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МУТАЦІЇ ГЕНА NOTCH1 ПРИ ХРОНІЧНІЙ 
ЛІМФОЦИТАРНІЙ ЛЕЙКЕМІЇ

У статті представлено сучасні дані щодо впливу мутацій гена NOTCH1 на роз-
виток хронічної лімфоцитарної лейкемії: їх розповсюдженість, методи 
виявлення, асоціація з клінічним перебігом захворювання, прогностичне 
значення та нові підходи до терапії хворих з мутаціями.

РОЛЬ МУТАЦІЙ ГЕНА 
NOTCH1 В ПАТОГЕНЕЗІ 
ХРОНІЧНОЇ ЛІМФОЦИТАРНОЇ 
ЛЕЙКЕМІЇ
Хронічна лімфоцитарна лейкемія 

(ХЛЛ) В-клітинного походження на-
лежить до найпоширеніших злоякісних 
новоутворень кровотворної системи до-
рослого населення України. Механізми, 
які призводять до появи клону трансфор-
мованих клітин, остаточно не з’ясовані. 
Описано мутації низки генів, зокрема 
гена NOTCH1, регулятора сплайсингу 
мРНК гена SF3B1, генів — супресорів 
пухлинного росту TP53 та ATM, регуля-
торів передачі сигналу через В-клітинний 
рецептор (MYD88, BIRC3, NFKBIE) [1–4].

Мутації гена NOTCH1 належать до та-
ких, що можуть виникати вже на ранніх 
стадіях розвитку злоякісно трансфор-
мованих лімфоцитів при ХЛЛ. Вони 
були виявлені в популяції CD34+CD19− 
клітин-попередників у хворих на ХЛЛ, 
а також у пацієнтів із моноклональним 
В-лімфоцитозом [5, 6]. Таким чином, 
їх вважають ранніми драйверами розвит-
ку пухлинного клону.

Родина NOTCH рецепторів скла-
дається з чотирьох трансмембранних 
білків із дуже подібними структурними 
характеристиками (NOTCH1–4). Вони 
містять зовнішньоклітинну субодиницю, 
яка опосередковує зв’язування лігандів, 
та внутрішньоклітинну субодиницю 
(intracellular NOTCH — ICN), що забез-
печує передачу сигналу [7]. На клітинній 
мембрані NOTCH рецептори представлені 
у формі гетеродимерів, в яких зовнішньо- 
і внутрішньоклітинні частини нековалент-
но зв’язані за допомогою гетеродимериза-
ційного домену (HD) (рис. 1). Формування 
гетеродимерних форм при дозріванні 
рецептора відбувається в трансвідділі апа-
рату Гольджі та опосередковується фури-
новими протеазами, які зумовлюють роз-
щеплення попередника білка р300 на два 
фрагменти (р120 і р200) [8].

Лігандами NOTCH рецепторів 
є білки родин Jagged та Delta/Serrate, 

які експресуються на мембранах клітин 
мікрооточення та безпосередньо на лей-
кемічних клітинах ХЛЛ. При зв’язуванні 
ліганда відбуваються конформаційні змі-
ни, що дестабілізують HD і запускають 
реакції протеолітичного розщеплення 
рецептора. Відбувається видалення 
зов нішньоклітинної частини за участю 
металопротеаз родини ADAM та роз-
щеплення внутрішньоклітинної частини 
рецептора за допомогою комплексу 
γ-секретази, що призводить до вивіль-
нення активного ICN в цитоплазму 
і наступного його переміщення до ядра 
клітини. В ядрі утворюється транскрип-
ційний комплекс, що включає ICN, фак-
тор транскрипції CBF1/RBP-Jk та низку 
коактиваторів. Цей транскрипційний 
комплекс активує CBF1-залежні гени-
мішені, включаючи модулятори транс-
крипції HES1 (Hairy Enhancer of Split 1) 
та HES-споріднені білки (HEY), онкоген 
с-MYC, р21, Cyclin D1, BCL2, Deltex1, 
NF-κB2 [9–12].

