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Цель: определить распространённость мутации c.1934dupG в гене ASXL1 и мутации R882H в гене DNMT3A при миелоди-
спластическом синдроме и их влияние на значимые клинические характеристики. Материалы и методы: в исследование 
были включены 33 мужчины и 17 женщин с медианным возрастом 57 лет (18–83) и верифицированным диагнозом миело-
диспластического синдрома. В качестве контроля были взяты 22 добровольца без гематологической патологии, (8 мужчин, 
14 женщин, от 22 до 65 лет). Во всех исследуемых группах было проведено ПЦР-исследование венозной крови с целью 
детекции мутаций c.1934dupG и R882H с помощью адаптированных способов анализа эффективности амплификации и 
рестрикционной аллель-специфической ПЦР с референсным секвенированием по Сенгеру. результаты: мутация R882H не 
была обнаружена ни в одной из исследуемых групп. Мутация c.1934dupG не была обнаружена у лиц без гематологической 
патологии. Из-за недостатка концентрации выделенной ДНК из клеток венозной крови не удалось произвести анализа 
эффективности амплификации у 7 пациентов. Мутация c.1934dupG была обнаружена у 46% пациентов и встречается во 
всех группах риска по шкале IPSS-R, WPSS и MDS-CI. Не найдено различий при анализе выживаемости при наличии и отсут-
ствии мутации c.1934dupG. Выводы: исследование показало, что разработанный способ по детекции мутации c.1934dupG 
в клетках венозной крови позволяет совершить оптимизацию молекулярно-генетической диагностики. Ограничением 
для проведения адаптированных анализов эффективности амплификации и рестрикционного анализа являлась степень 
лейкопении крови. Не было обнаружено влияния мутации c.1934dupG на клиническое течение миелодиспластического 
синдрома при сравнении некоторых твёрдых и суррогатных конечных точек исследования.
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objective: was to determine the prevalence of the c.1934dupG mutation in the ASXL1 gene and the R882H mutation in 
the DNMT3A gene in MDS and their influence on significant clinical characteristics. Materials and methods: 33 men and 17 
women with a median age of 57 years (18 –83) and a verified diagnosis of myelodysplastic syndrome were included in the study. 
Twenty-two volunteers without hematologic pathology were taken as controls, of them: 8 men and 14 women aged from 22 
to 65 years. PCR examination of venous blood was performed in all study groups to detect c.1934dupG and R882H with Sanger 
reference sequencing. Results: the R882H mutation was not detected in any of the study groups. The c.1934dupG mutation 
was not detected in individuals without hematologic pathology. Due to a lack of concentration of isolated DNA from venous 
blood cells, no analysis of amplification efficiency could be performed in 7 patients. The c.1934dupG mutation was found in 46% 
of patients and was found in all IPSS-R, WPSS, and MDS-CI risk groups. No differences were found in the analysis of survival in 
the presence and absence of the c.1934dupG mutation. Conclusions: the study demonstrated that the developed method for 
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Введение

мутации эпигенетических регуляторов 
c.1934dupg в гене ASXL1 (мутация c.1934dupg) и 
r882h в гене DNMT3A (мутация r882h) при ми-
елодиспластическом синдроме (мдс) являются 
ассоциированными с плохим прогнозом общей 
5-тилетней выживаемости, а также повышают 
риск трансформации мдс в острый миелоид-
ный лейкоз (омл) [1–3]. 

мета-анализ yun Lin и соавт., охватывающий 
1689 пациентов, установил следующие данные 
мдс при разных мутациях в гене ASXL1 [4]:

1) различие в общей выживаемости пациен-
тов обусловлено не наличием мутаций в гене 
ASXL1, а коморбидностью и местом проживания;

2) мутации в гене ASXL1 чаще встречались 
у мужчин в старческом возрасте и у пациентов 
со сравнительно низким уровнем тромбоцитов 
или гемоглобина.

