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Р е з ю м е. Резистентность к ингибиторам тирозинкиназ и прогрессия клона трансформирован-
ных клеток при хроническом миелолейкозе (ХМЛ) наиболее часто ассоциированы с мутацией T315I-
киназного домена химерного гена BCR-ABL. Частота выявления мутации T315I широко варьирует в зави-
симости от фазы заболевания и используемых методов ее диагностики. В настоящее время для диагно-
стики мутаций киназного домена гена BCR-ABL, как правило, применяют метод прямого секвенирования. 
Однако количественный анализ мутации T315I, основанный на аллель-специфичной полимеразной цеп-
ной реакции в режиме реального времени (ПЦР-РВ), обладает большей чувствительностью по сравне-
нию с прямым секвенированием, является более доступным и менее трудоемким методом. Данные пре-
имущества позволяют использовать аллель-специфичную ПЦР-РВ для раннего выявления мутантного 
клона BCR-ABLT315I у больных ХМЛ.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: хронический миелолейкоз; BCR-ABL; мутация Т315I; полимеразная цепная 
реакция в режиме реального времени.
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S u m m a r y. Resistance to tyrosine kinase inhibitors and progression of the mutant clone in patients with 
chronic myeloid leukemia are often associated with T315I mutation of the BCR-ABL kinase domain. Estimation 
of T315I mutation load varies with the disease phase and assay methods. Despite the low sensitivity, direct 
sequencing is mostly used to study the presence of BCR-ABL kinase domain mutations. Comparing to direct 
sequencing, quantitative allele-specific real-time PCR is more sensitive, available and simple technique. These 
advantages allow using of quantitative allele-specific real-time PCR for early detection of BCR-ABLT315I - mutant 
clone in patients with chronic myeloid leukemia.
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Использование в клинической практике ингиби-
торов тирозинкиназ (ИТК) позволило значительно 
увеличить продолжительность жизни больных ХМЛ 
и стало «золотым стандартом» терапии ХМЛ во всем 
мире [5–7]. Тем не менее у части больных ХМЛ со 
временем может проявляться резистентность к пре-
паратам ИТК, обусловленная более 70 точечными 
мутациями киназного домена (КД) химерного гена 
BCR-ABL [8]. Клинико-фармакологический эффект 
большинства препаратов ИТК реализуется через сте-
рическое взаимодействие с остатком аминокислоты 
треонина (Thr315) в положение 315 белка BCR-ABL 
p210. Замена треонина (Thr315) на изолейцин (Ile315) 
препятствует взаимосвязи химерного белка BCR-
ABL p210 с препаратами ИТК и является основной 
причиной неудачи терапии препаратами ИТК и про-
грессии ХМЛ [9–11].

Мутантный клон BCR-ABLT315I может быть пер-
вичным или появиться в процессе лечения за счет 

Хронический миелолейкоз (ХМЛ) – миелопроли-
феративное заболевание, обусловленное реципрок-
ной транслокацией t(9;22)(q34;q11) и образованием 
слитного гена BCR-ABL, кодирующего белок BCR-
ABL p210 [1]. Аномальный белок обладает повы-
шенной тирозинкиназной активностью и играет 
ключевую роль в активации сигнальных путей, спо-
собствующих пролиферации клеток костного мозга, 
ингибированию апоптоза и снижению клеточной ад-
гезии [2–4].
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селективного ингибирования ИТК чувствительных 
клонов [12]. В настоящее время для диагностики му-
тации T315I применяют различные методы: прямое 
секвенирование [13], денатурирующая жидкостная 
хроматография высокого давления [14, 15], пиросек-
венирование [16], электрофорез в двойном денату-
рирующем градиенте [17] и аллель-специфичная по-
лимеразная цепная реакция (ПЦР) [18, 19] (табл. 1). 

Относительно высокая чувствительность и воз-
можность динамического мониторинга BCR-ABLT315I 
мутантного клона явилась причиной разработки в 
лаборатории молекулярной гематологии ФГБУ Ге-
матологический научный центр Минздрава России 
методики с использованием количественной аллель-
специфичной ПЦР в режиме реального времени 
(ПЦР-РВ) для выявления и количественной оценки 
соотношения BCR-ABLT315I и «дикого» BCR-ABL-
положительного клона у больных ХМЛ. 

Цель исследования – разработка и апробация 
способа количественного определения мутации 
T315I киназного домена гена BCR-ABL на основе 
аллель-специфичной ПЦР-РВ в образцах крови и 
костного мозга больных ХМЛ, резистентных к пре-
паратам ИТК.

Материалы и методы
В исследование включены образцы мРНК от 65 боль-

ных ХМЛ с разными фазами заболевания и с уровнем 
транскрипта BCR-ABL р210 от 1% и выше. У 11 из 65 
больных не было оптимального ответа на терапию пре-
паратами ИТК.  

