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Введение. Ибрутиниб является эффективным препаратом для лечения рецидивирующего, рефрактерного хрониче-
ского лимфолейкоза (ХЛЛ). У большей части больных ХЛЛ ибрутиниб вызывает стойкие ремиссии, однако у части 
больных происходит прогрессия заболевания. Рефрактерность к ибрутинибу в большинстве случаев связана с мута-
цией С481S, что соответствует заменам c.1441Т>А и c.1442G>C в гене BTK, однако встречаются и другие варианты 
мутаций гена в этом положении.
Цель — оценить относительную аллельную нагрузку мутаций устойчивости к ибрутинибу в гене ВТК у больных с про-
грессией ХЛЛ при помощи разработанной тест-системы на основе аллель-специфичной полимеразной цепной ре-
акции (АС-ПЦР) в режиме реального времени.
Материалы и методы. В исследование был включен материал от 102 больных ХЛЛ: 39 больных ХЛЛ с прогрес-
сией заболевания на фоне терапии ибрутинибом, 24 больных с прогрессией после терапии по протоколам «FCR/
FCR-lite», 38 больных ХЛЛ до начала лечения. Группа контроля включала в себя 118 больных неопухолевыми гема-
тологическими заболеваниями.
Результаты. С помощью АС-ПЦР у 20 из 39 больных ХЛЛ с прогрессией на фоне терапии ибрутинибом была вы-
явлена мутация c.1442G>C. У 2 больных была выявлена мутация c.1442G>T. У 1 больного были обнаружены од-
новременно две мутации: c.1441Т>А и c.1442G>C, у 1 больного — сочетание 3 мутаций: c.1442G>C, c.1442G>T 
и c.1442G>A. У 15 больных с прогрессией на терапии ибрутинибом мутаций в гене BTK выявлено не было. В группах 
больных ХЛЛ без предварительного лечения, после режимов «FCR/FCR-lite» и в контрольной группе больных неопу-
холевыми заболеваниями мутаций в гене BTK выявлено не было. 
Заключение. Определена относительная аллельная нагрузка мутаций устойчивости к ибрутинибу в 15-м экзоне 
гена ВТК у больных с прогрессией ХЛЛ с помощью разработанной тест-системы на основе АС-ПЦР в режиме ре-
ального времени. У 50 % больных наблюдалась одна мутация, у 5 % — две мутации, у 2,5 % — три мутации в гене 
BTK. Своевременное выявление мутаций гена BTK до клинического рецидива может быть основанием для измене-
ния тактики лечения. Поскольку клинические проявления устойчивости к ибрутинибу проявляются в среднем через 
1–2 года, предлагается проводить мониторинг мутаций и определение относительной аллельной нагрузки каждые 
3 месяца у больных ХЛЛ до рецидива при лечении ибрутинибом.
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Introduction. Currently, Ibrutinib is one of the most effective drugs for relapsed and refractory chronic lymphocytic leukemia 
treatment. In most patients with CLL, ibrutinib causes persistent remissions, but in some patients the disease progresses. Ibru-
tinib resistance in most cases is associated with the C481S mutation, which corresponds to the c.1441T>A and c.1442G>C 
substitutions in the BTK gene, however, other variants also exist.
Aim — to evaluate variable allele fraction of the BTK gene mutations in patients with relapsed chronic lymphocytic leukemia 
using the in-house allele-specifi c real-time PCR test.
Materials and methods. The study included material from 102 cases: 39 CLL patients with disease progression on ibruti-
nib therapy, 24 CLL patients with disease progression on the FCR/FCR-lite protocols, and 38 CLL treatment-naive patients. 
The control group included 118 patients with non-neoplastic hematological diseases.
Results. Using in-house using AS-PCR, we detected the c.1442G>C mutation in 20 out of 39 CLL patients with progression 
on ibrutinib therapy. Mutation c.1442G>T was detected in 2 patients. In a single patient, two mutations were detected simulta-
