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Введение
Успешное лечение пациентов с хроническим ми-

елоидным лейкозом (ХМЛ) невозможно без соответ-

ствующего мониторинга эффективности проводимой

терапии. Это положение стало особенно очевидным

со времени внедрения в клиническую практику перво-

го препарата группы ингибиторов тирозинкиназ

(ИТК) — иматиниба мезилата (Гливек, «Novaris

Pharma»). В настоящее время прошли клинические

испытания и зарегистрированы для лечения ХМЛ

ИТК II поколения — нилотиниб (Тасигна, «Novartis

Pharma») и дазатиниб (Спрайсел, «Bristol-Mayers

Squibb»). Во II и III фазах клинических испытаний на-

ходятся новые лекарственные вещества уже III поко-

ления ИТК [1—4]. Возможности терапии ХМЛ не ог-

раничиваются использованием только ИТК. Несом-

ненно, что тактика ведения пациентов с ХМЛ включа-

ет и трансплантацию костного мозга у больных с вы-

соким риском развития рецидива на фоне терапии

ИТК [4, 5], и применение α-интерферонов у пациен-

тов с низким риском возникновения рецидива, а так-

же для улучшения результатов лечения ИТК [6, 7].

Широкий диапазон доступных в настоящее время

подходов к терапии ХМЛ требует унифицированной

системы мониторинга эффективности лечения ХМЛ

для своевременного выбора наиболее оптимального

и потенциально эффективного подхода к терапии

ХМЛ в каждом конкретном случае.

Провести достоверную диагностику и мониторинг

лечения ХМЛ позволяет стандартное цитогенетическое

исследование (СЦИ) клеток костного мозга. СЦИ явля-

ется единственным методом, позволяющим анализиро-

вать весь хромосомный набор клетки. Посредством СЦИ

можно обнаружить дополнительные хромосомные абер-

рации, которые в ряде случаев свидетельствуют о небла-

гоприятном прогнозе заболевания. При этом необходи-

мо понимать, что разрешающая способность этого мето-

да относительно низкая и составляет 1—5% клеток. Фи-

ладельфийская хромосома с помощью стандартной ци-

тогенетики выявляется почти у 90% вновь диагностиро-

ванных нелеченых больных с ХМЛ [8]. 

Метод флюоресцентной in situ гибридизации

(FISH) хромосом является более чувствительным и поз-

воляет обнаружить 1 опухолевую клетку на 200—500 кле-

ток костного мозга. При использовании метода FISH

можно определить Ph+ клон клеток даже при отсутствии

делящихся клеток. Для выявления BCR-ABL слитного ге-

на используют ДНК-зонды, меченные различными флю-

орохромами. С помощью FISH-технологий данную пе-

рестройку удается обнаружить у 95% больных с клиниче-

ским диагнозом ХМЛ [8]. СЦИ и FISH-анализ использу-

ются как для диагностики ХМЛ, так и для мониторинга

эффективности терапии ХМЛ ИТК.

В соответствии с рекомендациями European

Leukemia Net [9] контрольные СЦИ или FISH-анализ

(в случае отсутствия митозов клеток костного мозга) на
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фоне терапии ХМЛ ИТК проводят 1 раз в 6 мес до дости-

жения полного цитогенетического ответа, а затем 1 раз

в год. 

Полимеразная цепная реакция (ПЦР) применяется

как для диагностики ХМЛ, так и для мониторирования

минимальной остаточной болезни (МОБ) в процессе те-

рапии [10, 11]. С помощью ПЦР или FISH-анализа диаг-

ноз подтверждается в тех 5% случаев, при которых СЦИ

Ph-хромосому не выявляет. Для проведения исследова-

ния можно использовать образцы как крови, так и кост-

ного мозга. Чувствительность этого метода высока и поз-

воляет обнаружить одну единственную клетку со специ-

фической ДНК или РНК среди 104—106 клеток. Более чем

у четверти из Ph-негативных пациентов с помощью ПЦР

выявляют химерный ген BCR-ABL. Только небольшая

часть больных (2—3%) с классической картиной ХМЛ —

Ph/BCR ABL-негативны [8].

Молекулярный мониторинг уровня BCR-ABL-

транскрипта при помощи количественной ПЦР в реаль-

ном времени все чаще используется в качестве оценки

ответа на лечение у пациентов с ХМЛ [12]. Этот метод

становится особенно важным в эру терапии ХМЛ ИТК,

когда резидуальный уровень лейкозных клеток обычно

ниже уровня чувствительности цитогенетического ис-

следования [13, 14].

Мониторинг у пациентов, получающих иматиниб,

молекулярным методом производится путем определе-

ния уровня экспрессии BCR-ABL-транскрипта до начала

терапии и затем каждые 3 мес. Этот подход позволяет

оценить динамику терапии и предсказать возможность

развития рецидива.

Значимость молекулярного анализа определяется

также тем, что уровень молекулярного ответа служит

предиктором безрецидивной выживаемости [15]. Повы-

шение уровня экспрессии BCR-ABL-транскрипта на фо-

не терапии иматинибом косвенно может указывать на

наличие мутаций в гене Bcr-Abl-киназы, являющихся ве-

дущей причиной резистентности к иматинибу. Как след-

ствие, молекулярный мониторинг целесообразно ис-

пользовать в качестве скрининговой стратегии мутаци-

онного анализа [16]. 

