регуляции, выявлен-
ные у пациентов с ОМЛ в Ставропольском крае, Краснодар-
ском крае, Вологодской области и Республике Бурятия

Fig. 5. Mutations in epigenetic regulation genes identified in AML 
patients in Stavropol Krai, Krasnodar Krai, Vologda Region, and Re-
public of Buryatia

Краснодарский край
IDH1 (R132): 0 %
IDH2 (R140): 0 %
DNMT3A: 6,7 %
ASXL1: 6,7 %

Ставропольский край
IDH1 (R132): 0 %
IDH2 (R140): 10,5 %
DNMT3A: 21 %
ASXL1: 0 %

Вологодская область
IDH1 (R132): 7,2 %
IDH2 (R140): 21,4 %
DNMT3A: 14,3 %
ASXL1: 14,3 %

Республика Бурятия
IDH1 (R132): 11 %
IDH2 (R140): 11 %
DNMT3A: 11 %
ASXL1: 11 %

Рис. 6. Распространенность мутаций в генах эпигенетической регуляции у пациентов с впервые выявленным ОМЛ в Ставрополь-
ском крае, Краснодарском крае, Вологодской области и Республике Бурятия (контурная карта заимствована из https://bongeo.ru/)

Fig. 6. The incidence of mutations in epigenetic regulation genes identified in newly diagnosed AML patients in Stavropol Krai, Krasnodar 
Krai, Vologda Region, and Republic of Buryatia (the contour map borrowed from https://bongeo.ru/)

ство выявленных мутаций представлено на рис.  5. 
В различных регионах наблюдалась сопоставимая 
частота мутаций в генах эпигенетической регуляции. 
Мутация в гене DNMT3A чаще всего встречалась у 
пациентов Ставропольского края (21 %, 4/19), ASXL1 

и IDH2 (R140)  — у пациентов Вологодской области 
(14,3  %, 2/14 и 21,4  %, 3/14  соответственно), IDH1 
(R132)  — у пациентов Республики Бурятия (11  %, 
1/9). Географическая иллюстрация частоты мутаций 
DNMT3A, IDH1, IDH2 и ASXL1 представлена на рис. 6.

Сочетания мутаций в генах DNMT3A, IDH1 (R132), 
IDH2 (R140), ASXL1 друг с другом и с иными 
цитогенетическими и генными аберрациями
При анализе частоты мутаций в генах DNMT3A, 

IDH1 (R132), IDH2 (R140) и ASXL1 в различных гене-
тических группах риска статистически значимых 
различий не выявлено (p  >  0,05). Стандартное ка-
риотипирование выполнено у 53 (64  %) пациентов. 
В данной группе удалось оценить взаимосвязь му-
таций в генах эпигенетической регуляции с наличием 
или отсутствием хромосомных аберраций (табл.  3). 
Обнаружена статистически значимая связь мутаций в 
генах IDH1 (R132) и IDH2 (R140) с нормальным карио-
типом (28,6 vs 4 %; p = 0,018). Мутации в генах DNMT3A 
и ASXL1 встречались одинаково часто у пациентов как 
с наличием, так и отсутствием хромосомных пере-
строек (p > 0,05).

Основываясь на данных молекулярно-генети-
ческого исследования, была оценена взаимосвязь 
мутаций в генах DNMT3A, IDH1 (R132), IDH2 (R140) 
и ASXL1 с мутациями в генах FLT3-ITD/TKD и NPM1 
(табл.  4). Мутационный статус FLT3-ITD/TKD про-
анализирован у всех пациентов. Мутация FLT3-ITD 
выявлена у 21 (25,3 %) пациента, FLT3-TKD (D835) — 
у 3 (3,6 %). У 2 пациентов была комбинация мутации 
FLT3-ITD с мутацией FLT3-TKD (D835). Мутации в генах 
эпигенетической регуляции встречались одинаково 
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Таблица 3. Взаимосвязь мутаций в генах эпигенетической 
регуляции с данными стандартного цитогенетического 

