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Рабдомиосаркомы (РМС) – группа злокачественных опухолей мягких тканей, как считалось, 
преимущественно детского возраста. Альвеолярная РМС (аРМС) является вторым по частоте 
встречаемости вариантом РМС. В подавляющем большинстве случаев при аРМС обнаруживается 
транслокация гена FOXO1. Такие опухоли агрессивны, рано метастазируют и ассоциированы с 
худшим прогнозом для пациента. Однако часть случаев аРМС относятся к РМС без классических 
хромосомных перестроек. Данные опухоли также имеют альвеолярную морфологию, но 
в неопластических клетках отсутствует транслокация гена FOXO1. Эти неперестроенные 
круглоклеточные РМС клинически ведут себя иначе и имеют более благоприятный прогноз. Цель 
работы: провести оценку частоты встречаемости перестроек гена FOXO1 в группе круглоклеточных 
РМС с альвеолярной морфологией. Исследуемую группу составили 250 образцов опухолевой 
ткани пациентов с РМС. Данное исследование одобрено независимым этическим комитетом и 
утверждено решением ученого совета ФГБУ «НМИЦ ДГОИ им. Дмитрия Рогачева» Минздрава 
России. Цитогенетическое исследование проводилось методом флуоресцентной гибридизации in 
situ с локус-специфичным зондом FOXO1 (13q14). Выявление химерных транскриптов PAX3-FOXO1 
(COSF247) и PAX7-FOXO1 (COSF287) проводилось с помощью полимеразной цепной реакции (ПЦР) 
в режиме реального времени. В исследуемой группе 1 (аРМС) перестройка PAX3/7-FOXO1 была 
выявлена в 44% случаев, в 32% была обнаружена сочетанная перестройка с амплификацией 3’ 
конца гена FOXO1. В 1 случае выявлена амплификация 3’ конца гена FOXO1 без перестройки, 
данный образец был отправлен на дополнительное исследование методом ПЦР, в результате 
которого был обнаружен химерный транскрипт PAX3-FOXO1. В 22% случаев не было выявлено 
никаких изменений. В группе 2 (эмбриональные РМС) в 100% случаев не было выявлено 
перестройки гена FOXO1. Группа круглоклеточных РМС с генетической точки зрения является 
неоднородной и представлена 3 вариантами генетических событий, определяющих прогноз 
течения болезни. В то же время в группе РМС с неальвеолярной морфологией аномалии гена 
FOXO1 не встречаются.
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Rhabdomyosarcomas (RMS) are group of soft tissue malignant tumours predominantly childhood. Alveolar rhabdomyosarcoma 
(aRMS) is the second most common variant of RMS. The majority of aRMSs display a translocations of FOXO1 gene. Such 
tumours are aggressive, metastasize early and are associated with a worse prognosis for the patient. However, some aRMS 
cases are rhabdomyosarcomas without classic chromosomal rearrangements. These tumors also have alveolar morphology, 
but neoplastic cells lack the FOXO1 gene translocation. Such fusion-negative round-cell RMSs behave clinically differently and 
have a better prognosis. The aim of the present study was to assess the prevalence of FOXO1 gene rearrangements in the group 
of round cell rhabdomyosarcomas with alveolar morphology. This study is supported by the Independent Ethics Committee 
and approved by the Academic Council of the Dmitry Rogachev National Medical Research Center of Pediatric Hematology, 
Oncology and Immunology. The study group consisted of 250 formalin-fixed paraffin-embedded samples from patients with 
RMS. The cytogenetic study was performed by fluorescence in situ hybridization with a locus-specific identifier (LSI) for FOXO1 
(13q14). The PAX3-FOXO1 (COSF247) and PAX7-FOXO1 (COSF287) fusion transcripts was detected by RT-PCR. In the study 
group 1 (аRMS), the rearrangement of PAX3/7-FOXO1 was detected in 44% of cases, in 32% of cases was detected a combined 
rearrangement with amplification of the 3' FOXO1. In one case, the amplification of the 3' end of the FOXO1 gene was detected 
without rearrangement; this sample was sent for additional PCR study, as a result of which the chimeric PAX3-FOXO1 transcript 
was detected. In 22% cases cytogenetic abnormalities were not found. has not been identified. In group 2 (embryonal RMS) we 
did not detect translocation. The group of round-cell PMCs is heterogeneous and is represented by three variants of genetic 
events that determine the disease prognosis. At the same time, FOXO1 gene abnormalities are not found in the RMS group with 
non-alveolar morphology.
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Рабдомиосаркомы (РМС) – группа злокаче-
ственных опухолей мягких тканей, как счита-
лось, преимущественно детского возраста. 