Методология идентификации BCR-ABL эволюцио-

нировала на протяжении последних лет [17]. Изначально

было возможно только качественное определение BCR-

ABL-транскрипта с использованием одношаговой амп-

лификации или двушаговой «гнездовой» амплификации

с внутренними праймерами, повышающими чувстви-

тельность [18—20].

Качественный ПЦР-анализ, показывающий только

наличие или отсутствие транскрипта, недостаточно ин-

формативен. В связи с этим для оценки динамики тера-

пии на первый план вышли количественные ПЦР-иссле-

дования и поиск прогностически важных уровней транс-

крипта BCR-ABL. Для определения МОБ применяют ме-

тодику количественной ПЦР в режиме реального време-

ни (Real-time PCR, RQ-PCR). В основе метода лежат ре-

гистрация накопления продуктов реакции в реальном

времени и построение калибровочных кривых по реаль-

ным процессам, происходящим в каждой конкретной

пробирке. Для определения ПЦР-продукта используются

флюоресцентные красители, обеспечивающие флюорес-

ценцию, прямо пропорциональную количеству ПЦР-

продукта — так называемая репортерная флюоресценция. 

Результат исследования методом ПЦР в реальном

времени выражают отношением уровня экспрессии гена

BCR-ABL к уровню экспрессии контрольного (housekeep-

ing) гена. В качестве контрольных наиболее часто ис-

пользуют гены ABL, BCR, β2-M. Полным молекулярным

ответом считают случаи, когда BCR-ABL-транскрипт вы-

явить не удается. Негативные результаты подтверждают

с помощью качественной реакции ПЦР, чувствитель-

ность которой выше, чем у RQ-PCR [17]. 

Альтернативный метод выражения результатов

ПЦР в реальном времени был введен Т. Hughes и соавт.

в 2003 г. [21] в ходе новаторского международного рандо-

мизированного исследования STI571 (IRIS Study), дока-

завшего высокую эффективность лечения ХМЛ имати-

нибом. В этом исследовании среднее значение экспрес-

сии гена BCR-ABL в 30 образцах крови, полученных у па-

циентов с хроническим миелоидным лейкозом до тера-

пии, считалось показателем среднего базового значения.

Авторы предложили концепцию мониторирования отве-

та на терапию иматинибом с использованием десятично-

го логарифма (log10): редукция экспрессии гена BCR-ABL

по сравнению со стандартной базовой линией не лечен-

ных иматинибом пациентов оценивалась в log10 [21]. 

Другой вариант выражения результатов - это отно-

шение числа копий гена BCR-ABL к числу копий конт-

рольного гена или представление данного соотношения

в процентном выражении, где число копий контрольно-

го гена принято за 100% [17]. 

Уровень экспрессии транскрипта коррелирует

с числом опухолевых клеток, присутствующих в крови,

являясь своеобразным маркером ответа на таргетную те-

рапию [22]. Лейкозоспецифичный BCR-ABL-транскрипт

является удобным маркером для молекулярного монито-

ринга терапии ХМЛ методом количественной ПЦР, так

как почти у всех пациентов с данным заболеванием обна-

руживаются 1 или 2 типа транскрипта, которые различа-

ются только по одному BCR-экзону [22]. 

У больных, принимающих иматиниб, рядом авто-

ров выявлена выраженная корреляция между процентом

Рh-позитивных метафаз в костном мозге и уровнем BCR-

ABL-транскрипта, оцененным RQ-PCR-исследованием

периферической крови [23—25]. Ранняя редукция уров-

ня BCR-ABL-транскрипта предсказывает цитогенетиче-

ский ответ у пациентов в хронической фазе ХМЛ, прини-

мающих иматиниб. В свою очередь, повышение уровня

BCR-ABL-транскрипта — неблагоприятный прогности-

ческий признак, как правило, предшествующий разви-

тию цитогенетического рецидива и прогрессии болезни.

С учетом того, что у небольшой части больных с продол-

жительной полной цитогенетической ремиссией впос-

ледствии возникают рецидивы с быстрой прогрессией

вплоть до бластного криза, метод молекулярного мони-

торинга приобретает особенное значение.

Опыт ведения пациентов с ХМЛ при использова-

нии монотерапии иматинибом показал необходимость

регулярного цитогенетического и/или молекулярно-ге-

нетического мониторинга ремиссии. Так, в клиниче-

ском исследовании IRIS у вновь выявленных пациентов

с ХМЛ, получающих терапию иматинибом в дозе

400 мг/сут, в 4% случаев не удалось достичь полной ге-

матологической ремиссии по истечении 3 мес терапии,

в 16% случаев не достигнут большой цитогенетический

ответ после 12 мес терапии и у 23% — после 18 мес тера-
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пии [26]. Таким образом, приблизительно 20—25% паци-

ентов с только что установленным диагнозом ХМЛ хара-

ктеризуются cубоптимальным ответом или резистентно-

стью к иматинибу в дозе 400 мг/сут [26]. По мнению

большинства исследователей, наиболее частой причи-

ной резистентности к иматинибу являются точечные му-

тации гена BCR-ABL-киназы [27—33], которые приводят

к замене аминокислот в белке BCR-ABL и, как следствие,

изменяют конформацию белка или структуру активного

центра BCR-ABL-киназы. В результате аминокислотных

замен иматиниб не способен эффективно связываться

с BCR-ABL-киназой и оказывать на нее ингибирующее

действие.