подобные исследования помогают анализи-
ровать влияние мутаций в гене ASXL1 при мдс, 
но их главным ограничением является отсут-
ствие анализа доминирующей мутации. то есть 
анализу при помощи технологий секвенирова-
ния подвергаются разные мутации гена ASXL1, в 
то время как в клинической практике на сегодня 
невозможно проводить подобные молекулярно-
генетические исследования всем пациентам с 
мдс. при этом наиболее частые мутации ASXL1 
обнаружены в экзоне 12, а самой распростра-
нённой из них является дублирование гуанина 
в положении 1934 в области 8g-гомополимера 
(обозначается как «c.1934dupg; p.gly646fs») [5–
7]. мутация c.1934dupg является самой частой в 
ASXL1 согласно базе данных Catalogue Of Somatic 
Mutations In Cancer (COSMIC) и исследованию 
wang L. и соавт., включающему 6043 пациентов с 
гематологическими новообразованиями [8].

мутация r882h является одной из наиболее 
распространённых при гемобластозах взрослых 
[9,10], есть данные о её негативной роли в пато-
генезе мдс [11]. но на сегодня до конца не ис-
следованы особенности клинического течения 
мдс при наличии мутации c.1934dupg и/или 
мутации r882h. например, нет данных о зависи-
мости этих генетических нарушений с группами 
риска по числовым прогностическим шкалам 
мдс (IpSS-r, wpSS) [12,13], фиброзом костного 

мозга, экспрессией CD34+, CD13/CD16, трансфу-
зионной зависимостью и коморбидностью. но 
именно такие клинические характеристики мдс 
достоверно предопределяют не только прогноз 
выживаемости или риск трансформации в омл, 
но и качество жизни пациента. 

Цель исследования  — определить распро-
странённость мутации c.1934dupg и мутации 
r882h при мдс и их влияние на значимые кли-
нические характеристики.

Материалы и методы

в исследование были включены 33 мужчи-
ны и 17 женщин с медианным возрастом 57 
лет (18–83) и верифицированным диагнозом 
мдс, поступившие на лечение с сентября 2019 
г. по июнь 2022 г. в фгбоу во ростгму минз-
драва россии и мбуз «городская больница №7 
г. ростова-на-дону». в качестве контроля были 
взяты 22 добровольца без гематологической па-
тологии (8 мужчин, 14 женщин от 22 до 65 лет).

научная работа одобрена локальным незави-
симым этическим комитетом на базе фгбоу во 
ростгму минздрава россии (протокол №14/20 
от 21.09.2020).

участники исследования проживали в южном 
федеральном округе (ростовская область, крас-
нодарский край, республика крым) и северо-
кавказском федеральном округе (ставрополь-
ский край, кабардино-балкарская республика, 
республика дагестан, республика ингушетия, 
чеченская республика, карачаево-черкесская 
республика). все пациенты получали диагно-
стику и лечение в соответствии с актуальными 
клиническими рекомендациями и действующи-
ми стандартами оказания медицинской помощи 
больным с мдс (приказ министерства здравоох-
ранения рф от 14 ноября 2007 г. № 704).

пациенты на момент включения в иссле-
дование либо уже имели верифицированный 
диагноз мдс (n=11), либо это был впервые вы-
явленный случай (n=39). критерием для вклю-
чения пациента в исследование был проведён-
ный объём диагностических исследований, по-
зволяющий определить вариант мдс — общий 
клинический анализ крови в гематологическом 

the detection of the c.1934dupG mutation in venous blood cells enables optimization of diagnosis. A limitation of the adapted 
amplification and restriction assays was the degree of blood leucopenia. No effect of the c.1934dupG mutation on the clinical 
course of myelodysplastic syndrome was detected. 
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анализаторе с визуальным подсчётом формен-
ных элементов крови, миелограмма с подсчётом 
бластов костного мозга и оценкой дисплазии, 
цитогенетическое исследование клеток костно-
го мозга по выявлению изолированной анома-
лий кариотипа в виде утраты участка длинного 
плеча хромосомы 5 (5q). также было обязатель-
но соблюдение минимальных диагностических 

критериев мдс: цитопения при стойком сни-
жении гематологических показателей ниже 
пороговых значений: гемоглобин крови менее 
100 г/л; абсолютное число нейтрофилов менее 
1,8×109/л и/или тромбоцитов менее 100×109/л.