У нормальних фізіологічних умовах 
активація NOTCH є транзиторною 
і швидко припиняється шляхом убікві-
тинзалежної протеасомальної деградації 
активного ICN, що опосередковується 
убіквітинлігазою FBXW7 (F-box protein). 
FBXW7 зв’язується з С-кінцевою ділян-
кою ICN, а саме PEST доменом [пролін 
(P)-, глутамінова кислота (E)-, серин (S)- 
та треонін (T)-збагачена послідовність]. 
Таким чином, PEST домен є критично 
важливим для припинення NOTCH-
індукованої активації транскрипції 
генів [13].

NOTCH-залежний сигнальний 
шлях — еволюційно висококонсерватив-
на система, яка опосередковує взаємодію 
клітин з елементами мікрооточення 
і бере участь у контролі процесів дифе-
ренціювання, проліферації та апоптозу 
в клітинах різного походження, зо-
крема гемопоетичних. Його дерегуля-
ція є важливим елементом злоякісної 
трансформації, при цьому більшість 
генетичних аберацій визначається в гені 
NOTCH1 [14–17].
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На початку 2000-х років ідентифікова-
но активуючі мутації гена NOTCH1 у клі-
тинах Т-ГЛЛ [18]. У більшості випадків 
вони локалізуються в HD і в PEST доме-
нах. Мутації в HD домені (екзони 26 і 27) 
виявляються приблизно у 40% випадків 
Т-ГЛЛ і призводять до дестабілізації 
взаємодії між N- і С-термінальною суб-
одиницями рецептора і, як наслідок, 
до ліганднезалежної його активації. 
Мутації в PEST послідовності (екзон 34) 
наявні у 15% випадків Т-ГЛЛ і проявля-
ються як часткова або повна делеція цієї 
ділянки у складі NOTCH1. При цьому му-
тований NOTCH1 набуває резистентності 
до опосередкованої убіквітинлігазою 
FBXW7 протеасомальної деградації, його 
період напіврозпаду подовжується вдвічі, 
а транскрипційна активність значно 
збільшується, що зумовлює проліферацію 
пухлинного клону клітин [15, 19].

Активуючі мутації в PEST домені 
гена NOTCH1 у хворих на В-клітинну 
ХЛЛ виявлено вперше у 2011 р. [1]. 
Частота мутацій становила 8,3% у паці-
єнтів, обстежених на момент діагнозу, 
20,8% — у хворих, резистентних до тера-
пії пуриновими аналогами, і 31% — в осіб 
з синдромом Ріхтера.

При подальшому дослідженні клініч-
ного значення NOTCH1 мутацій на біль-
шій когорті хворих на ХЛЛ (539 осіб) 
встановлено, що мутації NOTCH1 пере-
важно притаманні пацієнтам з трисо-
мією 12-ї хромосоми і практично відсутні 
у хворих з мутаціями гена ТР53 [20].

МЕТОДИ ВИЯВЛЕННЯ 
МУТАЦІЙ ГЕНА NOTCH1
У хворих на ХЛЛ більшість мутацій 

в гені NOTCH1 представлені делецією 
двох нуклеотидів (c.7544_7545delCT; 
p.Pro2514ArgfsX4) у послідовності 
34-го екзона, що кодує PEST домен. 
Як наслідок, утворюється стоп-кодон, 
що призводить до появи білка NOTCH1, 
позбавленого PEST домену [2, 20]. Так, 
за даними S. Jeromin та співавторів [21], 
серед 122 виявлених мутацій у 908 хворих 

на ХЛЛ 109 були локалізовані у PEST 
домені, а у 80 пацієнтів була присутня 
типова делеція c.7544_7545delCT. Ре-
зультатом інших описаних мутацій також 
була втрата PEST домену через утворення 
стоп-кодонів (19 випадків) або зсуву 
рамки зчитування (9 випадків); у 14 ви-
падках відбувалися амінокислотні заміни, 
що впливали на функціональні власти-
вості білка. Такі мутації траплялися тільки 
в поодиноких випадках, лише окремі му-
тації (наслідком всіх, за винятком остан-
ньої, було утворення стоп-кодону) були 
присутні у декількох хворих: p.Gln2459X 
(4 випадки); p.Gln2503X (3 випадки); 
p.Gln2406X, p.Gln2444X та p.Leu2457Val 
(по 2 випадки кожна).