Частота мутаций, приводящих к резистентности,

у пациентов с ХМЛ зависит от фазы заболевания. Так,

в исследовании итальянской рабочей группы GIMEMA

[34] проведен мутационный анализ у 297 пациентов

с первичной и вторичной резистентностью к иматинибу,

и мутации выявлены у 127, что составило 43%. При этом

мутации были обнаружены у 27% больных в хронической

фазе, у 52% — в фазе акселерации, у 75% пациентов с ми-

елоидным и у 85% — с лимфоидным бластным кризом.

Мутации отмечены у 30% пациентов с первичной и в 57%

случаев — вторичной (приобретенной) резистентностью

к иматинибу.

В настоящее время идентифицировано по крайней

мере 90 точечных мутаций киназного домена гена BCR-

ABL, каждая из которых приводит к замене одной из 53

аминокислот в белке тирозинкиназы BCR-ABL и обусло-

вливает резистентность к иматинибу [35]. Мутации

встречаются у резистентных к иматинибу пациентов

с различной частотой. T. Hughes и соавт. [36] обобщили

данные 20 опубликованных работ, проанализировав час-

тоту различных мутаций у 245 пациентов (219 больных

с ХМЛ и 26 - с Ph-позитивным острым лимфобластным

лейкозом). Чаще всего у резистентных пациентов с ХМЛ

и Ph-позитивным острым лимфобластным лейкозом об-

наруживают мутации E255K/V и М351Т, а также мутацию

T315I, устойчивую не только к иматинибу, но и к ИТК II

поколения (рис. 1). По данным S. Soverini и соавт. [34],

мутации M244V, G250E, Y253F/H, E255K/V, T315I,

M351T и F359V составляют 85% всех мутаций, ассоции-

рованных с резистентностью к иматинибу. 

Наиболее широко распространенным методом вы-

явления мутаций гена BCR-ABL у резистентных пациен-

тов является молекулярно-генетический метод прямого

секвенирования ДНК, позволяющий расшифровать пер-

вичную структуру гена. Из крови или костного мозга па-

циентов выделяют тотальную РНК, которую с помощью

реакции обратной транскрипции (ОТ) переводят в комп-

лементарную ДНК (кДНК). Из полученной кДНК с по-

мощью реакции ПЦР амплифицируют ген BCR-ABL и за-

тем определяют его первичную последовательность [27,

37, 38]. 

Наиболее вероятно, что появление мутаций являет-

ся результатом повышенной тирозинкиназной активно-

сти самого белка BCR-ABL [39], и вероятность появления

мутаций, а следовательно, и ухудшение прогноза заболе-

вания, увеличиваются по мере его прогрессирования.

Так, частота обнаружения мутантных клонов в фазе бла-

стного криза в несколько раз выше таковой в хрониче-

ской фазе. Об этом же свидетельствует снижение риска

появления мутаций на фоне терапии иматинибом, по-

скольку редуцируется клон клеток, содержащих гиперак-

тивную форму тирозинкиназы — BCR-ABL. В связи

с этим уже с молекулярно-биологических позиций ста-

новится очевидной клиническая значимость ранней ди-

агностики и раннего начала терапии ХМЛ иматинибом.

Таким образом, помимо стандартных цитогенети-

ческих и FISH-исследований, уже прочно вошедших

в практику врача-гематолога, наиболее перспективным

нам представляется развитие и внедрение в диагностиче-

ский процесс и мониторинг терапии ХМЛ молекулярно-

генетических технологий. 

Целью нашего исследования являлось изучение

возможностей комплексного молекулярно-генетическо-

го подхода с использованием методов ПЦР в режиме ре-

ального времени и мутационного анализа для диагности-

ки и мониторирования ответа на терапию пациентов

с ХМЛ. В задачи нашего исследования входило рассчи-

тать базовый уровень экспрессии гена BCR-ABL в группе

вновь диагностированных, не леченных иматинибом па-

циентов с ХМЛ, изучить эффективность метода ПЦР

в реальном времени для оценки МОБ у пациентов, дос-

тигших полного цитогенетического ответа на терапию

иматинибом, выяснить корреляционную связь уровня

экспрессии гена BCR-ABL и степени цитогенетического

ответа на терапию иматинибом, проанализировать уро-

вень экспрессии гена BCR-ABL и изучить мутационный

профиль у иматиниб-резистентных пациентов. 

Материалы и методы
Характеристика групп пациентов 

В работе представлены результаты молекулярных

исследований крови и костного мозга 100 больных с ци-

тогенетически подтвержденным диагнозом Ph+-ХМЛ.

Все пациенты находились в хронической фазе заболева-

ния. 1-ю группу составили 35 больных с впервые выяв-

ленным ХМЛ, 2-ю — 35 пациентов, достигших полного

цитогенетического ответа на терапию иматинибом в дозе

400 мг/сут в течение 12—18 мес лечения, 3-ю группу — 30

пациентов, резистентных к терапии иматинибом в дозе

400 или 600 мг/сут. 

Больные рассматривались как резистентные к те-

рапии иматинибом в соответствии с критериям

European Leukemia Net [9]: отсутствие гематологиче-

ского ответа после 3 мес терапии иматинибом в дозе

400 мг/сут, цитогенетического ответа - после 6 мес, ча-

стичного цитогенетического ответа — после 12 мес,

полного цитогенетического ответа — после 18 мес тера-

пии, потеря уже достигнутого гематологического, ци-
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Рис. 1. Структура молекулярного ответа с использованием 
значений Δlg у пациентов с резистентностью к иматинибу 

(3-я группа) и при полном цитогенетическом ответе 
на терапию иматинибом (2-я группа)
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тогенетического или молекулярного ответов, прогрес-

сирование заболевания с переходом в фазу акселерации

или бластного криза. Число выполненных исследова-

ний на этапе диагностики и в динамике терапии ХМЛ

представлено в табл. 1.

