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Резюме

В ходе лейкозогенеза наблюдается последовательное накопление драйверных аберраций, приводящих к раз-
витию острого миелоидного лейкоза (ОМЛ). Поскольку мутации в гене NPM1 при отсутствии сопутствующей 
мутации FLT3-ITD имеют положительную прогностическую ценность и могут служить самостоятельными ми-
шенями для оценки минимальной остаточной болезни при данном заболевании, требуется их быстрая и точная 
идентификация у лиц с впервые выявленным ОМЛ. В настоящее время в литературе имеются результаты не-
скольких отечественных исследований мутационного спектра NPM1 на взрослой когорте пациентов, имеющих 
«узкую» географию. Цель данной работы – изучить частоту и спектр вставок в 12-м экзоне гена NPM1 в выборке 
пациентов с de novo острым миелоидным лейкозом, проживающих в крупном сибирском мегаполисе. Матери-
ал и методы. Группу исследования составили 128 первичных больных ОМЛ г. Новосибирска. Для скрининга 
применялся метод ПЦР с фланкирующими праймерами, для установления последовательности и места встав-
ки – прямое секвенирование по Сенгеру методом капиллярного электрофореза. Результаты и их обсуждение. 
Частота мутаций в 12-м экзоне гена NPM1 в группе исследования составила 14,8 %, 84,4 % находок представ-
лены вставками типа А, в одном случае (5,2 %) выявлена вставка типа В. Идентифицированы две новые ранее 
не описанные инсерции, c.863_864insTGCT и c.868_869insAAGC. Первая из них по своему функциональному 
эффекту аналогична изменениям, наблюдающимся при классических вставках типа А и В: приводит к удлине-
нию кодируемого белка, сдвигу рамки считывания, утрате мотива сигнала ядрышковой локализации с форми-
рованием типичного мотива сигнала экспорта нуклеофосмина из ядра. Отличительной особенностью инсерции 
c.868_869insAAGC являлось частичное сохранение сигнала ядрышковой локализации благодаря присутствию 
триптофана в 288-м положении. Заключение. С применением разработанного набора праймеров можно прово-
дить скрининг мутаций в 12-экзоне NPM1 у пациентов с ОМЛ в течение одного рабочего дня, а также их даль-
нейшую точную идентификацию методом прямого секвенирования в течение первого индукционного цикла 
лечения. 
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Abstract

During leukemogenesis, there is a consistent accumulation of driver aberrations leading to the development of acute 
myeloid leukemia (AML). Since mutations in the NPM1 gene in the absence of a concomitant FLT3-ITD mutation have 
favorable prognostic value and can serve as independent targets for assessing minimal residual disorder in this disease, 
their rapid and accurate identification in patients with newly diagnosed AML is required. Currently, the literature contains 
the results of several domestic studies of the mutation spectrum of NPM1 in an adult cohort of patients with a “narrow” 
geography. The aim of the work was to study the frequency and spectrum of insertions in the 12th exon of the NPM1 
gene in a sample of patients with de novo acute myeloid leukemia living in a large Siberian metropolis. Material and 
methods. The study group consisted of 128 primary patients with AML in Novosibirsk. The PCR method with flanking 
primers was used for screening, and direct Sanger sequencing by capillary electrophoresis was used to establish the 
sequence and insertion site. Results and discussion. The frequency of mutations in the 12th exon of the NPM1 gene in 
the study group was 14.8 %, 84.4 % of the findings were inserts of type A, in one case (5.2 %) an insert of type B. Two 
new insertions previously undescribed were identified, c.863_864insTGCT and c.868_869insAAGC. The first of them is 
similar in its functional effect to the changes observed with classical inserts of type A and B: it leads to an elongation of 
the encoded protein, a shift in the reading frame, and the loss of the nucleolar localization signal motif with the formation 
of a typical nucleophosmin export signal motif from the nucleus. A distinctive feature of c.868_869insAAGC insertion 
was the partial preservation of the nucleolar localization signal due to the presence of tryptophan in the 288th position. 
Conclusions. Using the developed set of primers, it is possible to screen mutations in NPM1 exon 12 in patients with 
AML within one working day, as well as their further accurate identification by direct sequencing during the first 
induction treatment cycle.
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Введение
Острый миелоидный лейкоз (ОМЛ) по сво-