У дослідженні X.S. Puente та співав-
торів [22] встановлено новий механізм 
утворення NOTCH1 білка із втраченим 
PEST доменом. Автори виявили мута-
ції в 3′UTR-некодуючому регіоні гена 
NOTCH1, які призводять до появи сайту 
альтернативного сплайсингу мРНК і, 
як наслідок, делеції значної частини 
34-го екзона, в тому числі й кодуючої 
ділянки PEST домену. Частота таких му-
тацій незначна: при обстеженні 506 па-
цієнтів методом секвенування вони 
були знайдені у 13 (2,6%) осіб, причому 
у 11 випадках була присутня мутація 
с.139390152T>C.

Враховуючи значну частоту деле-
ції c.7544_7545delCT, для виявлення 
переважної більшості хворих, лей-
кемічні клітини яких мають мутації 
гена NOTCH1, запропоновано метод 
алельспецифічної полімеразної лан-
цюгової реакції (ПЛР), що не потребує 
проведення більш складного секвену-
вання ДНК [1]. На рис. 2, 3 представ-
лено власні результати детекції мутації 
c.7544_7545delCT гена NOTCH1 цим 
методом та їх підтвердження методи-
кою прямого секвенування. Крім того, 
нами запропоновано метод виявлення 
делецій c.7544_7545delCT за допо-
могою ПЛР у реальному часі з вико-
ристанням інтеркалюючого барвника 
SYBR Green, який має певні переваги 
над алельспецифічною ПЛР, а також 
новий підхід до виявлення мутації 
с.139390152T>C методом ПЛР з ре-
стрикцією отриманих продуктів реакції.

Таким чином, різні ПЛР-базовані 
методи дозволяють дослідити найбільш 
поширені мутації гена NOTCH1 у «га-
рячих» точках. Детекція всіх ймовірних 
мутацій потребує застосування секве-
нування ділянки гена або використання 
мультиплексного варіанта ПЛР з наступ-
ним фрагментним аналізом [23].

ПРОГНОСТИЧНЕ ЗНАЧЕННЯ 
МУТАЦІЙ ГЕНА NOTCH1
Мутації гена NOTCH1 при ХЛЛ, 

за даними більшості дослідників, асоці-
йовані з несприятливими біологічними 
і клінічними характеристиками:

•	при встановленні діагнозу: про-
лонгованою стадією захворювання, 
вищим ініціальним лейкоцитозом, 
більш вираженою лімфаденопатією, 
іншими маркерами несприятливого 
перебігу (немутований статус генів 
імуноглобулінів, IGHV; висока екс-
пресія антигенів CD38 і ZAP-70);

•	коротшими періодами до початку те-
рапії (time to treatment — ТТТ) та без-
рецидивної виживаності (progression-
free survival — PFS);

•	підвищеною частотою трансформації 
Ріхтера.
Так, у дослідженні S. Chiaretti 

та співавторів [24] при обстеженні 

 
Рис. 1. Схематичне зображення NOTCH1 рецептора і відповідних екзонів гена 
NOTCH1. Зовнішньоклітинна субодиниця NOTCH1 складається з 36 EGF-подібних 
повторів (epidermal growth factor; епідермальний фактор росту), що забезпечують 
розпізнавання ліганда; трьох багатих на цистеїн Lin12/NOTCH повторів (LNR) 
та HD. LNR та HD домени стабілізують рецептор на мембрані за відсутності лі-
ганда. Внутрішньоклітинна субодиниця NOTCH1 (ICN1) містить RAM домен, що 
опосередковує формування транскрипційного комплексу, анкіринові повтори 
(ANK), трансактиваційний домен (TAD) та регуляторний PEST домен. TM — транс-
мембранний домен. 34 UTR-регіон 34-го екзону, що не транслюється. Стрілками 
вказано ділянки локалізації мутацій, ідентифікованих при гострій лімфобластній 
лейкемії T-клітинного походження (T-ГЛЛ) та ХЛЛ