источником клинических данных послужили 
данные из историй болезней (табл. 1). все ис-
пользованные в исследовании результаты ла-
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Таблица 1
Характеристика пациентов с МДС (n=50)

характеристика число пациентов, абс. относительный 
показатель, %

медиана [мин. значение/
макс. значение]

возраст, лет
<65 30 60

57 [18-83]
≥65 20 40

пол
мужчин 33 66
Женщин 17 34

эритроциты, абс. × 1012/л
больше 3,8 3 6

2,76 [0,1-3,95]
меньше 3,8 47 94

гемоглобин, г/л
больше 100 18 36

90 [26-156]
меньше 100 42 84

сегментоядерные лейкоциты, абс. × 109/л
больше 1,8 19 38

1,7 [0,1-3,5]
меньше 1,8 31 62

тромбоциты, абс. × 109/л
больше 100 16 32

89 [8-494]
меньше 100 34 68

бласты в периферической крови, абс.
≥1 21 42

1 [0-11]
<1 29 58

палочки ауэра
есть 1 2
нет 49 98

бласты костного мозга, %
0-5 31 62

7,8 [0-21]6%-9 6 12
более 10 13 26

лактатдегидрогеназа общая, ед./л
131-460 29 58

438 [189-1264]
>460 21 42

трансфузионная зависимость (регулярная)
одна или более трансфузия 

донорских эритроцитов каждые 
8 недель на протяжении 4 месяцев

12 24

2 [0-13]менее одной или отсутствие 
трансфузий донорских 

эритроцитов каждые 8 недель 
на протяжении 4 месяцев

38 76
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бораторных анализов проводились пациентам 
на 1–2-е сутки пребывания на стационарном 
лечении.

были определены нозологические варианты 
мдс согласно классификации воз от 2017 года 
(табл. 2).

в исследование были включены оценки по 
прогностическим шкалам IpSS-r, wpSS и MDS-
CI (шкала коморбидности для больных мдс) 
[14] (табл. 3), которые позволяют определить 
индивидуальный прогноз выживаемости и 
трансформации мдс в омл.

за период наблюдения за пациентами (34 ме-
сяца) было зарегистрировано 10 летальных ис-

ходов и 15 случаев трансформации в омл.
у всех участников исследования был про-

изведён забор крови в вакуумные пробирки с 
эдта-к3 объёма 9 мл. забор крови у пациентов 
производился на 1–4-е сутки пребывания на ста-
ционарном лечении. далее вакуумные пробирки 
с венозной кровью в течение 1 часа помещались 
на хранение в низкотемпературную морозиль-
ную камеру uf V 700 (binder, германия) при тем-
пературе от -72 до -76 или сразу отправлялись 
на процедуру выделения днк.

выделение днк из образцов клеток перифе-
рической крови проводили с помощью наборов 
«днк-экстран-1» (синтол, россия) и extractDNA 
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Таблица 2
Распределение пациентов по вариантам МДС по классификации ВОЗ 2017 г. (n=50)

вариант мдс Число пациентов, абс.

с линейной дисплазией 9
с мультилинейной дисплазией 16
c изолированной делецией 5q 3

с избытком бластов I типа 10
с избытком бластов II типа 11

с кольцевыми сидеробластами 1

Таблица 3
Распределение пациентов по группам риска шкал IPSS-R, WPSS и MDS-CI (n=50)

шкала
группа риска

очень низкая/низкая группы риска, абс. промежуточная/высокая/очень высокая 
группы риска, абс.

IpSS-r 20 30
wpSS 11 39

MDS-CI 11 39

Таблица 4
Оптимизация дизайна праймеров для определения мутации c.1934dupG и мутации R882H

определяемая мутация и метод праймеры результат

r882h (пцр) 

f: 5´-gTgATCTgAgTgCCgggTTg-3´ 
r: 5´-TCTCTCCATCCTCATgTTCTTg-3´ неспецифический отжиг*

f: 5´-ggTCCTgCTgTgTggTTAgA-3´ 
r: 5´-gTCCCTTACACACACgCAAA-3´ есть детекции

c.1934dupg (пцр) 

f (8g-праймер): 5’-CgATCggAggggggggT-3’
f (9g-праймер): 5’-CgATCggAgggggggggT-3’
общий r-праймер: 5’-AgCTCTggACATggCAgTTC-3’