Выделение мРНК проводили из клеток 2,5 мл крови 
или 1 мл костного мозга с помощью набора реагентов 
РИБО-золь-D («Интерлабсервис», Россия) согласно ин-
струкции производителя. Получение кДНК проводили с 
помощью набора реагентов со случайными гексамерами 
(«Синтол», Россия) согласно инструкции производите-
ля. Количественную оценку уровня транскрипта мРНК 
BCR-ABL р210 проводили методом ПЦР-РВ с гибриди-
зационно-флюоресцентной детекцией с использованием 
прибора Rotor-Gene 6000 («Corbett Research», Австралия) 
и набора реагентов Ампли Сенс Лейкоз квант M-bcr-FRT 
(«Интерлабсервис», Россия) согласно инструкции произ-
водителя. Исследование мутационного статуса участка 
химерного гена BCR-ABL р210 проводили с помощью ме-
тода прямого секвенирования по Сэнгеру [20]. Получение 
необходимого количества участка химерного гена BCR-
ABL р210 для прямого секвенирования осуществляли пу-
тем проведения двухраундового ПЦР с использованием 
набора реактивов ПЦР-РВ («Синтол», Россия) с помощью 
подобранных праймеров (рис. 1).

Т а б л и ц а  1 
Сравнительные характеристики методов диагностики мутации T315I

Метод Чувствитель-
ность, % Преимущества Недостатки

Секвенирование по Сэнгеру 15–20 Доступность и возможность чтения КД  
с двух сторон

Дороговизна, трудоемкость, низкая  
чувствительность, невозможность  
количественной оценки

Денатурирующая  
жидкостная хроматография 
высокого давления

10–15 Возможность исследовать несколько  
мутаций одновременно

Трудоемкость, низкая чувствительность,  
невозможность количественной оценки

Пиросеквенирование 1–5 Доступность, чувствительность,  
возможность количественного анализа

Возможность анализа только коротких  
фрагментов киназного домена

Аллель-специфичная ПЦР-РВ 0,01–0,1 Высокая чувствительность  
и количественный анализ, доступность

Необходимость подбора праймеров и зондов 
для каждой конкретной мутации

Рис. 1. Расположение праймеров, использованных для проведения ПЦР.  KD (kinase domain) – киназный домен. 

Рис. 2. Расположение праймеров и зондов, использованных для исследования мутации T315I.
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Амплификацию проводили в следующем режиме: при 
температуре 95°С – 10 мин 30 циклов, при температуре 
95°С – 30 с, при 60°С – 30 с и при 72°С – 90 с (первый 
раунд ПЦР) и при температуре 95°С – 10 мин, 40 циклов: 
при температуре 95°С – 30 с, при 60°С – 30 с, при 72°С – 
60 с (второй раунд ПЦР). Последовательности использо-
ванных праймеров приведены в табл. 2. 

Конечный ПЦР-продукт очищали в 2% агарозном ге-
ле, элюцию из геля проводили с использованием набора 
реагентов Diatom DNA Elution («Биоком», Россия) соглас-
но инструкции производителя. Полученные фрагменты 
гена ABL секвенировали в обоих направлениях с исполь-
зованием реактивов BigDye Terminator 1.1. («Applied Bio-
systems», США) на автоматическом секвенаторе ABI3130 
(«Applied Biosystems», США). Полученную нуклеотид-
ную последовательность сравнивали с референсной по-
следовательностью транскрипта c-ABL 1 (NCBI Reference 
Sequence: NM_005157.4). 

Количественную оценку содержания BCR-ABLT315I – 
мутантного клона осуществляли с использованием при-
бора Rotor-Gene 6000 («Corbett Research», Австралия) 
и набора реагентов для проведения ПЦР-РВ («Синтол», 
Россия). ПЦР-РВ проводили в объеме реакционной смеси 
25 мкл, каждая проба содержала 0,2 мкл продукта перво-
го этапа амплификации, 7,5 пкмоль каждого праймера и  
0,5 пкмоль зонда. Амплификацию проводили в следую-
щем режиме: при температуре 95°С – 10 мин, 45 циклов в 
режиме при температуре 95°С – 15 с, при 60°С – 60 с. Для 
проведения АС ПЦР-РВ подобраны [21] (рис. 2, табл. 3). 

Количественную оценку результатов ПЦР проводи-
ли по формуле: BCR-ABLT315I % = 2-ΔCt . 100%, где ΔCt =  
Ct BCR-ABL

T315I – CtBCR-ABL.