Цитогенетические исследования костного мозга

Цитогенетическое исследование костного мозга на

этапе постановки диагноза ХМЛ выполнено у всех 100

пациентов. Контрольные цитогенетические исследова-

ния проведены через 6, 12 и 18 мес терапии иматинибом

у 35 больных, достигших полного цитогенетического от-

вета, через 6 и 12 мес — у 30 пациентов, резистентных

к терапии иматинибом. Всего было выполнено 256 цито-

генетических исследований. Образцы костного мозга

в количестве 0,5—1 мл в пробирках с гепарином Li транс-

портировались в лабораторию в течение 0,5—24 ч при

температуре 4—8°С. В работе использовались общепри-

нятые прямой метод и метод культивирования образцов

костного мозга в течение 24 ч. Для стандартного цитоге-

нетического анализа препараты окрашивались методом

GTG (дифференциальная окраска G). Для FISH-анализа

в 11 случаях использовали двухцветный ДНК-зонд LSI

BCR/ABL Dual Color, Dual Fusion Translocation Probe

(«ABBOT»). Флюоресцентную гибридизацию хромосом

на цитогенетических препаратах проводили в соответст-

вии с протоколом производителя. 

Молекулярные исследования 

Молекулярно-генетические исследования экспрес-

сии гена BCR-ABL методом ПЦР в режиме реального вре-

мени в клетках крови выполнены на этапе постановки

диагноза — у 35 больных, вошедших в группу с впервые

диагностированным ХМЛ, на 12-й или 18-й месяц — у 35

пациентов, достигших полного цитогенетического отве-

та, и на 12-й и 18-й месяцы — у 30 резистентных пациен-

тов. Всего методом ПЦР в реальном времени выполнено

100 исследований. 

Образцы крови и выделение РНК 

Образцы венозной крови для молекулярных иссле-

дований в количестве не менее 10 мл в пробирках с эти-

лендиаминтетраацетатом транспортировались в лабора-

торию в течение 0,5—24 ч при температуре 4—8°С. Выде-

ление тотальной РНК проводили не позже чем через 24 ч

после забора крови гуанидин-тиоционат-хлороформ-фе-

нольным методом по P. Chomczynski, N. Sacchi [40] c ис-

пользованием реагентов для выделения РНК, входящих

в состав набора Онкоскрин-1-1-Q (ООО «ГеноТехноло-

гия», Россия). 

Реакция ОТ

Для реакции ОТ применяли от 1 до 3 мкг выделен-

ной тотальной РНК, случайные гексамерные праймеры

и M-MLV-обратную транскриптазу, входящие в состав

набора Онкоскрин-1-1-Q.

ПЦР в режиме реального времени

ПЦР с определением в режиме реального времени

осуществлялась в термоциклере Rotor-Gene 6000 (версии

1.7, «Corbett Life Science», Австралия). Для проведения

ПЦР в реальном времени использовались наборы реа-

гентов Онкоскрин-1-1-Q. Определение интенсивности

экспрессии химерного онкогена BCR-ABL типа р210

и контрольного (housekeeping) гена ABL проводилось со-

гласно протоколу производителя. Для построения калиб-

ровочной кривой применялись десятикратные разведе-

ния положительных контрольных образцов (плазмиды,

содержащие клонированные фрагменты генов BCR-ABL

и ABL), концентрации которых составляли 102, 103, 104,

105, 106 копий в 5 мкл раствора. 

Результат относительной экспрессии гена BCR-ABL

выражали как отношение среднего числа копий гена

BCR-ABL к среднему числу копий гена ABL, умноженное

на 106. 

Для удобства представления данных по изменению

уровня экспрессии BCR-ABL в процессе лечения была

использована логарифмическая шкала измерений [41].

Результаты выражали в виде десятичного логарифма (lg)

снижения экспрессии по отношению к базовому уровню.

Снижение экспрессии на 1 lg по отношению к базовому

уровню означало уменьшение уровня экспрессии BCR-

ABL-транскрипта по сравнению с базовым уровнем в 10

раз, на 2 lg Р в 100 раз, на 3 lg Р в 1000 раз, на 4 lg Р в 10 000

раз. 

Также для оценки динамики изменений экспрес-

сии гена BCR-ABL использовалась международная шкала

(International Scale, IS), рекомендованная Экспертной

группой European Leukemia Net (ELN) [8]. При этом экс-

прессия контрольного гена (в нашем случае гена ABL)

принимается за 100%. Относительная экспрессия гена

BCR-ABL по IS определялась как отношение среднего

числа копий гена BCR-ABL к среднему числу копий гена

ABL, умноженное на 100%. Согласно рекомендациям

ELN, обнаружение гена BCR-ABL более чем в 1% клеток
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Таблица 1. Ч и с л о  в ы п о л н е н н ы х  ц и т о г е н е т и ч е с к и х  и м о л е к у л я р н о - г е н е т и ч е с к и х  и с с л е д о в а н и й

