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Мониторинг минимальной остаточной болезни является одним из важнейших инструментов при 
терапии острых лимфобластных лейкозов. Однако применение его в клинической практике имеет 
ряд существенных ограничений, связанных с методологическими сложностями, высокой стоимостью 
и зачастую неоднозначностью интерпретации результатов. В данной работе описывается система для 
идентификации клональных перестроек в локусах иммуноглобулиновых генов с использованием ме-
тода высокопроизводительного секвенирования нового поколения. Проведена апробация системы на 
17 клинических образцах, взятых у детей, больных В-клеточным острым лимфобластным лейкозом. Для 
16 исследованных образцов обнаружено от 1 до 6 различных перестроек иммуноглобулиновых генов. 
Сравнение новой системы с традиционно используемой системой BIOMED-2 показало высокую корре-
ляцию результатов. Дальнейшее развитие системы позволит создать высоконадежный и чувствитель-
ный метод для мониторинга минимальной остаточной болезни.

К л ю ч е в ы е  с л о в а:    острый лимфобластный лейкоз; минимальная остаточная болезнь; перестройки 
иммуноглобулиновых генов; высокопроизводительное секвенирование.
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Определение минимальной остаточной болезни (МОБ) 
при лейкозах является одним из важнейших инструментов 
прогнозирования течения заболевания и определения тера-
певтической стратегии [1]. Для мониторинга МОБ использу-
ют различные маркеры и методологические подходы. В опу-
холевых клетках при острых лимфобластных лейкозах (ОЛЛ) 
достаточно часто обнаруживаются перестройки локусов им-
муноглобулиновых рецепторов, которые происходят по ме-
ханизму V(D)J-рекомбинации. Поскольку в результате V(D)
J-рекомбинации может образоваться огромное количество ва-
риантов, такой вид маркера удобно использовать для монито-
ринга МОБ: конкретная перестройка отсутствует в нормаль-
ных клетках и уникальна для абнормального клона, а значит 
ее обнаружение в костном мозге после химиотерапии одно-
значно указывает на наличие лейкемических клеток. Первич-
ная идентификация иммуноглобулиновых перестроек, харак-
терных для патогенного клона при ОЛЛ, на первый взгляд не 
представляет существенной проблемы: содержание опухоле-
вых клеток в клиническом образце костного мозга или крови 
пациента составляет от 20 до 95%. Такую идентификацию 
стандартно проводят с использованием набора BIOMED-2 
[2]. Данная система основана на ПЦР-амплификации локусов 
генов иммуноглобулиновых рецепторов с помощью не-

скольких смесей праймеров с последующим секвенирова-
нием полученных ампликонов по методу Сэнгера. Несмотря 
на широкое использование данной системы на протяжении 
последних 15 лет, она имеет ряд недостатков, наиболее су-
щественным из которых является невозможность идентифи-
кации диагностических перестроек, произошедших в обоих 
аллелях одного локуса. Кроме того, использование набора 
BIOMED-2 достаточно трудоемко и для идентификации 
перестройки требуется довольно много времени. В связи с 
этим несколькими исследовательскими группами был пред-
ложен подход, при котором детекцию перестроек проводят с 
использованием высокопроизводительного секвенирования 
нового поколения (High Throughput Sequencing – HTS или 
Next Generation Sequencing – NGS) [3–5]. Использование но-
вого метода позволяет различать перестройки двух аллелей в 
одном локусе и при определенных условиях сократить время 
и стоимость анализа в расчете на один образец. На основе 
проведенных исследований были разработаны коммерчески 
доступные наборы (например, LymphoTrack, InvivoScribe). 
Однако созданные наборы не позволяют анализировать пол-
ную панель перестроек, так как содержат набор праймеров 
лишь для части иммуноглобулиновых генов.

В данной работе мы описываем созданную оригинальную 
систему для первичной детекции перестроек иммуногло-
булиновых локусов. Разработанная система позволяет про-
водить детекцию перестроек во всех иммуноглобулиновых 
локусах, используемых в стандартном наборе BIOMED-2. 
Проведена апробация системы на наборе из 20 первичных 
образцов, взятых у больных ОЛЛ.

