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Эффективность терапии детей с лимфомой Беркитта достигла 85–90% с применением 
современных риск-адаптированных схем лечения, в основе которых лежит разделение пациентов 
на группы риска по стадии и степени распространенности опухолевого процесса. Для оценки 
поражения костного мозга традиционно используют подсчет миелограммы из нескольких 
точек с поиском опухолевых клеток. Однако для более точного выявления прогностически 
значимой минимальной диссеминированной болезни (МДБ) нужны высокочувствительные 
молекулярно-генетические методы. В настоящей работе мы использовали секвенирование 
нового поколения в целях выявления специфических для опухолевых клонов перестроек генов 
иммуноглобулинов, что может быть использовано в качестве маркера для оценки МДБ у детей 
с В-клеточными неходжкинскими лимфомами. Исследование одобрено независимым этическим 
комитетом и утверждено решением ученого совета НМИЦ ДГОИ им. Дмитрия Рогачева. Мы 
показали, что данный метод позволяет детектировать поражение костного мозга на уровне  
до 10–6 у пациентов с лимфомой Беркитта, у которых анализ миелограммы стандартным 
морфологическим методом не показал наличие опухолевых клеток. Выявление молекулярной 
МДБ позволяет уточнить стадирование и улучшить стратификацию на группы риска у детей  
с В-клеточными неходжкинскими лимфомами. 
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The effectiveness of treatment for children with B-cell non-Hodgkin lymphomas (B-NHL) has reached 85–90% after the 
introduction of modern risk-adapted treatment regimens that involve risk group stratification based on tumor stage. Bone 
marrow involvement is traditionally evaluated using quantitative morphological analysis of tumor cells which has, however, a 
lower sensitivity compared to molecular genetic methods. In our study, we used next generation sequencing (NGS) to identify 
tumor-specific V-(D)/J-rearrangements of immunoglobulin genes which can be used as a marker for the evaluation of minimal 
disseminated disease (MDD) in children with B-NHL. The study was approved by the Independent Ethics Committee and the 
Scientific Council of the Dmitry Rogachev National Medical Research Center of Pediatric Hematology, Oncology and Immunology. 
Here we demonstrated that NGS allows detection of bone marrow involvement at a sensitivity of 10–6 in patients with Burkitt 
lymphoma, in whom standard morphological analysis failed to reveal the presence of tumor cells. The detection of molecular 
MDD can improve tumor staging and risk stratification in children with B-cell non-Hodgkin lymphomas.
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Согласно критериям 5-й версии классифи-
кации Всемирной организации здравоохра-
нения, лимфома Беркитта (ЛБ) определяется 

как агрессивное новообразование, состоящее из 
клеток среднего размера с фенотипом герминальных 
В-клеток и реаранжировкой гена с-MYC [1]. Данный 
вариант лимфомы является самым частым среди 
всех подтипов В-клеточных неходжкинских лимфом 
(В-НХЛ) у детей. Примерно в 20% случаев ЛБ отме-
чается морфологическое поражение костного мозга 
[2]. При применении современных риск-адаптиро-
ванных протоколов терапии удается добиться общей 
и бессобытийной выживаемости в 90% случаев. При 
этом рецидивы и прогрессия заболевания явля-
ются основными причинами неудач терапии, так 
как выведение рефрактерных пациентов во вторую 
ремиссию практически невозможно [2]. Основой для 
современных протоколов лечения являются страти-
фикация пациентов на группы риска и применение 
интенсивной химио-иммунотерапии блоками с после-
дующей оценкой ответа опухоли и необходимости 
интенсифицировать терапию. Основой для разде-
ления на группы риска являются оценка степени 
распространенности опухолевого процесса (система 
стадирования по St. Jude) и уровень лактатдеги-
дрогеназы [3, 4]. При этом именно среди пациентов  
3-й и 4-й групп риска наблюдается большинство 
неудач терапии [5]. В случае поражения костного 
мозга всегда выставляется IV стадия заболевания.