Примерно 50% всех случаев РМС приходится на 
первую декаду жизни, пик возникновения – на 4 года 
[1–7]. Большинство случаев РМС являются споради-
ческими и возникают de novo, но некоторые ассоци-
ированы с такими генетическими заболеваниями, как 
синдром Ли–Фраумени, синдром Беквита–Видемана, 
нейрофиброматоз 1-го типа [8–11]. Существуют 
сообщения о развитии РМС у взрослых и пожилых 
людей не только за счет плеоморфных форм [12–14].

Согласно классификации Всемирной органи-
зации здравоохранения (2019), группа РМС вклю-
чает в себя эмбриональный (эРМС), альвеолярный 
(аРМС), плеоморфный и вретеноклеточный/склеро-
зирующий варианты [15]. Наиболее распространен-
ными являются эРМС и аРМС, которые отличаются 
морфологией, генетикой, локализацией, клиниче-
ским течением и прогнозом [16].

эРМС составляет примерно 70% всех случаев 
РМС. Пик возникновения приходится на возрастной 
диапазон от 0 до 4 лет. Наиболее часто эРМС пора-
жает урогенитальный тракт, область головы и шеи 
(особенно орбиту) [1, 2, 16, 17]. В настоящий момент 
нет описанных геномных аномалий, строго ассоции-
рованных с эРМС, поскольку в отличие от аРМС она 
имеет множественные аномалии генома на цитогене-
тическом и молекулярном уровнях [18]. В основном 
эРМС характеризуется комплексными генетическими 
изменениями, включающими в себя аномалии числа 
копий и потерю гетерозиготности крупных хромосо-
мных регионов, а также нуклеотидные замены в онко-
генах и генах-супрессорах опухолевого роста [19–21].

На долю аРМС приходится около 30% всех 
РМС. Самая частая локализация – глубокие мягкие 
ткани верхних и нижних конечностей [22]. аРМС 
более агрессивна, рано метастазирует и ассоции-
рована с худшим прогнозом по сравнению с эРМС 
[16]. Примерно в 70–95% случаев при аРМС обна-
руживается 1 из 2 возможных сбалансированных 
транслокаций, которые являются цитогенетическими 
маркерами данной опухоли. В результате пере-
строек t(2;13)(q35;q14) и t(1;13)(p36,q14) происходит 
слияние 5’ конца гена PAX3 (хромосома 2) или PAX7 
(хромосома 1) и 3’ конца гена FOXO1 (хромосома 13) 
[22, 23]. Продукты химерных генов – онкопротеины 
PAX3-FOXO и PAX7-FOXO1 являются онкогенными 
транскрипторными факторами [24]. Остальные аРМС, 
в которых отсутствует перестройка PAX3/7-FOXO1, 
демонстрируют клиническое поведение и генетиче-
ские изменения, сходные с эРМС. Это подразумевает, 
что статус химерного гена PAX3/7-FOXO1 незави-
симо от гистологии является критическим фактором 
для стратификации пациентов на группы риска [25]. 

Оставшиеся 5–30% случаев аРМС относятся к РМС 
без классических хромосомных перестроек. Это 
опухоли, имеющие альвеолярную морфологию, в 
клетках которых не обнаружена транслокация гена 
FOXO1. Данный вариант аРМС представляет особый 
интерес, поскольку опухоли из этой подгруппы 
демонстрируют клиническое поведение и генети-
ческие изменения, сходные с эРМС. В связи с чем 
возникает вопрос о происхождении, клиническом 
течении и адекватном лечении пациентов с кругло-
клеточными РМС без классических хромосомных 
перестроек. 

Цель настоящей работы: провести оценку 
частоты встречаемости перестроек гена FOXO1 в 
группе круглоклеточных аРМС. Кроме того, учитывая 
феномен аРМС и РМС без классических перестроек, 
целью ставилось оценить наличие химерных генов 
с вовлечением FOXO1 в РМС c некруглоклеточной 
морфологией. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Данное исследование одобрено независимым 
этическим комитетом и утверждено решением 
ученого совета ФГБУ «НМИЦ ДГОИ им. Дмитрия Рога-
чева» Минздрава России. 

Проведен ретроспективный анализ данных паци-
ентов, у которых за период с 2013 по 2019 г. был 
верифицирован диагноз РМС.