исследования

Ген
Нормальный 

кариотип
Патологический 

кариотип p
IDH1 (R132) и IDH2 (R140)
Мутация (n = 9) 8 (28,6 %) 1 (4,0 %) 0,018
Дикий тип (n = 44) 20 (71,4 %) 24 (96,0 %)
DNMT3A 
Мутация (n = 12) 8 (28,6 %) 4 (16,0 %) 0,275
Дикий тип (n = 41) 20 (71,4 %) 21 (84,0 %)
ASXL1
Мутация (n = 3) 0 (0 %) 3 (12,0 %) 0,06
Дикий тип (n = 50) 28 (100 %) 22 (88,0 %)

Таблица 4. Взаимосвязь мутаций в генах эпигенетической 
регуляции с мутациями FLT3-ITD/TKD и NPM1

Ген
FLT3-ITD/TKD 

мутантный тип
FLT3-ITD/TKD 

дикий тип p
IDH1 (R132) и IDH2 (R140)
Мутация (n = 13) 2 (7,7 %) 11 (19,3 %) 0,072
Дикий тип (n = 70) 24 (92,3 %) 46 (80,7 %)
DNMT3A
Мутация (n = 14) 6 (23,1 %) 8 (14,0 %) 0,308
Дикий тип (n = 69) 20 (76,9 %) 49 (86,0 %)
ASXL1
Мутация (n = 5) 0 (0 %) 5 (8,8 %) 0,12
Дикий тип (n = 78) 26 (100 %) 52 (91,2 %)

NPM1 му-
тантный тип

NPM1 дикий 
тип p

IDH1 (R132) и IDH2 (R140)
Мутация (n = 9) 7 (35,0 %) 2 (6,0 %) 0,007
Дикий тип (n = 44) 13 (65,0 %) 31 (94,0 %)
DNMT3A 
Мутация (n = 11) 8 (40,0 %) 3 (9,1 %) 0,008
Дикий тип (n = 42) 12 (60,0 %) 30 (90,9 %)
ASXL1
Мутация (n = 3) 1 (5,0 %) 2 (6,0 %) 0,872
Дикий тип (n = 50) 19 (95,0 %) 31 (94,0 %)

Прогностическое значение мутаций в генах 
DNMT3A, IDH1 (R132), IDH2 (R140) и ASXL1
При оценке влияния мутаций в генах эпигене-

тической регуляции на прогноз в анализ включено 
65  пациентов, получавших индукционную терапию 
стандартной («7+3»), высокой (HiDAC, FLAG  ±  Ida) и 
низкой интенсивности (монотерапия гипометилиру-
ющим агентом [ГМА], комбинация ГМА с ингибитором 
bcl-2 венетоклаксом, малые дозы цитарабина). С этой 
целью проводился анализ частоты достижения ПР, 
вероятности развития раннего (<  12  мес.) рецидива, 
общей (ОВ) и безрецидивной выживаемости (БРВ) в 
общей когорте, в группе с нормальным кариотипом, с 
мутациями в генах NPM1, FLT3-ITD и в группе с диким 
типом NPM1, FLT3-ITD. Мутантный тип генов DNMT3A, 
IDH1 (R132), IDH2 (R140) и ASXL1 не оказывал стати-
стически значимого влияния на частоту достижения 
ПР в целом и после 1-го индукционного курса терапии, 
а также на вероятность развития раннего рецидива во 
всех исследуемых когортах (p > 0,05).

В общей когорте пациентов мутация в гене 
DNMT3A не влияла на ОВ и БРВ. Влияние мутаций в 
гене ASXL1 на ОВ и БРВ в общей когорте не оценивалось 
ввиду малого числа пациентов с мутантным типом 
гена ASXL1 и несопоставимостью выборки. Выявлено, 
что пациенты с наличием мутаций в генах IDH1 и IDH2 
по сравнению с больными с диким типом генов имеют 
лучшие показатели как ОВ (медиана 11,3  мес. vs ме-
диана не достигнута; p  =  0,026), так и БРВ (медиана 
8,1 мес. vs медиана не достигнута; p = 0,018) (рис. 7).

Следует отметить, что в группе пациентов с диким 
типом гена NPM1 мутации в генах IDH1 (R132) и IDH2 
(R140) уже не демонстрировали своего прогности-
чески благоприятного влияния на показатели выжи-
ваемости (p  >  0,05). Это косвенно свидетельствует о 
том, что улучшение показателей ОВ и БРВ связано не 
столько с мутационным статусом генов IDH1 и IDH2, 
сколько с высокой частотой ассоциации этих мутаций 
с мутацией в гене NPM1, которая, как известно, имеет 
благоприятное прогностическое значение [3].