им молекулярно-генетическим и клиническим 
характеристикам является крайне гетерогенным 
заболеванием. После публикации третьего пере-
смотра классификации ВОЗ в 2001 г. признание 

получил тот факт, что не только перестройки или 
числовые аномалии хромосом, но и генные мута-
ции участвуют в развитии лейкозного процесса. 
Понимание высокой значимости генных мутаций 
в лейкозогенезе проложило путь к генетической 
характеристике многих случаев ОМЛ без цитоге-
нетических нарушений [1]. В дальнейшем укре-
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пилось понимание, что целый ряд генетических 
аномалий связан с клиническими, морфологиче-
скими и/или фенотипическими особенностями 
ОМЛ. Многие молекулярно-генетические на-
рушения в опухолевых клетках оказались мощ-
ными прогностическими маркерами и важными 
мишенями таргетного лечения [1]. Так, в класси-
фикации ВОЗ 2008 г. категория «ОМЛ с рециди-
вирующими генетическими аномалиями» стала 
охватывать уже около 60 % случаев заболевания. 
Начиная с данного же пересмотра классификации 
в качестве отдельного варианта лейкозов были 
выделены случаи заболевания с мутациями в гене 
NPM1 [2]. 

Ген NPM1 человека картирован на хромосоме 
5q35, содержит 12 экзонов и в результате альтер-
нативного сплайсинга кодирует три изоформы 
нуклеофосмина NPM, две из которых представ-
лены в клетках в незначительных количествах 
[3]. Наиболее распространенная изоформа пред-
ставляет собой белок из 294 аминокислот массой 
около 37 кДа (рис. 1). Он имеет консервативный 
N-концевой домен, регулирующий олигомери-
зацию и шаперонную активность NPM по от-
ношению к нуклеиновым кислотам, гистонам и 
другим белкам. Средняя часть нуклеофосмина 
содержит два кислотных участка, которые имеют 
решающее значение для связывания гистонов; 
сегмент между кислотными участками проявляет 
рибонуклеазную активность. С-концевой домен 
имеет области, которые участвуют в связывании 
нуклеиновых кислот и обеспечивают активность 
рибонуклеазы [3]. Нуклеофосмин, таким обра-
зом, участвует в биогенезе рибосом, синтезе и 
созревании РНК, ремоделировании хроматина, а 
также поддержании стабильности генома за счет 
регуляции репарации ДНК и апоптоза [4]. 

В средней части нуклеофосмина и на грани-
це с С-концевым доменом расположены мотивы 
сигнала ядерной локализации (nuclear localisation 
signal, NLS). Далее следует короткий ароматиче-
ский участок – мотив сигнала ядрышковой лока-
лизации (nucleolus-localizing signal, NoLS), вклю-
чающий триптофаны в положениях 288 и 290. 
Все они имеют решающее значение для переноса 

NPM из цитоплазмы в ядро, где далее нуклеофос-
мин транслоцируется в ядрышко. Также в белке 
NPM в N-концевом домене идентифицированы 
высококонсервативные мотивы сигнала экспорта 
из ядра (nuclear export signal, NES), в аминокисло-
тах 94–102 и 42–61, с лейцином 42 и 44 положени-
ях в качестве критических остатков для ядерного 
экспорта. Однако, несмотря на это, в физиологи-
ческих условиях ядерный импорт данного белка 
значительно преобладает над экспортом, и NPM 
остается локализованным в ядрышках [3]. 

Мутации в NPM1 являются наиболее распро-
страненными генетическими изменениями при 
ОМЛ. У взрослых они выявляются в каждом чет-
вертом–третьем случае заболевания, по разным 
оценкам достигая частоты до 50–85 % случаев 
лейкоза с нормальным кариотипом [2]. На сегод-
няшний день идентифицировано более 50 типов 
мутаций в гене NPM1, практически все они пред-
ставляют собой инсерции различной протяжен-
ности и группируются в 12-м экзоне. Несмотря 
на молекулярную гетерогенность, данные мута-
ции вызывают однотипные изменения на С-конце 
мутантного белка, а именно потерю триптофана 
в положениях 288 и/или 290, приводящую к на-
рушению мотива NoLS и формированию ново-
го (дополнительного) мотива сигнала экспорта 
из ядра (new nuclear export signal, nNES) [3]. В 
результате этого кодируемый геном белок абер-
рантно накапливается в цитоплазме лейкозных 
клеток, утрачивая возможность выполнять кано-
нические функции в ядре [5, 6]. Редкие мутации 
NPM1 описаны в экзонах 5, 9 и 11. Они также вы-
зывают аномальную цитоплазматическую лока-
лизацию нуклеофосмина [7].