н а  э т а п е  д и а г н о с т и к и  и в д и н а м и к е  н а б л ю д е н и я  п а ц и е н т о в  с Х М Л

Группа
Длительность терапии иматинибом (мес)

0 6 12 18 Итого

Число СЦИ и FISH-исследований
1-я (n=35) 35 — — — 35
2-я (n=35) 35 33 35 35 138
3-я (n=30) 30 23 30 — 83

Число исследований экспрессии гена BCR-ABL
методом ПЦР в реальном времени

1-я (n=35) 35 — — — 35
2-я (n=35) — — 23 12 35
3-я (n=30) — — 25 5 30

Число исследований мутаций гена BCR-ABL
3-я (n=30) 16 7 23



свидетельствует о выраженной экспрессии BCR-ABL,

оценить которую можно с помощью СЦИ. Экспрессия

гена BCR-ABL в 0,1—1% клеток характерна для умерен-

ного уровня экспрессии, который уже невозможно оце-

нить с помощью СЦИ. Определение экспрессии гена

BCR-ABL на уровне менее чем в 0,1% говорит о достиже-

нии пациентом большого молекулярного ответа.

Анализ мутаций гена BCR-ABL

Анализ мутаций гена BCR-ABL был выполнен мето-

дом прямого ДНК-секвенирования у 23 больных, входя-

щих в группу резистентных к иматинибу пациентов.

В исследовании определялась первичная последователь-

ность кДНК, полученной в результате реакции ОТ то-

тальной РНК. 

На первом этапе проводили амплификацию анали-

зируемых фрагментов с помощью термоциклера Bio-Rad

PTC200 («BioRad Lab», США). Амплификация интересу-

ющего фрагмента гена ABL осуществлялась в 2 этапа

в соответствии с рекомендациями S. Branford, T. Hughes

[42]. На первом этапе амплифицировали участок гена

BCR-ABL с помощью праймеров BCR F Р 5'- tga cca act cgt

gtg tga aac tc -3' и ABL R — 5'- tcc act tcg tct gag ata ctg gat t -3'.

При этом, в случае если у пациента был вариант гена

BCR-ABL b2a2, при электрофорезе в 2% агарозном геле

выявлялся фрагмент длиной 1504 пар оснований (п.о.),

а если имелся вариант b3a2 — обнаруживали фрагмент

длиной 1579 п.о. На втором этапе из полученного фраг-

мента BCR-ABL амплифицировали участок только гена

ABL с помощью праймеров к гену ABL — ABL F - 5'- cgc

aac aag ccc act gtc t -3' и ABL R - 5'- tcc act tcg tct gag ata ctg

gat t -3'. В результате амплификации получали фрагмент

гена ABL длиной 863 п.о., кодирующий Р-петлю, С-спи-

раль, область SH2-контакт, А-петлю. Реакции были вы-

полнены в 20 мкл общего объема смеси, содержащей 7 мкл

деионизированной воды («Sigma»), 5 мкл (1—3 мкг) по-

лученной кДНК, 4 мкл 5-кратного ПЦР-буфера, 15мМ

MgCl2, 0,3 мкл (5 ЕД/мкл) TaqF ДНК-полимеразы («Ин-

терЛабСервис»), 2 мкл смеси dNTP и по 1 мкл каждого

праймера. Реакцию амплификации проводили при сле-

дующих условиях: 95°С — 10 мин; 45 циклов: 95°С — 15 с,

60°С — 20 с, 72°С — 120 с; 72°С — 5 мин. 

Реакция секвенирования полученного фрагмента

гена ABL осуществлялась с помощью набора

GenomeLabTMMethods Development Kit Dye Terminator

Cycle Sequencing («Beckman Coulter», США) согласно

протоколу производителя. Реакционная смесь для ДНК-

секвенирования включала 5,5 мкл Pre-mix, 1 мкл ABL-F

праймера и 3,5 мкл очищенного ПЦР-продукта. Секве-

нирование проводили по следующей схеме: 94°С — 1 мин;

45 циклов; 94°С — 15 с, 64°С — 20 с, 60°С — 60 с. 

Определение нуклеотидной последовательности

выполняли посредством применения автоматического

секвенатора CEQ8000 («Beckman Coulter», США). Пара-

метры проводимого электрофореза: вольтаж — 6 кВ, вре-

мя — 60 мин, температура — 56°C, время подъема темпе-

ратуры — 5 мин. Анализ полученных результатов опреде-

лялся с помощью программного обеспечения для

Beckman Coulter CEQ8000.

Статистическая обработка данных

Статистическая обработка данных проводилась

с использованием программного обеспечения Exсel

и включала в себя определение медианы, максимальных

и минимальных значений, коэффициента корреляции.

Результаты и обсуждение
Расчет базового уровня экспрессии BCR-ABL

Для оценки изменения уровня экспрессии BCR-

ABL на фоне терапии иматинибом наиболее информа-

тивно исследование динамики экспрессии BCR-ABL-

транскрипта у каждого пациента начиная от момента ус-

тановления диагноза ХМЛ. Однако на практике не у всех

больных удается определить диагностический уровень

экспрессии BCR-ABL. В связи с этим в нашем исследова-

нии мы использовали методический подход с определе-

нием диагностического (или базового) уровня экспрес-

сии гена BCR-ABL, впервые примененный в многоцент-

ровом исследовании IRIS. Полученное значение медиа-

ны экспрессии BCR-ABL применялось для оценки дина-

мики экспрессии BCR-ABL в качестве базового (диагно-

стического) значения. Экспрессия гена BCR-ABL была

определена у 35 больных с впервые диагностированным

нелеченым ХМЛ в хронической фазе. Диапазон значе-

ний экспрессии гена BCR-ABL у этих пациентов составил

от 7150 до 624 487 копий BCR-ABL×106/копий ABL

(табл. 2). Медиана экспрессии BCR-ABL у больных

с впервые выявленным ХМЛ составила 161 104 копий

BCR-ABL×106/копий ABL и была принята за величину ба-

зового уровня. 