Для выявления поражения костного мозга тради-
ционно проводят морфологическую оценку аспирата 
из 3–4 точек с подсчетом клеток с бластной морфо-
логией. Такой метод имеет ряд ограничений, главным 
из которых является низкая разрешающая способ-
ность, не позволяющая обнаруживать опухолевые 
клетки на уровне менее нескольких процентов от 
нормальных значений. Однако для уточнения мини-
мальной диссеминированной болезни (МДБ), которая 
имеет прогностическое значение при продвинутых 
стадиях заболевания, необходимо обнаружение 
опухолевой популяции на более низком уровне. При 
этом использование проточной цитометрии, приме-
няемой для этих целей в случае острых лейкозов, 
может быть затруднено ввиду отсутствия специфи-
ческих маркеров, которые позволили бы достоверно 
разделить опухолевую и нормальную популяции 
клеток.

Значительный прогресс в развитии технологий, 
основанных на полимеразной цепной реакции (ПЦР), 
и в первую очередь секвенирования нового поко-
ления (NGS), существенно расширили наши возмож-
ности по поиску специфических маркеров, которые 
могут быть использованы для выявления опухолевой 
клеточной популяции с большей чувствительностью 
и специфичностью, чем позволяют стандартные 

методы исследования. В настоящей работе мы дадим 
краткую характеристику основным подходам, которые 
могут быть использованы для этих целей, а также 
приведем собственные результаты по детекции МДБ 
путем выявления специфических реаранжировок 
генов иммуноглобулинов (IGs) методом NGS. Иссле-
дование одобрено независимым этическим комитетом 
и утверждено решением ученого совета НМИЦ ДГОИ 
им. Дмитрия Рогачева.

Полимеразная цепная реакция длинных фраг-
ментов

ЛБ отличает перестройка гена с-MYC с одной 
из цепей IG. Чаще всего происходит транслокация 
с тяжелой цепью IG (IGH) c образованием химерного 
гена c-MYC::IGH (8;14)(q24;q32), но возможна также и 
перестройка с одним из локусов легких цепей каппы 
(IGK) или лямбды (IGL) – t(2;8)(p11;q21) и t(8;22)
(q24;q11.2) соответственно [6]. Данные реаранжи-
ровки можно использовать в качестве опухолевых 
маркеров. 

Для детекции специфических перестроек чаще 
всего используют ПЦР в режиме реального времени, 
где по приросту флуоресценции при каждом новом 
цикле ПЦР можно судить о количестве исходных 
молекул путем нормализации и соотнесения с рефе-
ренсными значениями. Данная технология не может 
быть применена для детекции c-MYC-перестроек, так 
как точка разрыва в обоих перестраиваемых генах 
может существенно меняться от образца к образцу, 
а главное они разнесены в пространстве генома и 
в результате не образуется единая матричная РНК 
(мРНК) с обоих генов, что заставляет синтезировать 
цепь ДНК длиной до нескольких тысяч нуклеотидов. 
Для этих целей, по данным ряда авторов, предлага-
ется использовать ПЦР длинных фрагментов, которая 
позволяет синтезировать фрагменты достаточной 
длины [7, 8]. Суть метода заключается в исполь-
зовании в параллельных реакциях ПЦР разных пар 
праймеров на экзоны c-MYC и локусы IGH. Дальше 
проводится визуальная оценка наличия ПЦР-продукта 
с помощью электрофореза.

Однако у данного метода есть ряд ограничений, 
главными из которых являются отсутствие инфор-
мации по его использованию при t(2;8)(p11;q21) и 
t(8;22)(q24;q11.2), невозможность количественной 
оценки, трудоемкость при подборе оптимальной 
комбинации праймеров и сильный разброс чувстви-
тельности от образца к образцу [8, 9]. 