Хотя мутационный статус гена DNMT3A не влиял 
на прогноз в общей когорте, было продемонстриро-
вано его отрицательное влияние на выживаемость 
пациентов с мутацией в гене NPM1. Частота неблаго-
приятных исходов в группе пациентов с двумя мута-
циями составила 40 % (2/5). Медиана времени до ре-
гистрации неблагоприятного исхода была 4,9 мес., в то 
время как в группе пациентов с мутацией в гене NPM1 
без мутации R882 в гене DNMT3A этот показатель был 
равен 15,8 мес. При использовании логрангового кри-
терия различия между группами были статистически 
значимыми (p  =  0,035). При этом показатели БРВ у 
пациентов с мутациями в гене NPM1 не зависели от 
мутационного статуса DNMT3A (p > 0,05).

Отмечалась отрицательная тенденция влияния 
мутаций в гене ASXL1 на ОВ пациентов с диким 
типом гена NPM1. У пациентов с отрицательным 
мутационным статусом гена NPM1 (FLT3-ITD+/–) при 
наличии мутаций в гене ASXL1 средний срок до ре-
гистрации неблагоприятного исхода составил 3  мес. 
(при общем количестве неблагоприятных исходов 2), 
а в случае без мутаций в гене ASXL1 медиана времени 
до регистрации неблагоприятного исхода оказалась 

часто как у пациентов с наличием мутаций FLT3-ITD/
TKD, так и при их отсутствии (p  >  0,05). Данные по 
мутационному статусу гена NPM1 были доступны у 
53 (63,9  %) пациентов, из которых у 37,7  % (20/53) 
мутация была выявлена. По сравнению с пациентами, 
имеющими дикий тип гена NPM1, в данной когорте 
статистически значимо чаще встречались мутации в 
генах DNMT3A (40 vs 9,1  %; p  =  0,008), IDH1 (R132) и 
IDH2 (R140) (35 vs 6 %; p = 0,007).

Статистически значимой взаимосвязи мутаций 
в генах DNMT3A, IDH1 (R132), IDH2 (R140) и ASXL1 
друг с другом не выявлено (p > 0,05). Комбинация не-
скольких мутаций в генах эпигенетической регуляции 
установлена у 4  пациентов. Среди обнаруженных 
нами сочетаний наиболее частым оказалось одновре-
менное присутствие мутаций в генах DNMT3A и IDH2 
(R140) (n = 3). У 1 пациента обнаружена комбинация 
мутаций в генах IDH2 (R140) и ASXL1.
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равной 14,8 мес. (при общем количестве неблагопри-
ятных исходов 15; p = 0,007, логранговый критерий). 
Аналогичная тенденция обнаруживалась у пациентов 
с диким типом и NPM1, и FLT3-ITD. Средний срок до 
регистрации исхода у пациентов с мутантным типом 
гена ASXL1 был равен 3 мес., а в группе с диким типом 
гена ASXL1 медиана времени до регистрации небла-
гоприятного исхода составила 24,3  мес. (при общем 
количестве неблагоприятных исходов 10; p  =  0,02, 
логранговый критерий).

Анализ режимов индукционной терапии
С целью оценить эффективность различных 

режимов индукционной терапии пациенты были раз-
делены на две группы: первая — прошедшие лечение 
стандартной/высокой интенсивности (режимы «7+3», 
высокие дозы цитарабина), вторая — получавшие не-
интенсивные режимы терапии (монотерапия малыми 
дозами цитарабина, ГМА). Пациенты, получавшие в 
качестве индукционного курса венетоклакс с ГМА, 
были исключены из анализа с учетом сопоставимой 
со стандартными режимами терапии эффективности 
[14, 15].

У пациентов, которым с целью индукции ремиссии 
назначались интенсивные режимы лечения, вероят-
ность достижения ПР после 1-го курса была выше (62 
vs 0 % при неинтенсивных режимах; p = 0,008). Кроме 
того, отмечалась тенденция к улучшению показателей 
ОВ. Медиана времени до регистрации неблагоприят-
ного исхода в данной когорте пациентов составила 
12,6  мес. (общее количество исходов 15). В то же 
время в группе неинтенсивного лечения средний 
срок до регистрации неблагоприятного исхода был 
равен 4,3  мес. (общее количество исходов 3). Анализ 
с использованием логрангового критерия выявил 
статистически значимые различия между группами 
(p = 0,01).