На основании данных сопроводительных доку-
ментов и результатов исследования микроскопиче-
ских препаратов из архива отделения были отобраны 
250 парафиновых блоков пациентов с РМС. Вместе 
с парафиновыми блоками для каждого случая был 
произведен подбор гистологических стекол, окра-
шенных гематоксилином и эозином. Отбор архив-
ного материала производился в соответствии с 
требованиями этического комитета учреждения и 
с информированного добровольного согласия на 
исследование пациентов или их представителей. В 
каждом отдельном случае несколькими специали-
стами был произведен пересмотр гистологических 
препаратов, окрашенных гематоксилином и эозином, 
в результате чего для данной работы из всего объема 
материала были отобраны образцы аРМС и эРМС. 

Всего в исследование было включено  
183 образца опухолевой ткани. Подготовку к микро-
диссекции опухолевого материала из парафиновых 
блоков проводили под контролем среза, окрашенного 
гематоксилином и эозином.

Из полученного объема материала были собраны 
мультиблоки (tissue microarray) для проведения 
последующих исследований. Случаи в блоках карти-
рованы с использованием заведомо чужеродных 
контролей. 
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Техническую часть исследования осуществляли 
с помощью EverBio AutoTiss 10C (EverBio Technology 
Inc., Тайвань) – автоматизированной системы для 
создания тканевых матриц (ТМА) на блоках-реци-
пиентах. Диаметр используемого панча (core) 2 мм. 
На полученных серийных срезах ТМА проводилось 
цитогенетическое исследование методом флуорес-
центной гибридизации in situ (FISH) с локус-специ-
фичным зондом Vysis LSI FOXO1 (13q14) Dual Color, 
Break Apart Rearrangement Probe (Abbott, США) 
согласно инструкции производителя. 

Анализ результатов FISH производился в соот-
ветствии с международной цитогенетической класси-
фикацией 2016 г. (ISCN 2016) [26]. В каждом случае 
анализировали не менее 200 интерфазных ядер с 
четкими сигналами.

Для части образцов проводилось выявление 
химерных транскриптов PAX3-FOXO1 (COSF247) и 
PAX7-FOXO1 (COSF287) с помощью полимеразной 
цепной реакции (ПЦР) в режиме реального времени. 

Для этого 300 нг РНК, выделенной из срезов пара-
финового блока, содержащего ткань опухоли, 
подвергались реакции обратной транскрипции с 
использованием MMLV-ревертазы (Синтол, Россия). 
Полученная комплементарная ДНК вносилась в 
ПЦР, проводимую при следующих условиях: иници-
альная денатурация – 95°С – 15 мин; 45 циклов 95°С –  
15 с, 66°С – 30 с, 72°С – 45 с; финальная элонгация –  
72°С – 1 мин. Конечные концентрации компонентов 
ПЦР в реакционной смеси составили – 3,5 mM 
MgCl2; 0,2 mM каждого дезоксинуклеотидтрифос-
фата; 0,08 МЕ/mL TaqF ДНК-полимеразы; 0,18 mM 
олигонуклеотидных праймеров; 0,12 mM флуо-
ресцентного зонда. Нуклеотидные последователь-
ности праймеров: PAX3 (транскрипт NM_181459.4, 
экзон 7): TCCAACCCCATGAACCCC, PAX7 (транскрипт 
NM_002584.3, экзон 7): CAACCACATGAACCCGGTC, 
FOXO1 (транскрипт NM_002015.4, экзон 2): 
GCCATTTGGAAAACTGTGATCC; флуоресцентного 
зонда – FOXO1 (транскрипт NM_002015.4, экзон 2): 
R6G-ATGCTCAATCCAGAGGGTGGCAAGAG-BHQ1. Для 
контроля выделения РНК и эффективности обратной 
транскрипции проводилось выявление экспрессии 
референсного гена ABL с помощью ПЦР в режиме 
реального времени. Образцы с величиной порогового 
цикла гена ABL более 30,0 исключались из анализа.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Из всего объема материала были сформированы 
2 группы исследования. В первую группу исследо-
вания вошли 118 пациентов с эРМС в возрасте от  
1,5 месяца и до 18 лет (медиана 4,7 года). Половое 
соотношение мальчики:девочки составило 1,5:1. 
Вторую группу исследования составили 65 паци-
ентов с аРМС в возрасте от 1 года до 44 лет (медиана 
возраста 2,6 года). Половое соотношение мальчики: 
девочки было 0,9:1 (таблица 1). 

Цитогенетическое исследование методом FISH 
было проведено в 41 из 65 случаев аРМС и в 80 из 
118 случаев эРМС. Потери исследуемого материала 
связаны с особенностями проведения преаналити-
ческого этапа ТМА-метода и составили менее 10%. 
Результаты представлены в таблице 2. 