Секвенирование нового поколения 
Основным преимуществом технологии NGS перед 

стандартной ПЦР является возможность масси-
рованного параллельного секвенирования многих 
молекул ДНК в одной проточной ячейке секвенатора 
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[10]. В настоящее время NGS позволяет детектиро-
вать специфические для опухоли перестройки IGs и 
выявлять различные мутации, полиморфизмы (SNVs), 
изменения числа копий (CNVs) и инделы (делеции или 
вставки различной протяженности) [11]. 

В процессе нормального созревания В-лим-
фоцитов поэтапно происходит реаранжировка 
генов IGH и легких (V(D)J) цепей IGs, соматическая 
гипермутация (СГМ) и переключение классов IGs, 
что и обусловливает все антигенное разнообразие 
В-клеток у человека [12]. ЛБ, как и все остальные 
злокачественные опухоли, является клональным 
заболеванием, в результате чего все опухолевые 
клетки с некоторыми оговорками несут уникальную 
последовательность CDR3, которая образуется в 
результате всех этапов «созревания» IGH и легких 
цепей IGs и которая в норме отвечает за связь с 
антигеном [12]. В настоящее время имеется лишь 
одна одобренная для клинического использования 
система для детекции перестроек IGs на основе 
NGS – clonoSEQ (США) [13]. Главным достоинством 
этого метода является высокая чувствительность (до 
0,005%), однако низкая доступность данного набора 
в России, определенные трудности в первичной иден-
тификации V(D)J-перестройки в опухоли, возмож-
ность одновременного анализа только одной мишени 
и сложности в анализе полученных данных ограни-
чивают распространение данной методики. В нашей 
работе мы продемонстрировали результаты собствен-
ного подхода для детекции клональных перестроек 
при ЛБ, который дает аналогичную с clonoSEQ 
эффективность, а также лишен недостатков данной 
технологии.

Помимо анализа клональных перестроек IGs 
можно исследовать и другие опухоль-специфические 
маркеры. Как известно, практически все новообра-
зования имеют в той или иной степени генетическую 
нестабильность, в результате которой в процессе 
клональной эволюции происходит накопление гене-
тических событий, их определение позволяет отде-
лить опухолевую популяцию от условно нормальных 
клеток в исследуемом образце. Наиболее полные 
генетические данные удается получить в резуль-
тате полногеномного или полноэкзомного секвени-
рования, при которых изучается последовательность 
всего генома или белок-кодирующие последователь-
ности генов. Помимо всех достоинств данных методов 
низкая чувствительность (зависит от глубины секве-
нирования) и высокая стоимость ограничивают их 
применение в клинической практике. Использо-
вание таргетного NGS с изучением только заранее 
заданных регионов существенно уменьшает затраты 
на секвенирование, а также повышает чувствитель-
ность данной технологии до 0,01–0,001%. Данный 
подход с успехом применяется для различных онко-

гематологических заболеваний, особенно когда в 
силу биологии опухоли невозможно провести анализ 
клональных перестроек IGs [14, 15]. Также суще-
ствуют различные модификации данной технологии 
как на уровне пробоподготовки, так и на уровне 
биоинформационного анализа, целью которых явля-
ется снижение количества ошибок секвенирования 
и повышение чувствительности. К подобным техно-
логиям относят дуплексное секвенирование, где 
детекция варианта происходит сразу по двум цепям 
ДНК, детекцию сочетанных вариантов («фазиро-
ванные варианты» – PhasED-секвенирование) и др. 
[16, 17]. Учитывая возможность секвенирования 
генов IGs в контексте изучения В-НХЛ, данные техно-
логии нашли применение в методах малоинвазивной 
биопсии при данных заболеваниях. Более подробно 
эти технологии описаны в обзоре E. Lauer и соавт. 
[18].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В пилотное исследование по определению МДБ 
были включены 10 детей с установленным диагнозом 
ЛБ в возрасте от 1 до 14 лет (медиана возраста  
5,5 года) без поражения костного мозга по данным 
стандартной морфологии и проходивших лечение 
в НМИЦ ДГОИ им. Дмитрия Рогачева с 2018 по 
2021 г. Все пациенты были включены в протокол 
В-НХЛ2010маб и были стратифицированы согласно 
его критериям. Характеристика пациентов представ-
лена в таблице 1. 