На сегодняшний день данные мировой литературы

сводятся к тому, что представление экспрессии гена BCR-

ABL в абсолютных числах малоинформативно. Клиниче-

ское значение имеет динамика изменений относительно

начального базового уровня. Для удобства представления

данных по изменению уровня экспрессии BCR-ABL в ди-

намике были использованы логарифмическая [41] и ме-

ждународная шкалы измерений [8].

ПЦР в реальном времени в оценке МОБ

При изучении МОБ в рамках нашего исследования

в группе пациентов с полным цитогенетическим ответом

медиана значений экспрессии гена BCR-ABL по данным

количественной ПЦР в реальном времени составила 1047

Таблица 2. Э к с п р е с с и я  г е н а  B C R - AB L  н а  э т а п е  д и а г н о с т и к и  и в д и н а м и к е  н а б л ю д е н и я  
п а ц и е н т о в  с Х М Л ,  в ы р а ж е н н а я  в а б с о л ю т н ы х  з н а ч е н и я х  ( B C R - AB L × 1 0 6/ AB L ) ,
п о л о г а р и ф м и ч е с к о й  ( Δ l g )  и м е ж д у н а р о д н о й  ( %  I S )  ш к а л а м

Экспрессия BCR-ABL в группах
Показатель 1-я (n=35) 2-я (n=35) 3-я (n=30)

BCR-ABL ××106/ ABL BCR-ABL ××106/ ABL ΔΔlg % IS BCR-ABL ××106/ABL ΔΔlg % IS

Медиана 161 104 1047 3,64 0,1 46 029 0,95 4,6

Максимальное значение 624 487 5753 4,97 0,57 536 205 2,29 53,6

Минимальное значение 7150 0 1,21 0 428 0,76 0,04
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копий BCR-ABL×106/копий ABL (диапазон значений от 0

до 5753 копий BCR-ABL×106/копий ABL). По логарифми-

ческой шкале измерений медиана снижения уровня экс-

прессии BCR-ABL относительно начального базального

уровня экспрессии в случае полного цитогенетического

ответа была равна 3,64 lg. При анализе структуры молеку-

лярного ответа (см. рис. 1) установлено, что при полном

цитогенетическом ответе в 53% случаев происходило

снижение экспрессии BCR-ABL более чем на 3 lg по срав-

нению с начальным базовым уровнем, в 25% случаев - на

2—2,99 lg, в 22% случаев — на 1—1,99, в 0% случаев — ме-

нее чем на 1 lg. Таким образом, у большинства больных

с полным цитогенетическим ответом (78%) отмечено

снижение экспрессии BCR-ABL более чем на 2 lg по срав-

нению с начальным базовым уровнем. По международ-

ной шкале измерений в группе пациентов с полным ци-

тогенетическим ответом медиана экспрессии гена BCR-

ABL составила 0,1%, максимальное значение экспрессии

гена — 0,57%, а минимальное значение — 0%. 

Из 35 больных с полным цитогенетическим отве-

том у 26 (74,2%) методом количественной ПЦР в реаль-

ном времени был обнаружен остаточный опухолевый

клон клеток. В этой подгруппе пациентов с обнаружен-

ной МОБ медиана экспрессии гена BCR-ABL составила

1326 копий BCR-ABL×106/копий ABL, или 0,13%. Мини-

мальное значение экспрессии гена BCR-ABL у больных

с полным цитогенетическим ответом — 112 копий BCR-

ABL×106/копий ABL, а максимальное — 5753 копий (см.

табл. 2). 

На основании полученных нами результатов в рам-

ках проведенного исследования стало очевидно, что дан-

ных СЦИ (чувствительность 1:10-2 клеток) недостаточно

для суждения о степени полноты ответа на терапию има-

тинибом. Это наиболее актуально для пациентов, достиг-

ших не только полной клинико-гематологической ре-

миссии, но и полного цитогенетического ответа [14, 16]. 

Real-time ПЦР в оценке экспрессии гена BCR-ABL

у пациентов, резистентных к иматинибу

В группе пациентов, соответствующих критериям

резистентности к иматинибу [8], медиана экспрессии ге-

на BCR-ABL составила 46 029 копий BCR-ABL×106/копий

ABL, максимальное значение — 536 205 копий BCR-

ABL×106/копий ABL, минимальное — 428 копий. Медиа-

на снижения уровня экспрессии BCR-ABL относительно

начального базального уровня экспрессии по логариф-

мической шкале — 0,95 lg. При анализе структуры моле-

кулярного ответа (см. рис. 1) в 16% случаев наблюдалось

снижение экспрессии BCR-ABL на 2—2,99 lg по сравне-

нию с начальным базовым уровнем, в 37% случаев — на

1—1,99 lg, в 47% — менее чем на 1 lg. По международной

шкале (IS) в этой группе пациентов медиана экспрессии

гена BCR-ABL составила 4,6%, максимальное значение

экспрессии соответствовало 53,6%, а минимальное —

0,04%.