Мутации в генах эпигенетической регуляции не 
оказывали влияния на вероятность достижения ПР, 
на показатели ОВ и БРВ пациентов в разных группах 

лечения. Кроме того, выбор режима индукционной те-
рапии не влиял на прогноз у пациентов с мутациями в 
генах эпигенетической регуляции (p > 0,05).

ОБСУЖДЕНИЕ

Подобно другим злокачественным новообразова-
ниям, в основе клональной пролиферации и неопла-
стических изменений при ОМЛ лежит множество 
приобретенных мутаций, приводящих к нарушению 
функций ключевых генов дифференцировки клеток. 
Секвенирование генома опухолевых клеток при ОМЛ 
позволило определить ряд генов, регулирующих 
эпигенетические модификации, которые контро-
лируют метилирование ДНК (такие, как DNMT3А, 
TET2, IDH1/2) и посттрансляционную модификацию 
гистонов (такие, как EZH2, ASXL1, H3F3A). В работе 
проанализированы частота и влияние на такие 
показатели прогноза, как вероятность достижения 
ПР, развития раннего рецидива, ОВ и БРВ, мутаций в 
генах эпигенетической регуляции IDH1, IDH2, DNMT3A 
и ASXL1 как в изолированном варианте, так и в раз-
личных комбинациях с другими известными хромосо-
мными и генными нарушениями.

Мутации в генах IDH1 и IDH2 при ОМЛ встреча-
ются со средней частотой 20  % и приводят к нару-
шению нормальной ферментативной активности 
цитозольной и митохондриальной форм изоцитрат-
дегидрогеназ, накоплению онкометаболита 2-гидрок-
сиглутарата (2-HG) [16]. В дальнейшем 2-HG вызывает 
ингибирование диоксигеназ, включая ферменты 
семейства ТЕТ и гистон-лизин-деметилазы (KDM), в 
результате чего происходит нарушение эпигенетиче-
ской регуляции со сдвигом в сторону гиперметили-
рования ДНК и гистонов с последующим нарушением 
клеточной дифференцировки [17]. Общая частота 
выявления мутаций в генах IDH1 (R132) и IDH2 (R140) 
в нашем исследовании составила 15,6 %. Среди харак-
терных клинико-гематологических характеристик, 
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связанных с высокой частотой мутаций в генах IDH1 
и IDH2, выделяют более старший возраст (медиана 
67 лет, по сравнению с 61 годом в группе пациентов с 
диким типом IDH1/2), тенденцию к высокому уровню 
тромбоцитов и бластных клеток, а также частую ней-
тропению в дебюте заболевания [16, 18, 19]. Мы обна-
ружили, что мутация R140 в гене IDH2 статистически 
значимо чаще встречается в возрастной категории 
старше 60  лет. Взаимосвязь с пожилым возрастом 
была также подтверждена методом ROC-анализа с 
порогом отсечения 60,5  года. Кроме того, известно, 
что мутации в генах IDH1/2 более часто встречаются 
в группе промежуточного цитогенетического риска, с 
трисомией хромосомы 8 и у пациентов с нормальным 
кариотипом [16, 20]. В нашем исследовании не было 
выявлено связи мутационного статуса генов IDH1/2 с 
цитогенетическими группами риска. Однако в группе 
пациентов с нормальным кариотипом мутации в генах 
IDH1 (R132) и IDH2 (R140) встречались статистически 
значимо чаще.

Что касается сочетаний мутаций в генах IDH1/2 
с другими хромосомными и молекулярными альте-
рациями, в нашей работе продемонстрировано одно-
временное выявление мутаций в генах IDH1 (R132) и 
IDH2 (R140) с мутантным типом NPM1. Эти результаты 
согласуются с данными других исследователей [16, 
18–22]. Тем не менее описанной в ряде работ взаимос-
вязи с мутациями FLT3-ITD и DNMT3A [18, 19] мы не 
обнаружили, что, вероятно, обусловлено небольшим 
числом пациентов, включенных в исследование.