ДНК для генетического анализа выделялась 
из парафиновых FFPE-блоков с помощью набора 
GeneRead DNA FFPE Kit (Qiagen, Германия). Опреде-
ление МДБ методом NGS выполнялось в 2 этапа. На 
первом этапе определялся клональный репертуар 
перестроек IGs в опухолевом образце, полученном 
после биопсии и установления диагноза. Библиотеки 
для определения клонального репертуара подго-
тавливались путем 2 раундов ПЦР. В первом раунде 
проводилось 5 параллельных мультиплексных ПЦР 
для каждого образца с использованием набора прай-
меров к V-, D-, J-локусам цепи IGH (3 мультиплексных 
ПЦР с праймерами к сегментам FR1, FR2 и FR3 цепи 
IGH) и по одной мультиплексной ПЦР с праймерами 
к V- и J-сегментам легких цепей IGK и IGL. В каждой 
реакции использовалось по 40 нг геномной ДНК. В 
ходе второго раунда ПЦР происходило присоединение 
индексов i7 и i5, содержащих адаптерные последова-
тельности. Продукты ПЦР очищались на магнитных 
частицах. Секвенирование библиотек проводилось 
на секвенаторе MiSeq (Illumina, США). Полученные 
после секвенирования и демультиплексирования 
файлы анализировались с помощью веб-платформы 
Galaxy (https://usegalaxy.org) и программы IgBLAST 
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Таблица 1
Характеристика пациентов с ЛБ, включенных в исследование 
Table 1
The characteristics of the study patients with Burkitt lymphoma (BL)
Пациент
Patient

Пол
Gender

Возраст, годы
Age, years

Регионы поражения 
Involvement

Стадия
Stage

Группа риска
Risk Group

№1 Женский
Female 14

Лимфатические узлы шеи, пазух носа, основания черепа, 
глазницы, миндалины, плевры, яичников, брюшной стенки 

Lymph nodes of the neck, nasal sinuses, the base of the skull, orbits, tonsils, 
the pleura, ovaries, the abdominal wall

III 3

№2 Мужской
Male 2 Почки

Kidneys IINR 2

№3 Мужской
Male 3 Брюшная полость

Abdominal cavity IINR 2

№4 Женский
Female 3 Яичники, матка, брюшина

Ovaries, uterus, peritoneum III 3

№5 Мужской
Male 8 Носоглотка

Nasopharynx IINR 2

№6 Женский
Female 4 Лимфатические узлы шеи, миндалины

Cervical lymph nodes, tonsils IINR 2

№7 Мужской
Male 7

Брюшная полость, печень, поджелудочная железа, надпочечник, 
щитовидная железа

Abdominal cavity, liver, pancreas, an adrenal gland, the thyroid gland
III 3

№8 Мужской
Male 14

Полость носа, верхнечелюстная пазуха, глазница, решетчатая 
кость, легкие, кости скелета