Результаты и обсуждение
Проанализировано 65 образцов мРНК клеток 

крови и костного мозга больных ХМЛ с различны-
ми фазами заболевания. У 3 (27%) из 11 больных 
был выявлен клон с мутацией T315I в количестве 
2,73, 6,75 и 100. Образец со 100% содержанием  
BCR-ABLT315I – мутантного клона принадлежал боль-
ному А., длительно страдающему ХМЛ. У больного А.  
наблюдалась резистентность ко всем зарегистриро-
ванным в РФ препаратам ИТК. Уровень экспрессии 
мРНК (BCR-ABL/ABL . 100%) BCR-ABL p210 в об-
разце составлял 29,3%. Кривые ПЦР-РВ данного об-
разца и расчеты представлены на рис. 3.

Для подтверждения результатов ПЦР-РВ провели 
секвенирование данного образца. Результаты секве-
нирования представлены на рис. 4.

Для сравнения чувствительности прямого секве-
нирования и аллель-специфичной ПЦР-РВ приго-
товили серийные 2-кратные разведения лейкоцитов 
больного А. с клетками линии К562 в соотношениях  
10, 5, 2,5, 1 и 0,1%. Результаты количественной ал-
лель-специфичной ПЦР-РВ с разведениями 10, 5, 
2,5, 1 и 0,1% приведены на рис. 5.

Нижний предел чувствительности прямого секве-
нирования составил 15% (рис. 6).

Таким образом, вариант количественной оценки 
мутации T315I, основанный на аллель-специфичной 
ПЦР-РВ, обладает большей чувствительностью по 

Т а б л и ц а  2
Нуклеотидные последовательности праймеров для ПЦР 

Двух- 
раундовый 

ПЦР 
Название Последовательность нуклеотидов 5’-3’

Первый 
раунд 
ПЦР

BCR13F 5’TCCGCTGACCATCAAYAAGGA3’

ABL11R ’CCTTCTCTAGCAGCTCATACACCTG3’
Второй 
раунд 
ПЦР и 
секвени-
рование

ABL4F 5’TGGTTCATCATCATTCAACGG3
ABL7R 5’GGACATGCCATAGGTAGCA3’

Т а б л и ц а  3
Нуклеотидные последовательности праймеров и зондов  

для аллель-специфичной ПЦР-РВ [21] 

Мута-
ция

Назва-
ние Последовательность нуклеотидов 5’-3’

BCR-
ABL 
р210

ENF501 5’TCCGCTGACCATCAAYAAGGA3’

ENP541 5’FAM CCCTTCAGCGGCCAGTAGCATCTGA BQH1 3’

ENR561 5’CACTCAGACCCTGAGGCTCAA3’

T315I T315I_f 5’GCCCCCGTTCTATATCATAAT3’

T315I_pr 5’FAM TACATGGCCACTCAGATCTCGTCA RTQ1 3’

T315I_mt 5’GGATGAAGTTTTTCTTCTCCAG3’

Рис. 3. Кривые количественной аллель-специфичной ПЦР-РВ 
образца со 100% содержанием мутантного клона BCR-ABLT315I.

Рис. 4. Нуклеотидная последовательность образца со 100% 
содержанием мутантного клона BCR-ABLT315I. Мутация 944C>T 

(T315I) указана стрелкой.
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сравнению с прямым секвенированием по Сэнгеру, 
что позволяет использовать данный метод для ран-
него выявления BCR-ABLT315I – мутантного клона у 
больных ХМЛ. 

Однако остается открытым вопрос, касающийся 
прогностических значений малых концентраций кло-
на BCR-ABLT315I, обнаруживаемых с помощью аллель-
специфичной ПЦР-РВ. По данным некоторых иссле-
дований [22, 23], низкие концентрации, выявляемые 
только при аллель-специфичной ПЦР-РВ, не имеют 
значения в достижении большого молекулярного от-
вета (БМО) и прогнозе выживаемости больных ХМЛ. 
T. Lange и соавт. [22] показали, что терапия препара-
тами ИТК второго поколения (дазатиниб и нилоти-
ниб) позволила к 12 мес достичь БМО у 8 (44%) из 
18 больных ХМЛ при наличии мутации BCR-ABLT315I. 
Ранее S. Willis и соавт. [23] отметили отсутствие от-
рицательного влияния низкого содержания клона  
BCR-ABLT315I на выживаемость больных ХМЛ. Исходя 
из этого, можно предположить, что клинико-прогно-
стическое значение имеет только положительная ди-
намика роста уровня мутантного клона BCR-ABLT315I. 
Мы считаем, что молекулярный мониторинг низко-
уровневых клонов BCR-ABLT315I с помощью метода 
аллель-специфичной ПЦР-РВ может стать высоко-