Прогностическое значение рассматриваемых му-
таций все еще остается спорным. К настоящему вре-
мени имеются данные, демонстрирующие ухудшение 
показателей ОВ у пациентов с мутантным типом 
IDH1/2 в группе промежуточного цитогенетического 
риска [23]. В других исследованиях отмечается 
худший прогноз у пациентов с мутацией в гене IDH1, 
в то время как мутационный статус IDH2 или улучшал 
показатели ОВ, или не имел никакого прогностиче-
ского значения [24, 25]. В нашем исследовании про-
демонстрировано улучшение показателей ОВ и БРВ в 
группе пациентов с мутантным статусом генов IDH1/2. 
Однако такое влияние отсутствовало в когорте па-
циентов без мутаций в гене NPM1. С учетом высокой 
степени корреляции мутаций в генах IDH1 (R132) и 
IDH2 (R140) с мутацией NPM1, которая, как известно, 
связана с благоприятным прогнозом [3, 5], заключить 
о независимом влиянии мутационного статуса IDH1/2 
на ОВ и БРВ не представляется возможным.

В результате мутации R882H в гене DNMT3A 
происходит нарушение образования гомотетрамеров 
ДНК-метилтрансферазы 3A дикого типа, что при-
водит к аберрантному метилированию и, как след-
ствие, изменению экспрессии генов, участвующих 
в ключевых сигнальных путях, включая апоптоз и 
самообновление гемопоэтических стволовых клеток 
[26]. Мутация DNMT3A обнаруживается в 19,7–26,0 % 
случаев ОМЛ, при этом частота возрастает в группе 
пациентов с нормальным кариотипом, связана с мута-
циями в генах NPM1, FLT3-ITD и с возрастом [2, 27–31]. 
В настоящем исследовании продемонстрирована 
сопоставимая распространенность мутаций в гене 
DNMT3A в группе с впервые выявленным ОМЛ. Анало-

гично с имеющимися литературными данными была 
выявлена статистически значимая связь с мутацией 
NPM1. Отсутствие корреляции с мутацией FLT3-ITD, 
нормальным кариотипом и более старшим возрастом, 
вероятнее всего, также обусловлено необходимостью 
увеличения выборки исследуемых пациентов.

Влияние мутации в гене DNMT3A на долгосрочный 
прогноз у пациентов с ОМЛ изучалось различными ис-
следовательскими группами. В исследовании D.J. Park 
и соавт. продемонстрированы худшие показатели ОВ 
и бессобытийной выживаемости (БСВ) как в общей 
когорте пациентов, так и в группе с нормальным 
кариотипом [27]. В работе F. Ostronoff и соавт. проде-
монстрировано ухудшение показателей БСВ в группе 
с мутантным типом DNMT3A, без влияния на ОВ и БРВ 
[30]. В нескольких других исследованиях показано 
отсутствие каких-либо различий в прогнозе для па-
циентов с мутацией DNMT3A [31, 32]. В нашей работе 
были получены аналогичные результаты. Мы не 
выявили статистически значимых различий в частоте 
достижения ПР, развития раннего рецидива, а также 
в показателях ОВ и БРВ в общей группе пациентов в 
зависимости от мутационного статуса гена DNMT3A. 
Тем не менее мы обнаружили негативное влияние му-
тации DNMT3A на показатели ОВ в группе пациентов 
с сопутствующей мутацией NPM1. Выводы о неблаго-
приятном значении одновременного выявления му-
таций в генах DNMT3A и NPM1 были сформулированы 
в нескольких более ранних исследованиях. R.  Kihara 
и соавт. выявили неблагоприятное прогностическое 
влияние мутации DNMT3A в группе пациентов с нор-
мальным кариотипом и сопутствующими мутациями 
NPM1 или CEBPA без мутации FLT3-ITD [33]. J.B. Dunlap и 
соавт. в своем исследовании продемонстрировали, что 
группа пациентов с тройным мутационным статусом 
(NPM1 + DNMT3A + IDH1/2) имеет худшие показатели 
ОВ [34]. Таким образом, нами были получены данные, 
сопоставимые с имеющимися в литературе.