Инсерция типа A (дупликация нуклеотидов 
TCTG в 288 триплет) в гене NPM1 выявляется в 
75–80 % случаев, тогда как следующие по часто-
те инсерции типа B (вставка CATG) и D (встав-
ка CCTG) – в 10 и 5 % случаев соответственно. 
Другие типы мутаций у взрослых встречаются 
очень редко в отличие от пациентов с ОМЛ дет-
ского возраста [8]. При этом мутированный ста-
тус NPM1 у детей встречается гораздо реже (око-
ло 8 %), практически никогда не обнаруживается 

Рис. 1. Доменное строение нуклеофосмина
Fig. 1. Domain structure of nucleophosmin
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у детей младше трех лет и по разным оценкам 
всего в 11–50 % случаев представлен инсерцией 
типа А [6].

Предложено несколько методов выявления 
мутаций в 12-м экзоне гена NPM1, включая ка-
чественные и количественные молекулярно-ге-
нетические подходы от ПЦР с фланкирующими 
праймерами [9], аллель-специфичной ПЦР [8] и 
анализа кривых плавления высокого разрешения 
[10] до прямого секвенирования по Сенгеру [11], 
фрагментного анализа [12, 13], высокопроизводи-
тельного секвенирования [11, 14], а также такие, 
как иммуногистохимическое окрашивание, ве-
стерн-блоттинг и проточная цитометрия [15–17]. 
Все они, скорее, дополняют друг с друга, чем 
конкурируют; каждый имеет свои преимущества 
и недостатки [11–13, 18]. Выбор метода для вы-
явления мутаций NPM1 при постановке диагноза 
может основываться на опыте и финансовых воз-
можностях, доступности оборудования, примене-
нии трепанобиопсии при диагностике ОМЛ в том 
или ином лечебном учреждении и т.д. [3]. 

Основным препятствием для повсеместного 
применения большинства высокотехнологичных 
методик, позволяющих точно идентифицировать 
мутации при ОМЛ, является недостаточная ос-
нащенность диагностических лабораторий спе-
циализированным оборудованием и реактивной 
базой для проведения подобных исследований, а 
также их дороговизна и длительность ожидания 
результата. Так, ОМЛ считается неотложной кли-
нической ситуацией: генетическое тестирование, 
определение прогноза заболевания и начало тера-
пии следует начинать как можно в более короткие 
сроки. Длительная отсрочка индукционной хи-
миотерапии в ожидании получения результатов 
молекулярно-генетического тестирования значи-
тельно ухудшает исход заболевания [19]. Кроме 
того, не все представленные методы позволяют 
проводить точную идентификацию типа мутации 
для дальнейшего использования ее в качестве ми-
шеней для оценки минимальной остаточной бо-
лезни (МОБ) [20].

В ходе литературного поиска найдено не-
сколько отечественных исследований мутаци-
онного спектра NPM1 на взрослой когорте па-
циентов [21–26], имеющих «узкую» географию. 
Публикации описывают частоту и спектр мута-
ций в гене NPM1 при ОМЛ у пациентов европей-
ской части нашей страны. Цель исследования ‒ 
изучить частоту и спектр вставкок в 12-м экзоне 
гена NPM1 в выборке пациентов с de novo острым 
миелоидным лейкозом, проживающих в крупном 
cибирском мегаполисе.

Материал и методы
Группу исследования составили 128 первич-

ных больных ОМЛ Городского гематологическо-
го центра и Областной клинической больницы 
г. Новосибирска. Исследование одобрено Ко-
митетом по биоэтике Новосибирского государ-
ственного медицинского университета (протокол 
№ 150 от 16.02.2023). Все пациенты, включенные 
в исследование, подписали добровольное инфор-
мированное согласие. 