 
Рис. 2. Алельспецифічна ПЛР для виявлення делеції c.7544_7545delCT згідно 
з даними G. Fabbri та співавторів [27]. Додатковий фрагмент (183 нп) свідчить 
про наявність типової делеції в гені NOTCH1



Онкогематология

КЛИНИЧЕСКАЯ ОНКОЛОГИЯ, № 2 (26), 2017 

49

163 первинних хворих на ХЛЛ мута-
ції гена NOTCH1 (c.7544_7545delCT) 
були знайдені у 15,9% випадків. 
Їх наявність асоціювалася з немутова-
ним статусом генів IGHV (р=0,0001), 
високим рівнем експресії антигенів 
CD38 і ZAP-70 (р=0,0025 і р=0,026 відповід-
но), трисомією 12-ї хромосоми (р=0,0028) 
та тенденцією до скорочення періоду ТТТ 
(р=0,058).

При обстеженні більшої кількості 
раніше не лікованих хворих (391 пацієнт) 
NOTCH1 мутації були присутні на кло-
нальному рівні у 14,2% та субклонально-
му — у 7,6% випадків (у цілому — 21,8%). 
Усі виявлені мутації були локалізовані 
у 34-му екзоні (80,5% з них були пред-
ставлені делецією c.7544_7545delCT), 
або в 3′UTR регіоні. Клональні та субкло-
нальні мутації призводили до скорочен-
ня періоду ТТТ: протягом першого року 
спостереження терапія була призначена 
74% пацієнтів із клональними мутація-
ми, 69% — із субклональними мутаціями 
і тільки 34% — без наявності мутацій. 
Водночас на тривалість загальної ви-
живаності впливали тільки клональні 
мутації гена NOTCH1 (р=0,001), але 
не субклональні (р=0,94) [25].

Практично такі самі дані отримано 
і в дослідженні S. Weissmann та співав-
торів [26]: мутації гена NOTCH1 були 
асоційовані з немутованим статусом 
IGHV генів (4,5% — при мутованому 
статусі проти 23,7% — у хворих із нему-
тованим статусом IGHV генів; р=0,001), 
трисомією 12-ї хромосоми (34,2% проти 
10%; р=0,001), скороченням періоду ТТТ 
(медіана 3,6 року порівняно з медіаною 
7,5 року у хворих без мутацій; р=0,005).

Крім того, встановлено, що частота 
мутацій гена NOTCH1 підвищена у хво-
рих із трансформацією Ріхтера [27].

Скорочення загальної виживаності 
за наявності мутації гена NOTCH1 було 
встановлено у вже цитованій роботі [25], 
а також у рандомізованому дослідженні 
порівняння прийому хлорамбуцилу 
і флударабіну з або без циклофосфаміду 
у раніше не лікованих хворих, яке про-
водилося у Великій Британії (UK LRF 
CCL4): медіана загальної виживаності 
становила 54,8 міс порівняно з 74,6 міс 
у хворих без мутацій (р=0,02) [28]. Однак 

в іншому дослідженні (CLL8) це не зна-
йшло підтвердження [29].

Підсумовуючи отримані  дані, 
C.S. Zent і W.R. Burack [30] запро-
понували проведення стратифікації 
хворих на групи ризику залежно від 
молекулярно-генетичних ознак лей-
кемічних клітин. До групи високого 
ризику віднесено пацієнтів із ХЛЛ із де-
леціями 17р13 хромосоми, мутаціями 
гена ТР53, делецією 11q22 хромосоми 
та мутаціями гена АТМ (усі порушують 
механізми репарації ДНК); до групи 
високого/проміжного ризику — хворих 
з немутованим статусом IGHV генів, 
стереотипією В-клітинного рецептора, 
експресією гена IGHV3-21 та мутаціями 
генів NOTCH1, BIRC3, SF3B1 (активація 
передачі внутрішньоклітинних сигналів, 
порушення процесингу мРНК); до групи 
низького ризику — пацієнтів з відсутніс-
тю вищеперелічених ознак.