Белок, кодируемый геном ASXL1, участвует в про-
цессах посттрансляционной модификации гистонов 
(таких, как H3K27me3, H2AK119Ub и H3K4me3). Белок 
ASXL1 регулирует эпигенетические процессы посред-
ством взаимодействия с белками комплекса Polycomb, 
различными активаторами и супрессорами транс-
крипции [35]. Воздействие на H2AK119Ub приводит 
к ингибированию его генов-мишеней, включая гены 
HOXA и IRF8, и, как следствие, к лейкозной трансфор-
мации в связи с нарушениями дифференцировки ми-
елоидных клеток [36]. Общая частота мутаций в гене 
ASXL1 в нашем исследовании совпадает с имеющимися 
в литературе данными [7] и составляет 6  % в общей 
когорте пациентов. Мутация в гене ASXL1 часто сочета-
ется с мутациями в генах, кодирующих факторы сплай-
синга (SRSF2, U2AF1), сигнальной трансдукции (NRAS, 
JAK2, NF1) и транскрипции (RUNX1) [37]. Кроме того, 
известна ассоциация мутации в гене ASXL1 с мутацией 
в гене IDH2 [24]. В нашем исследовании взаимосвязи 
мутации в гене ASXL1 с другими генетическими абер-
рациями не выявлено, вероятнее всего, ввиду малого 
числа пациентов с мутантным типом ASXL1.

В настоящее время установлено, что мутация 
в гене ASXL1 ассоциируется с плохим прогнозом у 
пациентов с ОМЛ, в связи с чем она была включена в 
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стратификацию цитогенетического риска [3, 38]. В на-
стоящей работе мы подтвердили негативное влияние 
мутационного статуса гена ASXL1 на показатели ОВ в 
группе пациентов с отсутствием мутации NPM1.

Изучение мутаций в генах эпигенетической регу-
ляции также представляет интерес в качестве поиска 
потенциальных мишеней ввиду активного развития 
таргетной эпигенетической терапии. ГМА (5-аза-
цитидин и децитабин) в настоящее время широко 
применяются в терапии ОМЛ [3, 5, 39, 40]. Управление 
по контролю за качеством пищевых продуктов и ле-
карственных средств США (FDА) одобрило таргетные 
ингибиторы для приема внутрь энасидениб (AG-221, 
Agios Pharmaceuticals, Inc.) при наличии мутаций в гене 
IDH2 и ивосидениб (AG-120, Celgene)  — в гене IDH1 
в августе 2017  г. и июле 2018  г. соответственно [41]. 
Национальная всеобщая онкологическая сеть США 
(NCCN) рекомендует их применение при рецидивах и 
рефрактерном течении ОМЛ, а также в терапии первой 
линии у пациентов, не являющихся кандидатами на 
проведение интенсивной полихимиотерапии [40]. 
Что касается стандартных режимов терапии ОМЛ, мы 
не выявили различий в ОВ и БРВ среди пациентов с 
мутациями в генах эпигенетической регуляции при 
использовании интенсивных или неинтенсивных 
вариантов индукционной полихимиотерапии.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Мутации в генах эпигенетической регуляции распро-
странены при ОМЛ и нередко сочетаются с другими 
хромосомными и молекулярными нарушениями. Не-
сомненным является взаимодополнение генетических 
изменений и эпигенетических событий, ведущее к фор-
мированию злокачественного опухолевого фенотипа.

В нашей работе подтверждена высокая частота 
выявления мутаций в генах эпигенетической регуляции 
при ОМЛ, связь мутаций в генах DNMT3A, IDH1, IDH2 с 
мутацией NPM1, мутаций IDH1/2 с нормальным карио-
типом. Данные, полученные в настоящем исследовании, 
свидетельствующие о неблагоприятном влиянии на 
прогноз мутантного типа DNMT3A при наличии му-
таций в гене NPM1, а также мутаций в гене ASXL1, под-
черкивают важность и обоснованность их определения 
в рамках первичного обследования пациентов с ОМЛ.

Тем не менее вопрос о прогностическом значении 
мутаций в генах IDH1/2 и DNMT3A в изолированном 
варианте и в сочетании с другими генетическими 
аберрациями все еще остается актуальной проблемой. 
Для получения ответа на вопрос об оптимальной так-
тике ведения пациентов из промежуточной группы 
генетического риска с мутантным типом этих генов 
необходимо продолжать подобные исследования. 
Изучение эпигенетического ландшафта открывает 
потенциальные перспективы к усовершенствованию 
текущей прогностической панели и идентификации 
новых мишеней для таргетного воздействия.
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