чувствительным маркером для оценки 
минимальной остаточной болезни при 
различных методах терапии ХМЛ. Кроме 
того, высокая специфичность метода и 
скорость выполнения ПЦР-РВ являются 
преимуществом для быстрого получения 
результатов и принятия клинических ре-
шений.
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КОМБИНИРОВАННАЯ ИММУНОСУПРЕССИВНАЯ ТЕРАПИЯ БОЛЬНЫХ 
АПЛАСТИЧЕСКОЙ АНЕМИЕЙ: ЭФФЕКТИВНОСТЬ ПОВТОРНЫХ КУРСОВ 

АНТИТИМОЦИТАРНОГО ГЛОБУЛИНА
Михайлова Е.А., Фидарова З.Т., Устинова Е.Н., Троицкая В.В., Гальцева И.В., Шитарева И.В., 

Цыба Н.Н., Паровичникова Е.Н., Савченко В.Г.

ФГБУ Гематологический научный центр Минздрава России, 125167, Москва

Р е з ю м е. Цель настоящей работы – изучить эффективность повторных курсов терапии антитимо-
цитарным глобулином (АТГ), алгоритм их проведения в сочетании с длительным приемом циклоспорина 
А (ЦсА) и определить частоту выявления и динамику клона клеток, характерного для пароксизмальной 
ночной гемоглобинурии (ПНГ-клон) у больных апластической анемией (АА) на различных этапах имму-
носупрессивной терапии (ИСТ). Использованный алгоритм лечения позволил у большинства больных 
АА (84,9%) получить положительный ответ, а у 76,7% ответивших больных была отмечена ремиссия, из 
них у 76,8% полная ремиссия. Большинство больных (61,6%) ответили на терапию после 1-го курса АТГ, 
при этом через 3 мес от начала лечения клинико-гематологическое улучшение было достигнуто уже 
у 52,8%, а общий ответ через 6 мес – у 83,4% больных. Этот период времени (3–6 мес от начала ИСТ)  
в случаях отсутствия ответа на 1-й курс АТГ следует рассматривать как оптимальный для проведения 
2-го курса АТГ. После 2-го курса АТГ в данном исследовании положительный ответ был получен еще у  
16 больных, т.е. после двух курсов АТГ положительно ответили 80,2% больных. Больные АА, не ответив-
шие после 2-го курса АТГ через 6–9 мес от начала ИСТ, могут быть отнесены к группе больных рефрак-
терной АА. Общая и бессобытийная 7-летняя выживаемость больных АА, получавших комбинированную 
ИСТ, составила 89% (95% доверительный интервал – ДИ 83–96%) и 93% (95% ДИ 88–97%) соответственно. 
До проведения ИСТ ПНГ-клон был выявлен у 20 (61%) из 33 больных АА, прослеженных в динамике. Ме-
диана ПНГ-клона по гранулоцитам составила 1,93% (0,1–99,5%). Появление и дальнейшая персистенция 
клона отмечены у 6 (46%) из 13 больных, у которых ПНГ-клон до начала ИСТ не обнаруживали. У всех  
6 больных был получен ответ на ИСТ. У 17 (85%) из 20 больных АА, протекающей с ПНГ-клоном, обнару-
женным до начала ИСТ, наблюдался ответ на лечение. У остальных 3 (15%) больных отмечено уменьше-
ние размера ПНГ-клона более чем в 5 раз, вплоть до полной элиминации у 1 больного. Среди больных 
АА, у которых до начала лечения ПНГ-клон не обнаруживался, на лечение ответили 8 (61%) больных. 
Результаты нашего исследования подтверждают вероятность ответа на ИСТ больных АА, протекающей с 
ПНГ-клоном. Анализ результатов комбинированной ИСТ у больных АА показал высокую эффективность 
программы, включающей повторные курсы АТГ и длительную терапию ЦсА.

 К л ю ч е в ы е  с л о ва: апластическая анемия; иммуносупрессивная терапия; повторные курсы анти- 
тимоцитарного глобулина; пароксизмальная ночная гемоглобинурия; ПНГ-клон.

COMBINED IMMUNOSUPPRESSIVE THERAPY OF PATIENTS WITH APLASTIC ANEMIA: EFFICIENCY  
OF REPEATED ANTITHYMOCYTIC GLOBULIN COURSES

Mikhailova E.A., Fidarova Z.T., Ustinova E.N., Troitskaya V.V., Galtseva I.V., Shitareva I.V., Tsyba N.N., Parovichnikova E.N., 
Savchenko V.G.

Hematology Research Center, Moscow, 125167, Russia.

S u m m a r y. The efficiency of repeated courses of antithymocytic globulin (ATG) and algorithm thereof 
in combination with long-term cyclosporin A (CsA) therapy were studied. The incidence and time course of 
the cell clone characteristic of paroxysmal nocturnal hemoglobinuria (PNH clone) were studied in patients 
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