neously: c.1441T>A and c.1442G>C. Another single patient had a combination of three mutations: c.1442G>C, c.1442G>T 
and c.1442G>A. In 15 patients with progression on ibrutinib therapy, mutations in the BTK gene were not detected. In treat-
ment-naive CLL patients, in the group treated with FCR/FCR-lite regimens, and in the control group of patients with non-
neoplastic diseases, mutations in the BTK gene were not detected.
Conclusion. Variable allele fraction of exon 15 BTK gene mutations in the patients with CLL progression was successfully 
determined using in-house AS-PCR test: 50 % of patients had one mutation, 5 % had two mutations, and 2.5 % had three 
mutations in the BTK gene. Timely detection of these mutations before clinical recurrence may facilitate effective treatment 
strategy. Since clinical manifestations of ibrutinib resistance appear after an average of 1–2 years, we suggest monitoring BTK 
mutation load every 3 months in patients with CLL before relapse during treatment with ibrutinib. 
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Введение
В многочисленных исследованиях доказана высо-
кая эффективность таргетной терапии [1–8], в част-
ности ибрутинибом, изменившим тактику лечения 
больных хроническим лимфолейкозом (ХЛЛ). В на-
стоящее время ибрутиниб является одним из ключе-
вых эффективных препаратов в терапии рецидиви-
рующего, рефрактерного ХЛЛ (Р/Р ХЛЛ), а также 
в терапии 1-й линии как в монорежиме, так и в ком-
плексе с другими препаратами [9]. У большей части 
больных ХЛЛ ибрутиниб вызывает стойкие ремис-
сии: при лечении ибрутинибом в монорежиме ре-
миссии достигают у 63–88 % больных с Р/Р ХЛЛ 
и 71–86 % больных ХЛЛ, если ибрутиниб использу-
ется в качестве терапии 1-й линии [7, 8, 10, 11], од-
нако у части больных происходит прогрессия забо-
левания. По данным J.C. Byrd и соавт. [3], в когорте 
больных Р/Р ХЛЛ, получавших ибрутиниб в каче-
стве монотерапии, частота прогрессирования спу-
стя 30 мес. терапии составила 69 %. Рефрактерность 
к ибрутинибу в большинстве случаев связана с му-
тацией С481S, что соответствует заменам c.1441Т>А 
и c.1442G>C в гене BTK [4, 12, 13]. Однако встре-
чаются и другие варианты мутаций гена в этом 
положении, такие как C481R (c.1441Т>C), C481F 
(c.1442G>T), C481Y (c.1442G>A) [12, 14, 15].
Ибрутиниб необратимо связывается с цистеином 
в кодоне 481 (Cys481) активного центра тирозинки-
назы Брутона (Bruton’s tyrosine kinase, BTK), обеспе-
чивая ингибирование ВТК и последующее блокиро-
вание сигналов активации выживания клеток ХЛЛ 
через путь NF-kB [15–18]. У больных это приводит 
к высокой частоте клинического ответа и длительной 
ремиссии. Передача сигналов В-клеточного рецептора 
(B cell receptor, BCR) имеет огромное значение для нор-
мального развития В-клеток и адаптивного иммуни-
тета. При некоторых B-клеточных лейкозах и лимфо-
мах жизнеспособность и пролиферация опухолевых 
клеток происходит за счет усиления антиапоптотиче-
ских сигналов через BCR [13, 19, 20]. Мутации в ко-
доне С481 приводят к утрате ковалентного взаимодей-
ствия BTK с ибрутинибом, быстрому восстановлению 
активности фермента и, как следствие, потере конт-
роля над опухолью и развитием прогрессии. Детекция 
мутаций киназного домена гена BTK, ассоциирован-
ных с рефрактерностью к ибрутинибу, чрезвычайно 
важна для изучения механизма развития резистент-
ности и прогрессии ХЛЛ при лечении ингибиторами 
BTK. Своевременное выявление мутаций до клиниче-
ского рецидива может быть основанием для изменения 
тактики лечения.
Целью настоящей работы явилась оценка относи-
тельной аллельной нагрузки мутаций устойчивости 
к ибрутинибу в гене ВТК у больных с прогрессией 
ХЛЛ при помощи разработанной тест-системы на ос-