СЦИ является общепринятым подходом для оцен-

ки ответа на терапию иматинибом. В соответствии с этим

важное значение имеет вопрос о возможности сопостав-

ления результатов СЦИ и данных количественной ПЦР

в реальном времени. Мы установили степень корреляции

между результатами этих исследований в изученных

группах пациентов. В первом случае результаты молеку-

лярно-генетического исследования были выражены в аб-

солютных числах копий BCR-ABL×106/копий ABL и ко-

эффициент корреляции составил 0,54. Во втором случае

результат, полученный при количественном исследова-

нии образцов периферической крови методом ПЦР в ре-

жиме реального времени, отображали в виде десятичного

логарифма снижения экспрессии по отношению к базо-

вому уровню; коэффициент корреляции при этом соста-

вил 0,83. 

Полученные данные свидетельствуют о высокой

корреляции между результатами цитогенетического

и молекулярно-генетического анализов и целесообраз-

ности применения количественной ПЦР в реальном вре-

мени для диагностики и мониторинга терапии ХМЛ как

на стадии обнаружения Ph-хромосомы стандартным ци-

тогенетическим методом, так и, безусловно, на стадии

полного цитогенетического ответа. Более высокий коэф-

фициент корреляции при выражении результатов real-

time ПЦР в виде десятичного логарифма снижения (Δlg)

экспрессии по отношению к базовому уровню свидетель-

ствует о более высокой клинической значимости интер-

претации полученных результатов этим способом, под-

тверждая тем самым данные мировой литературы.

Мутационный анализ

Мутационный анализ проводился в группе рези-

стентных к иматинибу пациентов (n=23) методом прямо-

го секвенирования кДНК, полученной в результате реак-

ции ОТ РНК. В результате проведенного исследования

у 5 (21,7%) пациентов обнаружены следующие мутации:

L248V (n=2), M244V +M351T (n=1), T315I (n=1), L248V +

F359C (n=1) (рис. 2). Выявленные мутации, несомненно,

имеют клиническое значение, поскольку связь их с рези-

стентностью к иматинибу уже доказана в тестах in vitro

и в ряде клинических исследований. Так, в исследовани-

ях in vitro данные мутации приводят к повышению пока-

зателя IC50 — концентрации иматиниба, снижающей на

50% тирозинкиназную активность фермента Abl в биохи-

мическом тесте и пролиферативную активность Ph-по-

зитивных клеточных линий.

Мутация L248V способствует замене лейцина на ва-

лин в Р-петле тирозинкиназы Bcr-Abl, что приводит к из-

менению пространственной конформации белка и, как

следствие, снижению эффективности иматиниба. Мута-

ция в положении L248 обусловливает развитие высокого

уровня резистентности, о чем свидетельствует повыше-

ние IC50 в тесте на пролиферативную активность более

чем в 30 раз [43]. 

Мутация M244V вызывает замену метионина

в 244-м положении на валин в Р-петле тирозинкиназы

Bcr-Abl. В исследованиях A. Corbin и соавт. [44] T. O’Hare

и соавт. [45] была доказана роль мутации M244V в сниже-

нии чувствительности и развитии резистентности. 

Мутация M351T (замена метионина на треонин

в 351-м положении), по данным N. Shah и соавт. [28],

T. O’Hare и соавт. [46], приводит к умеренному сниже-

нию чувствительности к иматинибу. Однако у одного из

наших больных мутация M351T была обнаружена в ком-

бинации с мутацией M244V, что, возможно, потенцирует

еще большую степень резистентности. 

У 1 пациента выявлена мутация T315I, вызвавшая

замену треонина в 315-м положении на изолейцин.

По современным данным эта мутация обусловливает

практически полное отсутствие чувствительности к има-

тинибу и высочайшую степень резистентности у пациен-

тов с ХМЛ [28, 34, 44—47].
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Мутация F359V (замена фенилаланина в 359-м по-

ложении на цистеин) нарушает водородные связи между

пиперазиновым кольцом иматиниба и Bcr-Abl-киназой

и чаще наблюдается у пациентов с ХМЛ в рецидиве [28].

F359V-мутация вызывает слабое снижение чувствитель-

ности к иматинибу - в 1,8 и 2,8 раза в биохимическом

и пролиферативном тестах соответственно. 

Таким образом, полученные нами данные позволи-

ли выявить ряд мутаций гена BCR-ABL, обусловливаю-

щих резистентность к иматинибу. Их обнаружение рас-

сматривается экспертной группой ELN как признак не-

благоприятного прогноза и основание для модификации

терапии, проводимой пациентам с мутациями киназного

домена BCR-ABL: повышение дозы иматиниба, переклю-

чение на терапию ИТК II поколения или, в случае панре-

зистентной мутации T315I, перевод с консервативной те-

рапии на программу трансплантации стволовых крове-

творных клеток. 