ПІДХОДИ ДО ТЕРАПІЇ ХВОРИХ 
НА ХЛЛ ЗА УМОВ НАЯВНОСТІ 
МУТАЦІЙ ГЕНА NOTCH1
Важливим наслідком наявності 

в лейкемічних клітинах мутацій гена 
NOTCH1 є зниження рівня експресії 
на поверхневих мембранах клітин анти-
гена CD20. Внутрішньоклітинний до-
мен NOTCH1, як зазначалося, активує 
транскрипцію генів-мішеней в комп-
лексі з транскрипційним фактором 
RBP-Jk (Recombining Binding Protein 
suppressor of hairless), який також може 
зв’язувати гістон-деацетилази (histone 
deacetylases — HDACs) — ферменти, 
що каталізують видалення ацетилових 
груп з e-N-ацетил-лізину гістонів. Гі-
поацетилювання гістонів призводить 
до зменшення проміжку між нуклеосо-
мою та ДНК, що утруднює приєднання 
транскрипційних факторів до ДНК і, 
таким чином, пригнічує експресію ге-
нів. У випадках, коли транскрипційний 
комплекс ICN1-RBP-Jk персистує, зна-
чна кількість HDACs, не асоційованих 
з RBP-Jk, зв’язується з промотором 
гена CD20. Такий механізм запропо-
нували F. Pozzo та співавтори для по-
яснення зниженої експресії CD20 у клі-
тинах хворих на ХЛЛ з мутаціями гена 
NOTCH1 [31]. За даними дослідників, 
застосування інгібіторів HDACs підви-
щує експресію CD20 в клітинах при ХЛЛ.

Низька експресія CD20 за наяв-
ності мутацій гена NOTCH1 пояснює 
знижену чутливість лейкемічних клітин 
до лізису, опосередкованого анти-CD20-
моноклональними антитілами (МкАТ), 
та відсутність ефекту у хворих від призна-
чення анти-CD20-МкАТ як доповнення 
до схеми флударабін-циклофосфамід або 
терапії хлорамбуцилом [29, 32, 33].

Водночас це спонукало дослідників 
до розробки нових підходів до тера-
пії хворих на ХЛЛ з мутаціями гена 
NOTCH1. Одним із них є використання 

інгібіторів γ-секретази, необхідної для 
утворення транскрипційно активного 
внутрішньоклітинного домену білка 
NOTCH1 — ICN1 [34]. Інші механізми 
вірогідного впливу: порушення дозрі-
вання NOTCH1 рецептора у ендоплаз-
матичному ретикулумі (застосування 
інгібіторів Са2+-АТФаз сарко-/ендоплаз-
матичного ретикулума); пригнічення 
активності металопротеїнази ADAM10, 
що видаляє зовнішньоклітинну частину 
NOTCH1 рецептора при зв’язуванні 
з лігандом; пряма інгібіція активності 
NOTCH1-опосередкованого транскрип-
ційного комплексу за допомогою висо-
коспецифічного пептиду SAHM1 [35–37].

Таким чином, визначення мутацій-
ного статусу гена NOTCH1 при ХЛЛ може 
використовуватися як:

•	прогностичний маркер;
•	предиктивний маркер відповіді на те-

рапевтичні схеми із застосуванням 
анти-CD20-МкАТ;

•	ідентифікація пацієнтів, в терапії 
яких можуть бути застосовані інгібі-
тори NOTCH1-залежного сигнально-
го шляху.
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Мутации гена NOTCH1 при хронической 
лимфоцитарной лейкемии
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Резюме. В статье представлены современные данные 
о влиянии мутаций гена NOTCH1 на развитие хронической 
лимфоцитарной лейкемии: частота их встречаемости, методы 
обнаружения, ассоциация с клиническим течением заболе-
вания, прогностическое значение и новые подходы к терапии 
больных с мутациями.
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Summary. The paper presented the modern data of influence 
NOTCH1 gene’s mutations on development of chronic lymphocytic 
leukemia: their frequencies, methods of detection, associations with 
clinical data, prognostic significance and approaches to the therapy 
of patients with NOTCH1 mutations.
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