нове аллель-специфичной полимеразной цепной реак-
ции (АС-ПЦР) в режиме реального времени.

Больные и методы
Больные
В исследование был включен материал от 102 боль-
ных ХЛЛ: 39 больных с прогрессией ХЛЛ на фоне 
терапии ибрутинибом (25 мужчин, 14 женщин, ме-
диана возраста — 65 лет), которые получали лече-
ние на базе ГБУЗ «ГКБ им. С.П. Боткина» ДЗМ 
при наличии показаний по критериям IWCLL 2018 
[21]; 24 больных с прогрессией ХЛЛ после терапии 
по протоколам «FCR/FCR-lite» (15 мужчин, 9 жен-
щин, медиана возраста — 64 года), а также 38 боль-
ных ХЛЛ до начала лечения (29 мужчин, 9 женщин, 
медиана возраста — 62 года), поступивших в ФГБУ 
«НМИЦ гематологии» Минздрава России. Группа 
контроля включала в себя 118 больных неопухоле-
выми гематологическими заболеваниями, кровь ко-
торых поступила в лабораторию молекулярной ге-
матологии ФГБУ «НМИЦ гематологии» Минздрава 
России для проведения различных молекулярно-ге-
нетических исследований.
У большинства больных с прогрессией ХЛЛ 
на фоне приема ибрутиниба исследовали образцы пе-
риферической крови (34 больных), реже — образцы 
аспиратов костного мозга (4 больных) и биоптат лим-
фатического узла (1 больной). Для 30 больных ХЛЛ 
с прогрессией заболевания на фоне приема ибрути-
ниба был также доступен для исследования материал, 
взятый до манифестации рецидива, — в большинстве 
случаев были исследованы образцы периферической 
крови (28 больных), реже — аспират костного мозга 
(1 больной) и биоптат лимфатического узла (1 боль-
ной). В контрольной группе исследовали образцы 
периферической крови. У 29 из 39 больных ХЛЛ 
с прогрессией на фоне терапии ибрутинибом была 
доступна информация о процессе лечения и предше-
ствующей прогрессии терапии.

Определение мутаций в гене ВТК методом 
АС-ПЦР в реальном времени
Выделение геномной ДНК из ядерных клеток кро-
ви больных осуществляли с помощью метода солевой 
экстракции [22]. Для определения мутаций в гене ВТК 
методом АС-ПЦР геномную ДНК амплифицировали 
в 7 отдельных реакциях с использованием праймеров, 
специфичных к гену ВТК (табл. 1), с помощью ПЦР-
системы реального времени «CFX 96 Touch» (Bio-Rad, 
США) или «Rotor-Gene Q» (Qiagen, США). Для опре-
деления наличия или отсутствия мутаций в исследуе-
мых образцах проводили сравнение кривых ампли-
фикаций и значений Ct нормального и мутантных 
аллелей и рассчитывали ΔCt.
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Секвенирование следующего поколения 
(next-generation sequencing, NGS)
Для валидации результатов, полученных 
с по мощью АС-ПЦР, фрагмент 15-го экзона гена 
BTK амплифицировали с помощью прайме-
ров F (5’-ACTCCTAGGTCAGCCCCTTC-3’) и R 
(5’-CTGCTACTTCCACCCCATC-3’). Полученный ам-
плификат использовали для приготовления библио-
теки секвенирования с помощью наборов «Nextera XT 
DNA Library Prep» и «Nextera XT Index Kit v2» 
(Illumina, США) согласно инструкции производителя. 
Секвенирование проводили на генетическом анализа-
торе «MiSeq» (Illumina, США) с использованием набо-
ра «MiSeq Reagent Micro Kit v2 300-cycles» (Illumina, 
США). Фильтрование данных, удаление служебных 
последовательностей, картирование прочтений, поиск 
и аннотирование вариантов осуществляли при помо-
щи утилит Trimmomatic [23], BWA [24], SAMtools [25], 
Vardict [26] и Annovar [27].
Секвенирование по методу Сэнгера
В некоторых случаях валидацию результатов, по-
лученных с помощью АС-ПЦР, проводили с помощью 
секвенирования методом Сэнгера. Для амплификации 
15-го экзона гена BTK использовали те же праймеры, 
что и для NGS. Исследование проводили с использо-
ванием набора «BigDye Terminator v1.1» (ThermoFisher 
Scientifi c, США), согласно инструкции производи-
теля, на генетическом анализаторе «Нанофор 05» 
(ФГБУН «ИАП РАН», Россия). Полученные данные 
анализировали с помощью программного обеспечения 
SeqAnalysis 5.3.1. (ThermoFisher Scientifi c, США).