Экстракция ДНК из клеток костного мозга 
пациентов выполнялась коммерчески доступным 
набором для выделения ДНК из биоматериала на 
магнитных частицах (Biolabmix, Россия). Специ-
фические последовательности олигодезоксири-
бонуклеотидных праймеров для детекции му-
таций р.W288Cfs*12 в гене NPM1 подбирали с 
помощью программы Vector NTI (Thermo Fisher 
Scientific, США): 5`-ttttttccaggctattcaag-3` – пря-
мой праймер; 5`-ctgttacagaaatgaaataagacgg-3` – 
обратный праймер (синтезированы ООО «Био-
синтез», г. Новосибирск). В ходе подбора 
добивались максимального уменьшения длины 
амплифицируемого продукта с целью улучшения 
визуализации при электрофорезе разницы в дли-
не нормальной и мутантной аллели и при этом 
сохранения возможности проведения прямого 
секвенирования. 

Реакционная смесь объемом 25 мкл содержала 
75 мМ Tris-HCl, pH 8,8, 20 мМ (NH4)2SO4, 0,01 % 
Tween-20, 1 мкл тотальной ДНК, по 0,5 мкМ каж-
дого праймера, 1,25 мM MgCl2, 0,5 мМ каждого из 
dNTP, 1 ед. акт. SynTaq ДНК-полимеразы («Син-
тол», г. Москва). Амплификацию проводили 
на термоциклере «Терцик» (ЗАО НПФ «ДНК-
Технология», г. Москва). Параметры ПЦР были 
следующими: денатурация 30 с при 95 °С; отжиг 
20 с при 52 °С; синтез 15 с при 72 °С, всего 35 
циклов. 

Результаты ПЦР подвергали электрофорезу в 
камере НПФ БИОКЛОН (г. Москва) при постоян-
ном напряжении 50 В в 8%-м полиакриламидном 
геле с окрашиванием бромистым этидием в те-
чение трех минут. Разделенные фрагменты ДНК 
визуализировали на трансиллюминаторе в уль-
трафиолетовом свете с помощью системы гель-
документирования Gel Doc XR+ (Bio-Rad, США). 
Сохранение и обработка изображений электрофо-
ретических гелей проводились с помощью про-
граммы Quantity One (Bio-Rad). Размер амплифи-
цированного в ходе ПЦР фрагмента гена NPM1 
составил в случае наличия мутации 111 п.н. и бо-
лее в зависимости от длины инсерции, в случае 
нормы (отсутствие мутации) – 107 п.н. (рис. 2). 
Для точной верификации вставки ампликоны, 
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полученные в результате ПЦР, после очистки 
от солей остаточных праймеров и дезоксину-
клеотидтрифосфатов подвергали прямому сек-
венированию по Сенгеру с использованием об-
ратного праймера и набора BigDye® Terminator 
v1.3 (Applied Biosystems, США) методом капил-
лярного электрофореза на аппарате Hitachi 3500 
Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Анализ ре-
зультатов секвенирования и выравнивание фраг-
ментов осуществляли с применением программы 
Chromas (Technelysium Pty Ltd., Австралия).

Результаты 
В обследованной нами группе больных ОМЛ 

в ходе скрининга методом ПЦР с фланкирующи-
ми праймерами мутации в гене NPM1 выявлены в 
19 из 128 (14,8 %) случаев. Все они в дальнейшем 
были подтверждены и точно идентифицированы 
методом прямого секвенирования. Вставки типа 
А (р.W288Cfs*12, c.860_863dup) имели место у 
16 человек, типа В (р.W288Cfs*12, c.863_864in-
sCATG) – у одного человека. Два пациента име-
ли мутации, представленные новыми, ранее не 
описанными в литературе и в базе данных The 
Catalogue of Somatic Mutations in Cancer (COSMIC) 
[27] вставками: р.W288Cfs*12 c.863_864insTGCT и 
р.W290Kfs*10 c.868_869insAAGC (таблица, рис. 3). 

Дальнейший анализ показал, что в результа-
те трансляции кодирующей последовательно-
сти гена NPM1 с новой мутацией р.W288Cfs*12 
c.863_864insTGCT будет синтезироваться бе-
лок, имеющий на С-конце аминокислоты 
LCAAVEEVSL. Сочетание аминокислот лейцин-
***-валин-**-валин-*-лейцин является типич-
ным мотивом сигнала экспорта нуклеофосмина 
из ядра. Аналогичные изменения, приводящие к 
сдвигу рамки считывания и утрате триптофана 
в 288 и 290 положениях, наблюдаются при клас-
сических вставках типа А и В. Отличительной 
особенностью второй выявленной нами новой 
инсерции типа р.W290Kfs*10 c.868_869insAAGC 

являлось частичное сохранение мотива NoLS за 
счет того, что триптофан в положении 288 оста-
вался неизменным: LWQKLEEVSL (лейцин-
триптофан-*****-валин-*-лейцин).