Так, в одном из изученных нами случаев пациент

с резистентностью к иматинибу (отсутствие какого-либо

цитогенетического ответа после 6 мес терапии иматини-

бом в дозе 400 мг/сут) и мутацией L248V в киназном до-

мене BCR-ABL был включен в клиническое исследование

эффективности препарата II поколения ИТК - нилоти-

ниба (Тасигна, «Novartis Pharma»; исследование

CAMN107A2109, руководитель Центра — профессор

Рис. 2. Результаты секвенирования кДНК пациентов, резистентных к иматинибу, 
демонстрирующие мутации L248V (a), V244V(б), M351T (в), T315I (г), F359C (д)
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Ю.В. Шатохин). В результате терапии нилотинибом в до-

зе 800 мг/сут больной достиг полного цитогенетического

ответа через 1 мес и большого молекулярного ответа —

через 3 мес терапии. 

В другом случае пациенту с резистентностью

к иматинибу (отсутствие цитогенетического ответа по-

сле 12 мес терапии иматинибом в дозе 400 мг/сут) и му-

тацией T315I было рекомендовано проведение аллоген-

ной трансплантации костного мозга, поскольку выяв-

ление данной мутации предполагает резистентность ко

всем известным ИТК, прошедшим клинические испы-

тания. 

В остальных 3 случаях больных не удалось вклю-

чить в клинические исследования ИТК II поколения, по-

этому им была повышена доза иматиниба до 600 мг/сут,

хотя наиболее оптимальным был бы переход с терапии

иматинибом на терапию, например, нилотинибом.

Заключение
Корректный мониторинг лечения ХМЛ в настоя-

щее время должен включать как цитогенетические, так

и молекулярные исследования МОБ (определение уров-

ня экспрессии BCR-ABL, поиск мутаций гена BCR-ABL-

киназы) и проводиться на регулярной основе. СЦИ не-

обходимо проводить 1 раз в 6 мес до достижения полного

цитогенетического ответа, а затем 1 раз в год. Молеку-

лярно-генетические исследования методом количест-

венной ПЦР в реальном времени должны выполняться 1

раз в 3 мес. Определение мутаций киназного домена гена

BCR-ABL следует выполнять у всех пациентов, являю-

щихся резистентными к терапии иматинибом, в соответ-

ствии с критериям ELN. 

Особую важность молекулярные исследования

приобретают после достижения полного цитогенети-

ческого ответа, поскольку их результаты являются

единственным способом мониторинга МОБ. Так, в на-

шем исследовании было показано, что в достаточно

высоком проценте случаев пациенты с ХМЛ, достиг-

шие полного цитогенетического ответа, сохраняют

BCR-ABL-позитивный клон лейкозных клеток. Даже

понятие «полный молекулярный ответ», когда BCR-

ABL-транскрипт не определяется, должно использо-

ваться осторожно. Применение этого термина предпо-

лагает абсолютное отсутствие лейкозных клеток, меж-

ду тем даже данные молекулярных исследований могут

быть обманчивы. Отчасти это связано с вариабельно-

стью чувствительности метода ПЦР в режиме реально-

го времени [21] и в большей степени обусловлено тем,

что значительное число опухолевых клеток может при-

сутствовать в организме больного, когда BCR-ABL

транскрипт не определяется стандартными методами

молекулярного анализа [14].

Также большую роль играет то, что в условиях пол-

ного цитогенетического ответа увеличение экспрессии

гена BCR-ABL является неблагоприятным фактором,

указывающим на возможность развития рецидива,

и вполне служит показанием для проведения стандарт-

ного цитогенетического и мутационного анализа.

Наиболее высокая степень корреляции наблюдает-

ся между результатами СЦИ и количественной ПЦР в ре-

альном времени, выраженных в виде десятичного лога-

рифма снижения (Δlg) экспрессии по отношению к на-

чальному базовому уровню. Кроме того, клинически ин-

формативно выражение результатов количественной

ПЦР в процентном соотношении гена BCR-ABL к гену-

нормализатору ABL. Несмотря на значительный разброс

значений экспрессии гена BCR-ABL, отмечены достовер-

ные различия в значениях экспрессии гена BCR-ABL

в соответствии с цитогенетическим ответом.

Молекулярно-генетический мониторинг позволяет

проводить первичный скрининг пациентов, нуждающих-

ся в анализе мутаций гена BCR-ABL. Резистентные к има-

тинибу пациенты с ХМЛ в большинстве случаев характе-

ризуются высоким уровнем экспрессии гена BCR-ABL,

что часто ассоциируется с наличием мутаций в киназном

домене гена BCR-ABL. Мутации обусловливают сниже-

ние активности иматиниба и даже, в случае T315I, пол-

ностью блокируют его действие. 

Результаты секвенирования гена BCR-ABL у паци-

ентов, резистентных к иматинибу, должны стать общедо-

ступными для врачебной практики. Обнаружение раз-

личных мутаций киназного домена гена BCR-ABL позво-

ляет рационализировать тактику терапии ХМЛ: повы-

сить дозу иматиниба, перейти на терапию ИТК II поко-

ления, рекомендовать экспериментальную терапию или

воспользоваться программой трансплантации костного

мозга. Для молекулярно-генетических лабораторий, за-

нимающихся мониторированием лечения ХМЛ методом

real-time ПЦР, мутационный анализ возможен, посколь-

ку в обоих случаях используются одни и те же образцы

кДНК. 

Таким образом, комплекс молекулярно-генетиче-

ских технологий для мониторинга терапии ХМЛ ИТК

должен включать как минимум количественный метод

ПЦР в режиме реального времени для отслеживания

в динамике уровня экспрессии BCR-ABL-транскрипта

и секвенирование кДНК гена BCR-ABL с целью исследо-

вания мутационного статуса у пациентов, резистентных

к иматинибу. 
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