Результаты
Первоначально АС-ПЦР проводили только на самые 
распространенные мутации c.1441Т>А и c.1442G>C, од-
нако после исследования 15-го экзона гена BTK у боль-
ных с прогрессией на фоне терапии ибрутинибом с по-
мощью NGS в тест-систему были добавлены другие 
варианты мутаций: c.1441Т>C, c.1442G>T и c.1442G>A.
Для оценки относительной аллельной нагрузки му-
таций методом АС-ПЦР в реальном времени использо-

вали ΔCt для исследуемых образцов, которые в даль-
нейшем разделили на три группы: образцы с высокой 
относительной аллельной нагрузкой (ΔCt –3÷3), с низ-
кой относительной аллельной нагрузкой (ΔCt 4÷7) 
и образцы без мутаций (ΔCt > 7). Полученные отрица-
тельные значения ΔCt означают преобладание мутант-
ного аллеля над нормальным аллелем.
С помощью АС-ПЦР у 17 (43,6 %) больных ХЛЛ с про-
грессией при проведении терапии ибрутинибом была 
выявлена единственная мутация c.1442G>C с высокой 
относительной аллельной нагрузкой (ΔCt –3,10÷2,11), 
а у 3 (7,7 %) больных — та же мутация с низкой отно-
сительной аллельной нагрузкой (ΔCt 4,68÷6,83).
У 1 больного была выявлена единственная мутация 

c.1442G>T с высокой относительной аллельной нагруз-
кой (ΔCt 1,37) и еще у 1 больного — та же мутация 
с низкой относительной аллельной нагрузкой (ΔCt 
4,68).
У 1 больного были обнаружены одновременно две 
мутации c разным уровнем относительной аллельной 
нагрузки: c.1441Т>А (ΔCt –0,06) и c.1442G>C (ΔCt 4,12) 
(рис. 1А). У 1 больного — сочетание трех мутаций 
c разным уровнем относительной аллельной нагрузки: 
c.1442G>C (ΔCt 2,67), c.1442G>T (ΔCt 1,1) и c.1442G>A 
(ΔCt 5,9) (рис. 1Б). Эти данные были подтверждены 
секвенированием по методу Сэнгера (рис. 2). 
У 15 (38,5 %) больных с прогрессией ХЛЛ при про-
ведении терапии ибрутинибом мутаций в гене BTK 
выявлено не было. В группах больных ХЛЛ без пред-
варительного лечения, после режимов «FCR/FCR-lite» 
и в контрольной группе больных неопухолевыми забо-
леваниями мутаций в гене BTK выявлено не было.
Все образцы больных ХЛЛ, получавших ибрутиниб, 
дополнительно были исследованы с помощью секве-
нирования по Сэнгеру и NGS, во всех случаях было 
подтверждено наличие мутаций. У одного больного 
из группы с высокой относительной аллельной нагруз-
кой мутации c.1442G>C (Variant Allele Frequency (VAF) 
52 %), вероятно, в результате клональной эволюции до-
бавилась синонимичная мутация p.Cys481: c.1443C>T 
(VAF 20 %). В таблице 2 показано хорошее соответ-

Таблица 1. Последовательности праймеров и зондов для детекции мутаций в гене BTK методом АС-ПЦР в реальном времени (w — нор-
мальный аллель, mt — мутантный аллель)
Table 1. Sequences of primers and probes for the detection of mutations in the BTK gene by real-time AS-PCR (w — the normal allele, mt — the mutant 
allele)

Ген/нуклеотид
Gene/nucleotide

Прямой праймер 5’-3’
Forvard primer 5’-3’

Обратный праймер 5’-3’
Reverse primer 5’-3’

Проба 5’-3’
Probe 5’-3’

BTK w 1441T CTGAGTACATGGCCAATGGCT

CTGCTACTTCCACCCCATCA R&G — TGCTAGAGATGTGCAAGGATGTCTGT-
GAAG — RTQ1

BTK mt 1441A CTGAGTACATGGCCAATGGCA
BTK mt 1441C CTGAGTACATGGCCAATGACC
BTK w 1442G CTGAGTACATGGCCAATGGCTG
BTK mt 1442C CTGAGTACATGGCCAATGGCTC
BTK mt 1442A TGAGTACATGGCCAATGGCAA
BTK mt 1442T TGAGTACATGGCCAATGGGTT
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А / A