Материал и методы
В исследование были включены 17 детей больных ОЛЛ в 

возрасте  от 1 года до 15 лет (медиана возраста 4 года) В выборку 
были включены больные с различным типом В-ОЛЛ по резуль-
татам исследования с цитофлюориметрическим окрашиванием 
образцов (см. таблицу). Исследование было одобрено локаль-
ным этическим комитетом ФНКЦ ДГОИ.

Библиотеки для массированного секвенирования получали в 
ходе двух этапов ПЦР-амплификации. На обоих этапах каждую 
ПЦР проводили в объеме 25 мкл, содержащем 1X Tersus Buffer 
(«Евроген», Россия), 1Х полимеразу Tersus («Евроген», Россия),  
5 нмоль каждого нуклеозидтрифосфата (“Thermo Scientific”, США). 
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(см. рисунок, i5 и i7). Использование двойного баркодирова-
ния потенциально позволяет проанализировать до 384 инди-
видуальных клинических образцов за один запуск секвена-
тора. После двухстадийной амплификации проводят очистку 
полученных библиотек, после чего они напрямую секвени-
руются в приборе Illumina MiSeq. Общее время подготовки 
библиотек с момента получения геномной ДНК до запуска 
прибора составляет около 6 ч.

Проверка и валидация системы  
на клинических образцах ОЛЛ

Для проверки разработанной системы была проведена де-
текция перестроек шести иммуноглобулиновых локусов в 17 
первичных образцах ОЛЛ (см. таблицу). В результате прове-
денного секвенирования и анализа полученных данных в 16 
образцах были выявлены клональные маркеры опухолевых 
лимфобластов, каждый из которых представляет собой ну-
клеотидную последовательность V(D)J-перестройки одного 
из иммуноглобулиновых локусов с аномально высокой долей 
среди всего массива сиквенсов данного локуса. Число обна-
руженных в одном образце перестроек варьировало от 1 до 6. 
Доля сиквенсов, представляющих собой перестройку, ва-
рьировала от 17 до 78%. Для 1 образца перестройки не были 
обнаружены, а распределение численности отдельных сик-
венсов каждого из анализируемых локусов соответствовало 
таковому у здорового человека. Был проведен анализ струк-
туры каждого из выявленных маркеров и идентифицированы 
V, D и J-сегменты, образовавшие каждую перестройку. Для  
4 исследованных образцов было проведено определе-
ние перестройки традиционным методом, основанным на  
амплификации с набором праймеров BIOMED-2 и секвени-
рованием методом Сэнгеру. Полученные результаты совпа-
дают с результатами, полученными с использованием разра-
ботанной нами NGS-системы.

Обсуждение
Мониторинг МОБ является важным инструментом про-

гнозирования риска развития рецидива как у взрослых, так 
и у детей, страдающих ОЛЛ. Если до недавнего времени 
единственным методом профилактики рецидива при перси-
стенции МОБ у больных лейкозами из предшественников 
В-лимфоцитов являлась токсичная и применимая далеко не 
у всех больных миелоаблативная терапия с трансплантацией 
гематопоэтических предшественников, то c появлением ин-
новационных методов иммунотерапии – биспецифических 
активаторов Т-лимфоцитов (блинатумомаб) и Т-лимфоцитов 
с химерными рецепторами (CART), которые способны  
эффективно элиминировать MОБ, открывает совершенно  
новые возможности в лечении ОЛЛ [6].

До недавнего времени для детекции MОБ применяли либо 
проточную цитометрию с мониторингов клеток с «лейке- 
мическим иммунофенотипом», либо поиск и секвенирование 
по Сэнгеру специфичных для конкретного больного реарран-
жировок генов Т-клеточного рецептора и иммуноглобулинов. 
Оба этих метода имеют свои недостатки и малоприменимы 
для массовых исследований, особенно в странах с большой 
территорией и сложной логистикой перемещения биологиче-
ских образцов.