В группе аРМС перестройка PAX3/7-FOXO1 
была выявлена в 18 (44%) образцах, помимо этого, 
в 13 (32%) образцах была обнаружена сочетанная 

Таблица 1
Инициальные данные 183 случаев РМС
Table 1
The initial characteristics of 183 patients with 
rhabdomyosarcomas (RMS) 
Показатель
Parameter

эРМС (n = 118)
еRMS (n = 118)

аРМС (n = 65)
аRMS (n = 65)

Возраст, годы
Age, years

< 1 5 0
1–18 113 64
> 18 0 1

Пол
Gender

Мужской 
Male 70 31

Женский
Female 48 34

Локализация
Location

Область головы и шеи
Head and neck 52 22

Конечности
Extremities 8 19

Туловище
Torso 3 4

Область таза
Pelvis 2 6

Урогенитальный тракт
Urogenital tract 38 7

Брюшная полость 
Abdominal cavity 11 –

Локализация неизвестна
Unknown location 4 7

Notes. Here and in table 2: еRMS – embryonal rhabdomyosarcoma;  
аRMS – alveolar rhabdomyosarcoma.

Таблица 2
Результаты исследования статуса гена FOXO1 (FISH)
Table 2
The FOXO1 gene status evaluated by FISH 
Группа
Group

Транслокация
Translocation

Изолированная амплификация
Amplification 

Транслокация + 
амплификация

Translocation + amplification

Норма
Normal results

аРМС
аRMS

18/41 0/41 13/41 9/41

эРМС
еRMS

– – – 80/80
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перестройка с амплификацией 3’ конца гена FOXO1 
(рисунок 1). В 1 случае выявлена амплификация 3’ 
конца гена FOXO1 без перестройки, данный образец 
был отправлен на дополнительное исследование 
методом ПЦР, в результате которого был обна-
ружен химерный транскрипт PAX3-FOXO1. В 9 (22%) 
образцах не было выявлено никаких изменений. 

В группе эРМС в 73 (91%) образцах не было 
выявлено перестройки гена FOXO1, при этом в  
7 (9%) случаях качество материала не позволило 
четко и однозначно интерпретировать резуль-
таты исследования. Поскольку идентифицировать 
отдельные клетки с четкими сигналами не представ-
лялось возможным, было принято решение иссле-
довать статус гена FOXO1 с применением метода 
ПЦР. В результате дополнительного исследования  
7 образцов транскрипты химерных генов PAX3/7-FOXO1 
не были обнаружены, следовательно, предположение о 
наличии перестройки FOXO1 не подтвердилось. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ ИССЛЕДОВАНИЯ

Активное развитие молекулярно-генетических 
исследований позволило пролить свет на осново-
полагающие механизмы онкогенеза. Изученные 
и описанные генетические изменения ко всему 
прочему повлияли на скорость и точность диагно-
стики, поскольку морфологической и иммуногистохи-
мической характеристики опухолевой ткани не всегда 
достаточно для постановки диагноза [27]. 

Статус гена FOXO1 является первым генетическим 
маркером РМС, который стал использоваться повсе-
местно и вошел в рутинную практику. До определен-
ного времени считалось, что во всех случаях аРМС 
обнаруживается искомая перестройка [16]. Однако 
дальнейшие исследования в области молекулярных 
механизмов развития РМС показали, что примерно 
в одной трети случаев химерный ген не обнаружи-

вается [25, 28]. Результаты нашего исследования 
полностью согласуются с литературными данными: 
перестройка гена FOXO1 обнаружена в 78% случаев 
аРМС (описанные данные находятся в диапазоне от 
70 до 95%), а 22% случаев аРМС без транслокации 
являются неперестроенными круглоклеточными 
РМС [15]. Сочетание альвеолярного гистологиче-
ского паттерна с химерным геном PAX3/7-FOXO1 
прогнозирует у пациента тяжелое течение болезни 
с достаточно неблагоприятным прогнозом и 
высоким риском метастазирования [29]. Наряду 
с основополагающим событием туморогенеза –  
транслокацией гена FOXO1 – мы выявили и другое 
генетическое событие, которое способно влиять 
на биологию опухолевых клеток. Примерно в одной 
трети случаев (34%) аРМС с классическими пере-
стройками обнаружена амплификация 3’ конца гена 
FOXO1. Данная аберрация встречается относительно 
часто, причем с вероятностью 93% она обнаружи-
вается в сочетании с t(1;13)(p36,q14), приводящей к 
образованию химерного гена PAX7-FOXO1 [30, 31]. 
Амплификация химерного онкогена является важным 
предиктором общей выживаемости пациентов с 
аРМС. Так, 5-летняя общая выживаемость пациентов 
с данной аберрацией в 2 раза выше, чем у больных 
без нее (80% и 40% соответственно) [29]. Стоит отме-
тить, что у пациентов с амплификацией PAX3/7-FOXO1 
ниже уровень инвазии опухоли в прилежащие ткани и 
лимфатические узлы [29]. Любопытно, что в 1 образце 
РМС изначально методом FISH была обнаружена 
изолированная амлификация 3’ конца (рисунок 2), что 
было подвергнуто сомнению в связи с отсутствием 
подобных сообщений в открытом доступе. С помощью 
дополнительного и более точного метода диагностики 
в данном случае был обнаружен химерный транс-
крипт PAX3-FOXO1. Таким образом, амплификация 
химерного гена может быть использована не только 
в качестве маркера благоприятного прогноза аРМС 