Б / B
Рисунок  1. А  — кривые амплификации для образцов, исследуемых на мутации гена ВТК p.C481S: c.1441T>A (c.1441T  — кривая амплификации, нормальный аллель; 
c.1441T>A  — кривая амплификации, мутантный аллель); Б  — кривые амплификации для образцов, исследуемых на мутации гена BTK p.C481S: c.1442G>C, p.C481F: 
c.1442G>T и p.C481Y: c.1442G>A (c.1442G — кривая амплификации, нормальный аллель; c.1442G>C, c.1442G>T и c.1442G>A — кривые амплификации, мутантные аллели)
Figure 1. A — amplifi cation curves for samples tested for BTK p.C481S gene mutation: c.1441T>A (c.1441T — amplifi cation curve, normal allele; c.1441T>A — amplifi cation curve, 
mutant allele); B — amplifi cation curves for samples tested for BTK gene mutation p.C481S: c.1442G>C, p.C481F: c.1442G>T and p.C481Y: c.1442G>A (c.1442G — amplifi cation 
curve, normal allele; c.1442G>C, c.1442G>T and c.1442G>A — amplifi cation curves, mutant alleles)

Рисунок 2. Хроматограмма с результатом секвенирования продукта амплификации образца крови больного с сочетанием трех мутаций в гене ВТК: p.C481S: c.1442G>C, 
p.C481F: c.1442G>T и p.C481Y: c.1442G>A
Figure 2. Chromatogram showing the result of product sequencing amplifi cation of a blood sample from a patient with a combination of three mutations in the BTK gene: p.C481S: 
c.1442G>C, p.C481F: c.1442G>T and p.C481Y: c.1442G>A
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ствие результатов NGS с АС-ПЦР при секвенирова-
нии 15-го экзона гена BTK у данной группы больных 
как при выявлении типа мутации, так и при определе-
нии их относительной аллельной нагрузки.
Также исследовали доступный первичный материал 
от 30 больных с рецидивом ХЛЛ, возникшим при ле-
чении ибрутинибом, с помощью АС-ПЦР. У всех боль-
ных в первичном материале не было обнаружено ис-
следуемых мутаций в гене ВТК с помощью АС-ПЦР.
Данные настоящего исследования проведенной те-
рапии у больных ХЛЛ с выявленными мутациями 
в гене BTK приведены в таблице 3. Всем больным 
было проведено минимум два курса специфической 
терапии перед прогрессией и последующим приемом 
ибрутиниба. Детектировали мутации в гене ВТК после 
3–65 мес. терапии ибрутинибом (медиана — 34,3 мес.), 
что согласуется с данными исследований, приведен-
ных выше [4, 12, 13]. Зависимости времени терапии 
от типа мутации или относительной аллельной на-
грузки не обнаружено.

Обсуждение
Рецидив ХЛЛ у больных при терапии ибрутинибом 
часто связан с ранней гистологической трансформа-
цией Рихтера — крупноклеточной лимфомой, воз-
никающей на фоне ХЛЛ примерно в первые 15 меся-
цев лечения. Однако в некоторых случаях возникает 
приобретенная вторичная резистентность, связанная 
с возникающими мутациями в генах ВТК и/или PLCG2 
в процессе лечения ибрутинибом у больных ХЛЛ, ко-

торые изначально хорошо ответили на терапию [4, 12, 
28–31]. Существующие исследования мутаций в реци-
диве у больных ХЛЛ при терапии ибрутинибом пока-
зывают, что прогрессирование заболевания связано 
с мутациями в генах BTK и PLCG2, а трансформация 
Рихтера, вероятно, нет [29]. По данным литературы, 
примерно у 80 % больных с рецидивом ХЛЛ с рези-
стентностью к ибрутинибу обнаруживаются мутации 
в генах BTK и PLCG2 [4, 12, 28], а у остальных 20 % 
больных причина появления резистентности к ибру-
тинибу до сих пор не изучена [4, 13, 32, 33].
В данном исследовании определили относительную 
аллельную нагрузку мутаций устойчивости к ибру-
тинибу в 15-м экзоне гена ВТК у 39 (61,5 %) больных 
с прогрессией ХЛЛ, используя разработанную тест-
систему на основе АС-ПЦР в режиме реального вре-
мени. У 50 % больных наблюдалась одна мутация, 
у 5 % — две мутации, у 2,5 % — три мутации в гене 
BTK. Полученные данные соответствуют результатам 
зарубежных исследовательских групп относительно 
частоты встречаемости мутаций устойчивости к ибру-
тинибу среди больных с прогрессией ХЛЛ [4, 12]. 
Результаты настоящего исследования подтверждают 
представления о возникновении мутаций у больных 
ХЛЛ в процессе лечения ибрутинибом, а не до приема 
препарата, поскольку в первичном материале обследо-
ванных больных мутаций в гене BTK найдено не было 
[3, 4, 12, 32].
Исследования, проводимые по изучению резистент-
ности к ибрутинибу среди больных с Р/Р ХЛЛ, сви-