есть детекции (высокая ве-
роятность самокомплемен-
тарности с 3’ конца) 

общий оптимизированный r-праймер: 
5’-TgACgTACACTTTCCAgggg-3’

есть детекции (низкая веро-
ятность самокомплементар-
ности с 3’ конца)

c.1934dupg (секвенирование)

f: 5´-TTgATTCTgTATgCCATgACCCT-3´ 
r: 5´- ggCATCTCCTAgCCCATCTg-3´ неспецифический отжиг* 

f: 5´- CAggACCCTCgCAgACATTA -3´ 
r: 5´- gCATCTCCTAgCCCATCTgT-3´ есть детекции 
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blood&Cells (евроген, россия) по протоколам 
производителей.

было проведено пцр-исследование всех об-
разцов днк по детекции мутации c.1934dupg 
и мутации r882h с помощью адаптированных 
и доработанных способов анализа эффектив-
ности амплификации, рестрикционного анали-
за аллель-специфической пцр с референсным 
секвенированием по сенгеру (табл. 4). секвени-
рование проводилось в научной лаборатории 
«идентификация объектов биологического про-
исхождения» академии биологии и биотехноло-
гии южного федерального университета.

анализ выживаемости производился методом 
каплан-майер. производился расчёт относитель-
ного риска (ор), хи-квадрат и корреляции пир-
сона. значимыми считались различия на уровне 
p<0,05. статистическая обработка данных прово-
дилась c применением пакета программ graphpad 
prism, а также в пакетах Survival и Survminer (для 
языка программирования r v. 4.2.1).

Результаты

мутация r882h не была обнаружена в иссле-
дуемых образцах. мутация c.1934dupg не была 
обнаружена у лиц без гематологической пато-
логии. из-за низкой концентрации выделенной 
днк из клеток венозной крови (<5 нг/мкл), не 
удалось произвести пцр-исследование у 7 паци-
ентов (табл. 5).

для оценки разработанного диагностическо-
го теста по идентификации мутации c.1934dupg 
был произведён расчёт чувствительности и 
специфичности (табл. 6).

мутация c.1934dupg обнаружена у 28 муж-
чин и 8 женщин (хи-квадрат — 4,760; p=0,03). 
медиана возраста пациентов без мутации 56 лет 
(18-82), а с мутацией — 56,5 (32–81).

анализ распределения мутации c.1934dupg 
по группам риска шкал IpSS-r, wpSS, MDS-CI по-
казал, что она обнаруживается во всех группах 
(табл. 7).

Таблица 5
Результаты определения мутации c.1934dupG и мутации R882H (n=43)

вариант мдс
число пцр-

исследований,  
абс.

число 
обнаруженной 

мутации 
c.1934dupg, абс.

число 
обнаруженной 

мутации r882h, 
абс

% и ошибка 
показателя (m)

мдс с унилинейной дисплазией 7 4

0

57±18,7
мдс с мультилинейной дисплазией 13 8 61±13,49

мдс с 5q 3 2 67±27,22
мдс с избытком бластов I типа 8 6 75±15,31
мдс с избытком бластов II типа 11 7 63±14,5

мдс с кольцевыми сидеробластами 1 1 100

Таблица 6
Расчёт чувствительности и специфичности диагностического теста по идентификации 

мутации c.1934dupG

результат число пациентов, абс.

истинно-положительный результат  — обнаружена мутация c.1934dupg 
при мдс 28

ложно-отрицательный результат  — не обнаружена мутация c.1934dupg 
при мдс 15

ложно-положительный результат — мутация c.1934dupg в контрольной 
группе 0

истинно-отрицательный результат  — респонденты контрольной группы 22
данные чувствительности, специфичности и прогностической ценности  

положительного и отрицательного результата теста, %
чувствительность 65,12
специфичность 100
прогностическая ценность положительного теста 100
прогностическая ценность отрицательного теста 59,46
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были построены корреляционные матрицы 
по методу спирмена, включающие в себя номи-
нативные показатели (гемоглобин крови <80 г/л, 
наличие бластов в периферической крови, бластоз 
костного мозга ≥5%, наличие мутации c.1934dupg, 
фиброз костного мозга, трансфузионная зависи-
мость, лактатдегидрогеназа в сыворотке крови 
>450 ед/л, экспрессия CD34+ и CD13/CD16) и ко-
личественные показатели (возраст). корреляци-
онные матрицы представлены на рисунке 1.