Nasal cavity, a maxillary sinus, an orbit, the ethmoid bone, lungs, bones
IV 3

№9 Мужской
Male 10 Брюшная полость

Abdominal cavity IINR 2

№10 Мужской
Male 1 Брюшная полость, почки, брюшина

Abdominal cavity, kidneys, peritoneum III 3

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast). В каче-
стве опухолевых рассматривались клоны, которых 
в процентном соотношении было больше 5% всех 
детектированных. В ходе второго этапа проводи-
лось непосредственное определение МДБ. Подго-
товка библиотеки осуществлялась путем 2 раундов 
ПЦР. В первом раунде выполнялась постановка  
32 параллельных реакций ПЦР по методу серийных 
разведений вносимой ДНК с праймерами к локусам 
генов IGs, обнаруженных на данном этапе у опухо-
левых клонов. Так, 16 реакций ПЦР выполнялось с 
внесением около 300 нг геномной ДНК на реакцию, 
8 реакций – с 30 нг и еще 8 – с 3 нг, что примерно 
соответствует ДНК, выделенной от 50 000, 5000 и  
500 клеток на реакцию соответственно. В ходе 
второго раунда выполнялось уникальное индекси-
рование каждой отдельной реакции ПЦР, после чего 
также проводилась отмывка получившейся библи-
отеки на магнитных частицах. Таким образом, на 
каждый образец было подготовлено по 32 отдельных 
библиотеки. Секвенирование библиотек также 
проводилось на секвенаторе MiSeq (Illumina, США). 
Суммарная глубина прочтения составила 1 млн 
ридов на образец. После секвенирования прово-
дилось демультиплексирование по уникальным 
парам индексов. Таким образом, риды от каждой из  
32 отдельных ПЦР были отделены друг от друга. В 
дальнейшем с помощью самостоятельно разработан-
ного пайплайна проводился поиск опухолевой после-
довательности CDR3 среди каждой из 32 библиотек 
в образце. В случае детекции опухолевой последо-
вательности в какой-либо из библиотек проводился 

математический подсчет содержания опухолевой 
популяции в образце на основе количества загружа-
емой ДНК на реакцию и общего количества реакций, 
в которых были обнаружены опухолевые клоны. 
Учитывая, что количество загружаемой ДНК для 
каждого образца составляло порядка 850 000 клеток, 
то диапазон чувствительности данной системы 
составляет от 0,0001% (10–6) до 0,2% (10–3).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

На первом этапе исследования был проведен 
анализ клонального репертуара в опухолевых 
образцах, результаты представлены в таблице 2.

После определения клонального репертуара в 
опухолевых образцах последовательность CDR3, 
уникальная для опухолевых клонов, использова-
лась для поиска опухолевой популяции в образцах 
костного мозга. Среди 10 обследованных пациентов  
у 4 удалось выявить опухолевую популяцию на уровне 
от 0,0001 до 0,007%. Результаты определения МДБ 
представлены в таблице 3 (нумерация клонов соот-
ветствует таблице 2).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ ИССЛЕДОВАНИЯ

В ходе настоящей работы мы применили 
кастомную NGS-систему детекции клональных пере-
строек генов IGs у детей с ЛБ, которая до этого 
была успешно применена нами при остром лимфоб-
ластном лейкозе [19]. Определенные таким образом 
уникальные нуклеотидные последовательности 
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Таблица 2
Определение клонального репертуара в опухолевых образцах 
Table 2
Clonal repertoire analysis in the tumor samples
Пациент
Patient

Цепь IG
IG chain

V-локус*

V locus*
J-локус
J locus

Нуклеотидная последовательность CDR3
CDR3 nucleotide sequence

№1 IGH
IGH
IGK
IGK

V4
V4
V3
V5

J3
J4
J4
J1

AGACAGAGGCGTGCCTGGCGGGCTGAACACC
AGAGTCAAAGACGTGAGTCTCCGGACGATAACCTGC

AGTGAGGAGGTGAGCTACCATACTGCTG
CGTCCCCCTAAGAGGGAAATTATCATGTTGTAG

№2 IGH
IGH
IGL
IGK

V3
V2
V1
V1

J6
J5
J4
J3

GACGTCCATACCGTAGTCCGAAAAATATCGTAATACTGATAGGGCCATGTATTTCGC
GGGGTCGAACCAGGTTCATCTCCCGCGGGTGACCTGTACCAGCCACTGCCACTTCGCGTAC

CACCCCAGCACTCAGGCTGCTATCCCACGTTCC
AGTGAGGGCACTGTTATACTTTTG

№3 IGH
IGH
IGH
IGL

V4
V3
V3
V3

J6
J4–5
J4–5
J2–3

GACGTCCATACCGTAGTAGTAGAGTCGGGGGGCAATTACCACCACTGCAATAGAGAACGGGAATCTCGC
GTATTCAAACGTATACACAGTTGTAGCCCAGGCTGTCGCACGTGTCGT
GTATTCAAACGTAGGCACAGTTGTAGCCCAGGCTGTCGCACGTGTCGT