Рисунок 1
Результаты FISH c зондом LSI FOXO1 (13q14) Dual Color: А – распределение сигналов в норме (транслокация 
отсутствует); Б – распределение сигналов при транслокации (2G:2R); В – распределение сигналов при соче-
танной транслокации и амлификации (nG:2R). R – красные сигналы 5’ FOXO1; G – зеленые сигналы 3’ FOXO1 
Figure 1
Results of FISH analysis with LSI FOXO1 (13q14) Dual Color probe: А – normal fusion signals (yellow); Б – translocation signals 
(two red and two green split signals, 2R:2G); В – translocation signals with amplification (more green than red signals, nG:2R)
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с классическими хромосомными перестройками, а 
также как косвенный признак наличия транслокации. 
Последнее утверждение, бесспорно, требует более 
масштабных и тщательных исследований.

Наиболее узнаваемая по круглоклеточному 
гистологическому паттерну аРМС на генетиче-
ском уровне является не такой уж и однородной. 
В нашем исследовании нам удалось обнаружить  
3 цитогенетических варианта аРМС: без аберраций 
гена FOXO1, с наличием перестройки гена FOXO1 
и сочетанием транслокации и с амплификацией 3’ 
конца гена FOXO1. Каждый из описанных вариантов 
отличается особенностями течения болезни. аРМС 
с перестройкой гена характеризуется агрессивным 
течением и неблагоприятным прогнозом, сочетание 
амплификации и перестройки гена FOXO1 ассоцииро-
вано с лучшей общей выживаемостью, а неперестро-
енные круглоклеточные РМС (рисунок 3) протекают 
достаточно благоприятно и не очень отличаются по 
клиническому поведению от эРМС. В связи с этим 
возникает вопрос об истинной гистогенетической 
принадлежности неперестроенных аРМС. 

Все вышеописанное свидетельствует о 
возможной клинической значимости цитогенетиче-
ских и молекулярно-генетических исследований в 
контексте аРМС.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В группе аРМС частота генетических аномалий 
с участием гена FOXO1 встречается в 78%. Группа 
круглоклеточных РМС с генетической точки зрения 
является неоднородной и представлена 3 вариан-
тами генетических событий, определяющих прогноз 
течения болезни. В то же время в группе РМС с 
неальвеолярной морфологией аномалии гена FOXO1 
не встречаются. Данные сведения важны на диагно-
стическом этапе при лечении пациентов с круглокле-
точными РМС. 
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Рисунок 2
Случай аРМС с амплификацией 3’ FOXO1. FISH с 
зондом Vysis LSI FOXO1 (13q14) Dual Color, × 63. В 
части клеток (А и Б) помимо 2 нормальных (желтых) 
сигналов были идентифицированы дополнительные 
(зеленые) сигналы от конца 3’ исследуемого гена  
Figure 2
аRMS with amplification 3’ FOXO1. FISH analysis with LSI 
FOXO1 (13q14) Dual Color probe, × 63. Some cells (А and 
Б) snow more green split signals for than red split signals. 
Green signals for centromeric region of FOXO1 (3’ FOXO1), 
red signals for telomeric region of gene 

Рисунок 3
Неперестроенная аРМС. Данная РМС демонстрирует 
абсолютно характерную альвеолярную морфологию 
при рутинном гистологическом исследовании, окра-
ска гематоксилином и эозином: А – × 10; Б – × 20. 
При этом FISH-исследование с использованием ло-
кус-специфичного зонда не подтверждает наличия 
перестройки FOXO1 (В; FISH, зонд LSI FOXO1 (13q14) 
Dual Color, × 63)  
Figure 3
Fusion-negative аRMS. This RMS shows classical alveolar 
pattern, H&E staining: А – × 10; Б – × 20. But FISH analysis 
(В – FISH, LSI FOXO1 (13q14) Dual Color, × 63) shows 
normal fusion signal (lack PAX3- or PAX7-FOXO1fusions)
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