Метод высокопроизводительного секвенирования нового 
поколения находит все более широкое применение в клини-
ческой практике, в том числе и для мониторинга МОБ [1, 4, 
5, 7–11]. Несмотря на кажущуюся дороговизну метода, его 
использование дает ряд существенных преимуществ по срав-
нению с традиционным секвенированием по Сэнгеру при 
сравнимой стоимости анализа в пересчете на один образец. 
К таким преимуществам относятся возможность различать 
множественные перестройки для одного иммуноглобулино-
вого локуса, идентифицировать минорные варианты лимфо-
идных клонов, оценивать общее распределение патогенных 
и нормальных перестроек в образце. Другими словами, де-
текция иммуноглобулиновых перестроек с использовани-
ем NGS является более чувствительной и достоверной по 

На первом этапе для каждого образца ДНК выполняли 8 муль-
типлексных ПЦР, каждая из которых содержала по 40 нг геном-
ной ДНК и соответствующий набор олигонуклеотидных прай-
меров (5 пмоль каждого). Амплификацию проводили методом 
”touchdown“: предварительный прогрев 95 ºС 2 мин, затем че-
тыре цикла с профилем 95 ºС 20 с, 68 ºС 20 с, 72 ºС 40 с, каждые 
следующие четыре цикла ПЦР осуществляли при пониженной 
на 2 ºС температуре отжига вплоть до достижения 60 ºС, затем 
на последних 15 циклах амплификации температуру отжига 
поднимали до 72 ºС. По завершении ПЦР из каждой реакци-
онной смеси отбирали по 5 мкл, смешивали и экстрагировали 
ДНК с помощью 0,8 объема магнитных частиц AmPure XP Beads 
(“Beckman Coulter”, США). Реакционная смесь для второго эта-
па амплификации в дополнение к указанным выше компонентам 
содержала в качестве матрицы экстрагированные ампликоны, 
полученные на первом этапе, и пару олигонуклеотидных прай-
меров (5 пмоль каждого). Температурный профиль амплифика-
ции включал предварительный прогрев 2 мин при температуре 
95 ºС и 15 циклов с профилем 95 ºС 20 с, 55 ºС 20 с, 72 ºС 40 с. 
Из полученных реакционных смесей с помощью 0,8 объема 
магнитных частиц AmPure XP Beads экстрагировали ДНК, кото-
рую затем секвенировали на платформе Illumina (MiSeq, длина  
чтения 2х150). Анализ данных секвенирования проводили с по-
мощью веб-платформы Galaxy (https://usegalaxy.org) и програм-
мы IgBLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast).

Результаты
Описание и принцип действия системы

При разработке системы для инициальной детекции пе-
рестроек мы использовали принцип, примененный в работах 
[3–5] для идентификации перестроек локуса IGH. Общий 
принцип такого подхода проиллюстрирован на рисунке. Для 
получения библиотек, содержащих перестройки иммуногло-
булиновых локусов, адаптированных для высокопроизводи-
тельного секвенирования на платформе Illumina, проводят 
ПЦР-амплификацию в две стадии. На первой стадии в каче-
стве матрицы используют геномную ДНК, выделенную из 
инициального образца костного мозга больных ОЛЛ. Для ам-
плификации всех локусов проводят параллельную амплифи-
кацию с 8 разными наборами праймеров, соответствующих 
генам иммуноглобулинов (IGH, IGL, IGK) и Т-клеточных 
рецепторов (TRB, TRG, TRD). Наборы праймеров позволя-
ют детектировать как полные (VDJ), так и неполные (DJ) 
перестройки локусов TRB и IGH. Каждый из 66 праймеров, 
составляющих 8 наборов, состоит из специфической 3’-ча-
сти, соответствующей своему иммуноглобулиновому локусу 
и универсальной 5’-части, содержащей олигонуклеотиды, 
необходимые для секвенирования. На второй стадии ам-
плификации вводят последовательности, необходимые для 
гибридизации на сиквенсовую ячейку Illumina и 8 нуклео-
тидные баркоды образцов с двух сторон каждой молекулы  
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Схема получения библиотек для секвенирования на платформе 
Illumina. Прямоугольниками разных цветов обозначены геном-
ные сегменты (V, D, J) из которых формируется перестройка в 