Обсуждение 
В ходе лейкозогенеза имеет место последова-

тельное накопление драйверных аберраций, при-
водящих к развитию ОМЛ. Мутации в гене NPM1 
присущи всему опухолевому клону, являются 
частыми и стабильными в течении заболевания. 
Кроме того, они специфичны для ОМЛ и, в соот-
ветствии с действующими рекомендациями Euro-
pean Leukemia Network 2022 года, могут служить 
самостоятельными мишенями для оценки МОБ 
при данном заболевании [28]. Так, продемон-
стрирована клиническая ценность количествен-
ной оценки мутаций NPM1 каждые 4–6 месяцев 
на основе ПЦР в реальном времени для оценки 
эффективности терапии и прогнозирования ре-
цидива ОМЛ [29]. Более того, если у пациентов 
с ОМЛ младше 60 лет мутации гена нуклеофос-
мина предсказывают благоприятный прогноз при 
отсутствии сопутствующей мутации FLT3-ITD, 
то у больных ОМЛ в возрасте 70 лет и старше му-
тации NPM1, по-видимому, являются единствен-
ным фактором, влияющим на прогноз [30].

В настоящее время не существует надежных 
суррогатных методов выявления мутантного ста-
туса NPM1, которые могли бы заменить молеку-
лярно-генетическое тестирование. Так, несмотря 
на то что в большинстве случаев ОМЛ с мутиро-
ванным статусом данного гена метод иммуноги-
стохимического окрашивания трепанобиоптатов 
костного мозга выявляет нуклеофосмин в ядре и 

Рис. 2. �Электрофореграмма результатов скринирую-
щего исследования образцов ДНК на наличие 
мутации р.W288Cfs*12 гена NPM1: образец 
М – наличие мутации в гетерозиготном со-
стоянии (фрагменты 107 п.н., 111 п.н. и гете-
родуплекс – двухцепочечный фрагмент ДНК, 
который образовался из мутантного и нор-
мального аллеля), образцы 1–15 – нормальные 
гомозиготы (фрагмент 107 п.н.), MW – маркер 
молекулярных весов 

Fig. 2. �Electropherogram of the DNA samples screening 
results for the presence of the p.W288Cfs*12 mu-
tation of the NPM1 gene: sample M – the presence 
of a mutation in a heterozygous state (fragments 
of 107 b.p., 111 b.p. and heteroduplex – a dou-
ble-stranded DNA fragment that was formed from 
a mutant and normal allele), samples 1–15 – nor-
mal homozygotes (fragment 107 b.p.), MW – mo-
lecular weight marker
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цитоплазме, в ряде случаев имеют место расхож-
дения между результатами данного метода и мо-
лекулярно-генетического анализа [31]. При этом 
генетическое тестирование на наличие мутаций 
гена NPM1 у больных ОМЛ в реальной клиниче-
ской практике также связано с целым рядом слож-
ностей. Несмотря на то, что NGS является неза-
менимым инструментом для понимания общего 
мутационного ландшафта в каждом конкретном 
случае ОМЛ, данный метод остается дорогостоя-
щим, и он не пригоден для получения результатов 
за время (24–48 ч), рекомендованное European 
Leukemia Network для определения мутационно-
го статуса NPM1 и FLT3 у первичных больных [7, 
32]. Использование прямого секвенирования для 
быстрого скрининга мутаций в рутинной лабо-
раторной практике у первичных больных ОМЛ, 
нуждающихся в неотложном определении про-
гноза заболевания и тактики лечения, также за-
труднено. Более того, в случае мутаций в 12-м 
экзоне гена NPM1 наличие поли-Т-фрагмента 
затрудняет проведение прямого секвенирования 
последовательности в обе стороны. Дальнейший 
мониторинг МОБ методами NGS малодоступен в 
силу их дороговизны, тогда как количественная 
ПЦР требует использования аллель-специфич-
ных зондов/праймеров, а следовательно, предва-
рительной точной идентификации мутации [18]. 