Таблица 2. Определение относительной аллельной нагрузки в гене BTK методами АС-ПЦР и NGS у больных с ХЛЛ при лечении ибрутини-
бом (ΔCt –3÷3 циклов — высокая нагрузка; 4÷7 — низкая; отрицательные значения означают преобладание мутантного аллеля над нор-
мальным)
Table 2. Determination of the relative allelic load in the BTK gene by AS-PCR and NGS in patients with CLL treated with ibrutinib (ΔCt –3÷3 cycles — 
high load; 4÷7 — low; negative values mean the predominance of the mutant allele over the normal one)

№ / No. Мутация / Mutation ΔCt NGS (VAF, %) № / No. Мутация / Mutation ΔCt NGS (VAF, %)

1 p.C481S: c.1442G>C –0,91 62,5 15 p.C481S: c.1442G>C 2,11 25

2 p.C481S: c.1442G>C 5,48 1,31

16
p.C481S: c.1442G>C 2,67 32

3 p.C481S: c.1442G>C –1,97 64,4 p.C481Y: c.1442G>A 5,9 7

4 p.C481S: c.1442G>C –0,31 47 p.C481F: c.1442G>T 1,1 17

5 p.C481F: c.1442G>T 0,1 58 17 p.C481S: c.1442G>C –3,1 95

6 p.C481S: c.1442G>C 5,11 1,3 18 p.C481S: c.1442G>C –0,85 36

7 p.C481S: c.1442G>C –0,64 66
19

p.C481S: c.1442G>C –0,48 52

8 p.C481F: c.1442G>T 6,09 3 p.Cys481: c.1443C>T – 20

9 p.C481S: c.1442G>C –0,38 34 20 p.C481S: c.1442G>C 0,44 40

10 p.C481S: c.1442G>C –0,57 44 21 p.C481S: c.1442G>C 0,2 61

11 p.C481S: c.1442G>C 6,83 1,67 22 p.C481S: c.1442G>C –0,63 43

12 p.C481S: c.1442G>C 1,5 32
23 p.C481S: c.1442G>C 0,64 36

13 p.C481S: c.1442G>C 1,28 33

14
p.C481S: c.1441T>A –0,06 41,7

24 p.C481S: c.1442G>C –2,96 38
p.C481S: c.1442G>C 4,12 1,2
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детельствуют о важности своевременного выявления 
мутаций устойчивости в гене ВТК. По данным I.E. Ahn 
и соавт. [12], мутации в гене ВТК чаще всего обнару-
живают спустя 12–24 месяца терапии. По данным 
L. Sedlarikova и соавт. [15] и D. Jones и соавт. [34], 
мутации обнаруживают между вторым и четвертым 
годами лечения ибрутинибом (медиана — 34,3 мес., 
14 ± 76,8 мес.).
По данным нескольких групп зарубежных иссле-
дователей, мутации в гене ВТК возможно детектиро-
вать за 9 мес. (7,6 ± 11,7 мес.) [12] или еще раньше — 
за 15 мес. (2,9 ± 15,4 мес.) до манифестации рецидива 
у больных с резистентностью к терапии ингибиторами 
ВТК [4]. J.A. Woyach и соавт. предложили мониторинг 
мутаций устойчивости в гене ВТК каждые 3 месяца 
как необходимую практику для наблюдения течения 
ХЛЛ у больных при терапии ибрутинибом [4].
Согласно результатам зарубежных исследователей, 
почти у половины больных, у которых наблюдается 
прогрессия ХЛЛ, при лечении ибрутинибом, имеют-
ся мутации гена BTK с низкой аллельной нагрузкой 
(VAF < 10 %) [4, 12], однако механизм возникновения 
резистентности в случае низкой аллельной нагрузки 
еще не выяснен. По данным J.A. Woyach и соавт. [4], 
будущей резистентности предшествует длительный 
период бессимптомной клональной экспансии, которая 
имеет решающее значение в возможности предупре-
ждения рецидива у больных ХЛЛ с помощью альтер-
нативных методов лечения. Кроме того, J.A. Woyach 
и соавт. сообщили о наличии у большинства больных 
мутаций, связанных с резистентностью к ибрутинибу, 
только в лимфатических узлах, при том, что в образ-
цах периферической крови данной мутации найдено 
не было [4]. Чрезвычайно важно подбирать материал 
для определения мутаций устойчивости, так как отри-
цательный результат в периферической крови не сви-
детельствует о том, что у больного нет субклона с му-
тацией устойчивости к ибрутинибу в других органах. 
Для больных с прогрессией ХЛЛ при проведении те-
рапии ибрутинибом, у которых наблюдается низкая 
относительная аллельная нагрузка, по результатам 
настоящего исследования (ΔCt 4÷7), предлагается ис-
пользовать материал аспирата костного мозга или би-
оптата лимфатического узла [4]. Также рекомендуется 
мониторинг мутаций устойчивости в гене ВТК каждые 
3 месяца как необходимый анализ в практике наблю-
дения больных ХЛЛ при терапии ибрутинибом [4].
Мутации в кодоне Cys481 гена BTK с высоким уров-
нем относительной аллельной нагрузки, вероятно, 