результате рекомбинации. CDR3 – гипервариабельный участок; 
i5 и i7 – 8-нуклеотидные баркоды образца Illumina.
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Характеристика больных и результаты идентификации перестроек иммуноглобулиновых локусов

Образец Тип ОЛЛ Локус V* D* J* CDR3**
10802 B3 IGH V4-39 D2-2 J6 ARDRGL##YQLLWTLGLGVLLRYGR

IGH V3-30 D2-2 J6 ARG#YQLLWTLGLGVLLRYGR
IGH D3-3 J5

11160 B2 IGL V3-25 J3 QSADSSGTYPYWV
IGH V3-11 D2-2 J6 ARD#TGYCSSTSCFTRQQTTTTTVWT

TCRG V11 J1 AL#E
11525 B3 IGK V1-37 J5 QRTYNAPPPA

TCRB V14 D2 J2 GREGTDTQY
10575 B IGH V3-74 D1-26 J6 ASRSSHYQWELLEATTTTTWTS

IGH D1-26 J6
16113 B2 IGH V3-23 D2-15 J6 AQEGIL#WW#LLLRATTTTVWTS

IGH V4-39 D2-15 J4 AREKQGCSGGSCYVVATLTT
IGH V3-30 D2-15 J4 ARDDIVVVVAATLLLL#L

TCRG V2 JP2 ATWDGQSDWIKT
IGK V2-30 J2 MQGTHWPQH

16294 B2 IGH V4-34 D2-2 J5 ARAESPYCSSTSCSTGSTP
IGH D3-9 J4
IGH D2-2 J4

TCRD V3 D3 J1 AFPRLPPG#GWPINSS
TCRD V3 D3 J1 ALILSSYGGGYAATDKLI

16398 B3 IGH V2-26 D1-26 J4 ARMTAHWKDQALEDIVGATRRALT
IGH D3-16 J4
IGH D1-26 J4

TCRG V11 JP1 ACWTQAGWFKI
15801 B2 TCRG V4 J1 ATWDGPPENYYKK

IGH V3-74 J6 YGMDV
TCRB V14 J2-3 ASSPKLRS
TCRB V27 J2-5 ASSLTPPCHSGDPV
IGH V4-34 D1-7 J4 ARKLEL#L
IGL V3-25 J1 QSADSSGTYV

13452 B2 IGH V1-2 D3-22 J5 ITTKGGSTP
TCRG V11 J1 ACWIRRIIIR
TCRG V3 J1 ATWDRGRGLL#E

13630 B2 IGH V3-33 D2-8 J6 AREKRNPLGELGYCTNGVCYTTTTW
IGH V3-7 D7-27 J3 ARAGTGDRG#GF#Y
IGK V-26 J5 ARCTRSGVT

14006 B IGL V3-1 J2 QAWDSSK
IGK V1-37 J4 QRTYNAPPRSPLT
IGH V3-53 D6-6 J4 ARGGSSSSYFDY

TCRG V2 J1 ATWDGPEVR
14108 B IGL V2-14 J2 SSYTSSSTPGG
14199 B3 TCRG V9 J1 ALWRDYYKK

IGH V3-30 D6-19 J4 KGDGRLVL#L
IGH V1-45 D5-24 J6 ATEENYYYGMDV

14379 B TCRG V3 J1 ATWDPQG#E
14501 B3 IGH V3-23 D2-8 J6 AKDLQGILY#WCMLLLLRYGR

IGH V3-30 D2-8 J6 ATSKEYCTNGVCYYYYGMDV
TCRG V5 J1 ATWD##IIIR
TCRB V4-1 D2 J2-5 ASSLAGGGGETQY
IGL V3-19 J3 NSRDSSGNHLGV
IGK V2-29 J3 MQGV