TATCACATGATCACTGCTACTATCCCACACCTG
№4 IGH

IGK
IGL

V3
V1
V1

J4
J2
J7

GCAAGAGATTTCAGGATGGGTAGTGGGAGCCATTACTACTTTGACTAC
AGTACTCGAGGGGGGTACTGTAACTCTGTTG

CACAACAGCACTCAGGTTGCTATCCCATGTTCC
№5 IGH V2 J6 GGACGGATATATATCGGAGCAGATGGGACGAACTACGGTATGGACGTC
№6 IGH D3 J1-2 CTTACCTGAGGAGACGGTGCCC
№7 IGH

IGH

IGH

V1

V1

V1

J6

J6

J6

CTGAGATCTGAAGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGCGAGTAGTCAACCTCCTTAGCAGAAACTGGGGACC
ACACCACTACGGTATGGACGTCTGGGGCCAA

CTGAGATTTGAAGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGCGAGTAGTCAACCTCCTTAGCAGAAACTGGGGACC
ACACCACTACGGTATGGACGTCTGGGGCCAA

CTGAGATCTGAAGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGCGAGTAGTCAACCTCCTTAGCAGAAACTGGGGACC
ACACCGCTACGGTATGGACGTCTGGGGCCAA

№8 IGH

IGK
IGH

IGL

V3

V1
V3

V3

J6

J1
J6

J1

CTGAAAACCGAGGACACAGCCGTGTTTTACTGCGCCGCAACCGGTATAACTGGAACTACGGGGTACTACG
GTCTGGACGTCTGGGGCCAA

CTGCAACCTGAAGATTTTGCAACTTACTACTGTCAACAGAGTTACAGTACCCCTCGAGGACGTTCGGCCAA
CTGAAAACCGAGGACACAGCCGTGTTTTACTGCGCCGCAACCGGTATAACTGGAACTACGGGATACTACG

GTCTGGACGTCTGGGGCCAA
GTCCAGGCAGAAGACGAGGCTGACTATTTCTGTCAATCAGCAGACAGCAGTGGTAGTTATGTCTTCGGAAC

TGGGACCGAGCTGAC
№9 IGH

IGH

D2

V4

J4

J4

CCAGTAGTCAATGTTAGAGCAGTCACCACCACAATATGCTCACAGTGACACGAACCCCCACAAAATCCTCC
TGTCCCTACAGGAGA

CCAGTACTCAAAGGAGACACCGTAGGCTCTCTTCCCACA
№10 IGH V3 J6 CCAGACGTCCATACCCCCATAACTCCCCGAACCAGAGTAATCCTCCTCTCTCGCACA

Примечание. * – в случаях с неполными перестройками (DJ-рекомбинация IGH) V-сегмент отсутствует, таким образом указывается D-сегмент.
Notes. * – since the V-segment is absent in cases of incomplete rearrangements (IGH DJ recombination), the D-segment was specified. 

Таблица 3
Результаты определения МДБ 
Table 3
The results of the minimal disseminated disease (MDD) 
analysis