связаны с особой устойчивостью к ибрутинибу и про-
грессией ХЛЛ. Существуют альтернативные механиз-
мы устойчивости к ингибиторам ВТК. В настоящее 
время продолжаются исследования мутаций в других 
доменах гена ВТК, которые могут участвовать в фор-
мировании резистентности к ибрутинибу у больных 
с Р/Р ХЛЛ, и их влияние на прогрессию заболева-
ния, например, мутации T316A в SH2-домене, T474I/S 
и L528W — в киназном домене гена BTK [15, 32, 35]. 
S. Sharma и соавт. [35] сообщают, что клетки ХЛЛ, не-
сущие мутацию BTK T316A, проявляют устойчивость 
к ибрутинибу в той же степени, что и клетки ХЛЛ 
с мутацией BTK C481S.
Описанные в литературе множественные мутации 
гена PLCG2, такие как R665W, S707F/P/Y, L845F, 
A708P, P664S/L, могут обеспечивать постоянную акти-
вацию сигнального пути BCR, несмотря на ингибиро-
вание BTK, влияя тем самым на жизнеспособность опу-
холевых клеток в обход BTK [12, 14, 15, 36]. Эти данные 
подтверждают наличие альтернативных механизмов 
устойчивости к ингибиторам BTK. На сегодняшний 
день описаны мишени, которые могут способствовать 
резистентности к ибрутинибу и прогрессии ХЛЛ. 
К ним относятся мутации в генах TP53, SF3B1, PCLO, 
EP300, MLL2 и EIF2A [28, 32, 36], а также перестрой-
ки гена BCL6, аномалии гена MYC, делеции — del(17p), 
del(8p), комплексный кариотип и многие другие фак-
торы [1, 32]. Дальнейшие исследования и своевремен-
ное определение мутаций в генах BTK, PLCG2 и дру-
гих потенциальных биомаркеров будущих рецидивов 
ХЛЛ позволит изменить тактику лечения больных.
Таким образом, рецидивы у больных с прогрессией 
ХЛЛ при проведении терапии ибрутинибом представ-
ляют собой все более частую проблему. Разработана 
тест-система на основе АС-ПЦР в режиме реального 
времени по определению относительной аллельной на-
грузки мутаций устойчивости к ибрутинибу в гене BTK 
у больных с прогрессией ХЛЛ, а именно: c.1441Т>А, 
c.1441Т>C, c.1442G>C, c.1442G>T и c.1442G>A. В пер-
спективе планируется использование данного подхода 
для оценки роли мутаций BTK с низкой нагрузкой в па-
тогенезе рецидива у больных ХЛЛ при терапии инги-
биторами BTK. Мониторинг мутаций и определение 
относительной аллельной нагрузки каждые 3 месяца 
у больных с ХЛЛ до рецидива при лечении ибрутини-
бом позволит получить больше информации о времени 
появления мутаций и значительно улучшить терапию 
данного заболевания.
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