13603 B IGH V4-30 D2-21 J6 AEWGLNCGGDCYSDLLLLRYGR
TCRD V3 D3 J1 AFKTARWGIGSDKLI

П р и м е ч а н и е. * – указаны V, D и J-сегменты образовавшие перестройку. В случае неполной перестройки локусов IGH, TRB и TRD 
V-сегмент отсутствует; ** – аминокислотные последовательности CDR3 для каждой перестройки; # – стоп-кодон для неполных пере-
строек локусов IGH, TRB и TRD последовательность CDR3 не приводится.
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сравнению с традиционным подходом. Однако разработка 
надежной тест-системы для детекции перестроек была огра-
ничена некоторыми методическими сложностями, к которым 
относятся прежде всего разработка оптимальных смесей 
олигонуклеотидных праймеров и алгоритм интерпретации 
результатов секвенирования. В приведенном исследовании 
разработана и протестирована такая система для детекции 
клональных перестроек лейкозных клеток при ОЛЛ с ис-
пользованием высокопроизводительного секвенирования. 
В отличие от ранее разработанных наборов данная система 
позволяет детектировать одновременно перестройки всех 
иммуноглобулиновых локусов, для которых показаны пере-
стройки при ОЛЛ.

Проведенное тестирование системы показало как ее 
высокую чувствительность, так и достаточно высокую до-
стоверность при сравнении с традиционно используемым 
аналогом. Дальнейшее развитие данной работы предпола-
гает исследования на большей выборке пациентов и совер-
шенствование программного обеспечения для анализа дан-
ных секвенирования. Следующим этапом является создание 
интегрированной тест-системы, позволяющей проводить 
не только детекцию перестроек в исходном образце, но и 
определение непосредственно МОБ в образцах после хими-
отерапии. Успешная реализация данного проекта приведет к 
созданию высокопроизводительного метода для высокочув-
ствительного мониторинга МОБ при ОЛЛ. 
Финансирование. Исследование было поддержано грантом Министерства об-
разования и науки Российской Федерации, уникальный идентификатор проекта 
RFMEFI60414X0118.
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ПОЛУЧЕНИЕ ЛИОФИЛИЗИРОВАННОЙ ПЛАЗМЫ С СОХРАНЕННОЙ 
АКТИВНОСТЬЮ ФАКТОРОВ СВЕРТЫВАНИЯ 
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Применение лиофилизированной плазмы имеет ряд преимуществ перед свежезамороженной 
плазмой (СЗП) как для оказания трансфузионной помощи в полевых условиях, так и для проведения 
диагностических исследований системы гемостаза. Выполнение диагностических исследований тре-
бует наличия биологических стандартов, плазм-калибраторов и контрольных материалов с высокой 
стабильностью целевых показателей при хранении лиофилизированных реагентов. Процесс лиофили-
зации плазмы вызывает значительные изменения коагулологических показателей и сопровождается 
повышением ее рН. Целью работы являлось получение лиофилизированной плазмы крови человека 
без выраженных при лиофилизации и хранении изменениях активности факторов свертывания крови. 
Показано, что подкисление пулированной СЗП от не менее 20 доноров перед лиофилизацией до зна-
чений рН 7,0–7,1 буферным раствором HEPES в конечной концентрации 50 мМ повышало стабильность 
факторов системы гемостаза и сохраняло физиологический уровень рН плазмы после лиофилизации. В 
условиях ускоренного хранения именно такие лиофилизированные плазмы характеризовались боль-
шей стабильностью всех определяемых коагулологических показателей. Таким образом, предложенный 
подход позволяет получать стабильные при хранении лиофилизированные формы диагностических ре-
агентов и контрольных материалов. 

К л ю ч е в ы е  с л о в а:  лиофилизированная плазмы; рН; методы стабилизации; факторы свертывания 
крови; плазмы-калибраторы; гемостазиологические стандарты.
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