Пациент
Patient

Стадия
Stage

Группа риска
Risk Group

Клон, 
№

Clone, №

Уровень МДБ, %
MDD, %

№1 III 3
1
2
3
4

0,001
0,0007

0
0

№2 IINR 2
1
2
3
4

0
0
0
0

№3 IINR 2
1
2
3
4

0
0
0
0

№4 III 3
1
2
3

0
0
0

№5 IINR 2 1 0
№6 IINR 2 1 0

№7 III 3
1
2
3

0
0
0

№8 IV 3
1
2
3
4

0
0

0,007
0

№9 IINR 2 1
2

0,0001
0

№10 III 3 1 0,0011

участка CDR3 могут быть использованы в качестве 
опухолевых маркеров для детекции МДБ. Данная 
система позволяет обнаруживать как полные, так 
и неполные перестройки, что является критичным 
при изучении клонального репертуара по реаранжи-
ровкам генов IGs. Так, среди исследуемой когорты 
неполные перестройки были обнаружены у 2 паци-
ентов, у одного из которых по данному клону была 
детектирована МДБ в костном мозге. Полученные 
результаты убедительно показывают, что отсут-
ствие опухолевых клеток у больных ЛБ в костном 
мозге по данным морфологического исследования 
не означает отсутствие поражения костного мозга. 
Это объясняется значительно большей чувствитель-
ностью метода NGS и возможностью выявлять опухо-
левую популяцию на уровне 1 клетки на почти 1 млн 
нормальных, что недоступно никакому другому из 
существующих на сегодняшний день методов иссле-
дования. Возможность с большей точностью выявить 
минимальное опухолевое поражение костного мозга 
позволяет вносить этот показатель в определение 
стадии заболевания и группы риска, что может 
быть использовано в будущих протоколах для более 
ранней интенсификации терапии у пациентов с МДБ. 
В нашем исследовании не была выявлена какая-либо 
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связь между наличием МДБ и исходом терапии, но 
надо отметить, что группа малочисленна и все эти 
пациенты получили интенсивное лечение по высокой 
группе риска. 

Другим востребованным применением данной 
технологии является определение так называемой 
минимальной остаточной болезни, когда оценива-
ется ответ на проводимое лечение. Данный метод 
может быть особенно полезным в случаях с иници-
альным поражением костного мозга, так как кроме 
NGS не существует оптимального метода детекции 
остаточной опухолевой популяции в костном мозге 
у пациентов с ЛБ с необходимым для этого уровнем 
чувствительности. Персистенция МДБ после терапии 
индукции является неблагоприятным прогностиче-
ским фактором.

Как и у всех методов при применении NGS для 
определения МДБ могут быть свои ограничения. 
Так, при данной технологии необходима первичная 
детекция клональных перестроек в образце, 
который должен содержать достаточное количество 
опухолевых клеток для надежного разграничения 
опухолевой популяции и реактивного иммунного 
окружения. При этом, учитывая преимущественное 
использование FFPE-блоков для этих целей, возни-
кает сложность в получении надлежащего качества 
геномной ДНК, способной вступить в ПЦР. Высокая 
чувствительность в определении МДБ напрямую 
зависит от количества загружаемого материала 
(более 5 мкГр на 1 образец), что также может быть 
затруднено в случае гипоклеточного костного 
мозга. Другой возможной проблемой, уже биоло-
гического характера, может быть СГМ, которая в 
норме происходит на уровне В-лимфоцитов герми-
нального центра. СГМ может привести к изменению 
нуклеотидной последовательности CDR3 уже после 

первичной детекции в процессе клональной эволюции 
опухоли, что делает ранее обнаруженные маркеры 
бесполезными для мониторинга МДБ и минимальной 
остаточной болезни. Такой эффект был описан 
для фолликулярной и диффузной В-крупнокле-
точной лимфом примерно в 20% случаев [20, 21]. 
В отношении ЛБ нет данных о возникновении СГМ в 
CDR3, что может быть объяснено тем, что ЛБ проис-
ходит из ранних В-клеток герминального центра 
лимфатического фолликула до возникновения  
гипермутации. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Резюмируя все выше сказанное, можно сделать 
вывод, что определение клональных перестроек 
генов IGs методом NGS представляется оптимальным 
методом для определения МДБ и может быть исполь-
зовано в качестве диагностического инструмента для 
определения стадии заболевания, а также для выяв-
ления остаточной опухолевой популяции в исследу-
емом образце. 
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