Разработан новый дизайн праймеров для ана-
лиза мутаций в 12-м экзоне гена NPM1, пригод-
ных как для быстрого скрининга методом ПЦР с 
фланкирующими праймерами, так и для дальней-
шей точной идентификации типа вставки с помо-
щью секвенирования по Сенгеру. В ходе подбора 
последовательности праймеров, фланкирую-
щих область инсерций, мы стремились к мак-
симальному уменьшению длины амплифицируе-
мого продукта с целью улучшения визуализации 
разницы в длине нормальной и мутантной аллели 
на электрофореграмме. При этом в случае выяв-
ления инсерции нарабатываемый ампликон дол-
жен был оставаться пригодным для выполнения 
прямого секвенирования по Сенгеру. При приме-
нении обратного праймера в ходе секвенирования 
достигалось исключение влияния на результаты 
определения нуклеотидной последовательности 
близлежащего поли-Т-фрагмента.

В ходе исследования с применением дан-
ных праймеров в группе из 128 пациентов с 
ОМЛ установлено, что частота мутации в гене 
NPM1 составила 14,8 %. Полученное значение 
соответствует мировым данным по взрослым 
больным ОМЛ (18,1 %) [33, 34] и укладывается 
в описанный в отечественной литературе диа-
пазон 14,3–20,5 % [22–24]. Вставки типа А со-
ставили 84,4 % находок, в одном случае (5,2 %) 
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выявлена вставка типа В. Кроме того, идентифи-
цированы две новые, ранее не описанные в ли-
тературе и базе данных COSMIC [27] инсерции 
(10,4 %): р.W288Cfs*12 (c.863_864insTGCT) и 
р.W290Kfs*10 (c.868_869insAAGC). 

Согласно анализу, результатом вставок 
типа А, В и новой инсерции р.W288Cfs*12 
(c.863_864insTGCT) на уровне аминокислотной 
последовательности является идентичная замена 
мотива сигнала ядрышковой локализации NPM 
на мотив NoLS. Вторая выявленная нами новая 
вставка р.W290Kfs*10 (c.868_869insAAGC) при-

Рис. 3. �Фрагменты хроматограмм сиквенса образцов ДНК, содержащих мутации в гене NPM1 р.W288Cfs*12 
типа А (а), р.W288Cfs*12 типа В (б), р.W288Cfs*12 нового типа c.863_864insTGCT (в) и р.W290Kfs*10 
типа c.868_869insAAGC (получены с применением обратного праймера, стрелкой указано начало встав-
ки)

Fig. 3. �Fragments of sequence chromatograms of DNA samples containing mutations in the NPM1 gene p.W288Cfs*12 
type A (а), p.W288Cfs*12 type B (б), p.W288Cfs*12 new type c.863_864insTGCT (в) and p.W290Kfs*10 type 
c.868_869insAAGC (obtained using reverse of the primer, the arrow indicates the beginning of the insertion)

водила лишь к частичной утрате мотива NoLS и 
формированию мотива NES. В литературе име-
ются данные о том, что функциональный эффект 
данной инсерции также может заключаться в 
эктопическом накоплении нуклеофосмина в ци-
топлазме, несмотря на сохранение триптофана 
в 288-м положении. Так, в случае описанной ра-
нее А.В. Виноградовым и соавт. новой инсерции 
GCTG в 288 триплете также имела место анало-
гичная выявленной нами частичная утрата моти-
ва NoLS. При этом по данным проведенного рос-
сийскими авторами исследования костного мозга 
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пациента с данной мутацией в лейкозных клетках 
определялось нарушение накопления NPM в ядре 
в пользу его цитоплазматической локализации [23]. 

Заключение
C применением разработанного нами набора 

праймеров можно проводить не только быстрый – 
в течение одного рабочего дня – скрининг мута-
ций в 12-экзоне NPM1 у пациентов с ОМЛ, но и 
их дальнейшую точную идентификацию мето-
дом прямого секвенирования в течение первого 
цикла лечения. Применение данной методики в 
лабораторной диагностике дает возможность бо-
лее точного прогноза заболевания, особенно для 
пожилых пациентов, персонализации лечения, а 
также последующей оценки ее эффективности и 
отслеживания МОБ [35]. 
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