для мутации c.1934dupg наблюдается слабая 
отрицательная корреляция с экспрессией CD34+ 
и возрастом; сильная положительная корреля-
ция наблюдается между экспрессией CD34+ и 
бластозом костного мозга ≥5%, фиброзом кост-
ного мозга и экспрессией CD13/CD16, бластозом 
костного мозга ≥5% и наличием бластов в пери-
ферической крови.

анализ общей выживаемости в зависимости 
от наличия и отсутствия мутации c.1934dupg 
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Таблица 7
Распределение мутации c.1934dupG по группам риска шкал IPSS-R, WPSS, MDS-CI

мутация 
c.1934dupg

числовые прогностические шкалы

IpSS-r wpSS MDS-CI

очень 
низкая/
низкая 

группы риска, 
абс.

промежу-
точная/вы-
сокая/очень 

 высокая 
группы риска, 

абс.

очень 
низкая/
низкая 

группы риска, 
абс.

промежу-
точная/вы-
сокая/очень 

 высокая 
группы риска, 

абс.

низкая/ про-
межуточная

высокая

обнаружена 11 17 6 22 22 6
отсутствует 4 11 3 12 15 0

различия 
между группами, 

p-значение
0,408 0,9 0,054

Рисунок 1. Корреляционная матрица, основанная на корреляции Пирсона

Примечание: hb — гемоглобин крови <80 г/л, лдг — лактатдегидрогеназа в сыворотке крови >450 ед/л, бпк — наличие 
бластов в периферической крови, бкм — бластоз костного мозга ≥5%, ASXL1 — наличие мутации c.1934dupg, фкм — фи-
броз костного мозга, тз — трансфузионная зависимость, CD34 — экспрессия CD34+, CD13/CD16 — экспрессия CD13/CD16 и 
количественный показатель (возраст).
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(рис. 2), показал, что выживаемость между 
группами пациентов не различается (p=0,92). 
доля летальных случаев с наличием мутации 
c.1934dupg составила 17±7%, без мутации — 
27±11% (ор 0,821, 95% ди 0,438–1540).

Oр трансфузионной зависимости при нали-
чии мутации c.1934dupg составил 2,844 (95% 
ди 0,502–16,098, p>0,05), а трансформации в 
омл — 1,467 (95% ди 0,351–6,131, p>0,05).

для подтверждения отсутствия мутации 
r882h 5 случайных образцов из выборки были 

секвенированы по сэнгеру (выровненные с по-
мощью программы bioedit нуклеотидные по-
следовательности области рядом с мутацией 
показаны на рисунке 3). в результате ни один из 
ампликонов не продемонстрировал наличие му-
тации, что подтверждает данные, полученные 
при использовании рестрикционного анализа.

для подтверждения наличия или отсутствия 
мутации c.1934dupg 2 случайных образца из 
выборки (9 и 16, оба образца продемонстриро-
вали наличие мутации по результатам анализа 
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Рисунок 2. Результаты анализа общей выживаемости при МДС в зависимости от наличия и отсутствия мутации 
c.1934dupG методом Каплан-Майер (n=43)

Рисунок 3. Вид последовательностей в BioEdit.  
Желтым выделен рестрикционный сайт, красным — гуанин, который в случае мутации заменяется на аденин
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эффективности амплификации) были секвени-
рованы по сэнгеру. хроматограммы секвениро-
вания представлены на рисунке 4. в результате 
оба ампликона продемонстрировали наличие 
пика, свидетельствующего о низкокопийной му-
тации c.1934dupg.

Обсуждение

мутация r882h не была обнаружена во всех 
исследуемых группах. такой результат может 
быть обусловлен несколькими факторами (огра-
ниченная выборка, этнографические особен-
ности участников, наличие или отсутствие му-
тации в разные временные периоды мдс, лож-
ноотрицательными результатами детекции). 
недостаточный объём выборки, видимо, сыграл 
наибольшую роль в неуспешной детекции мута-
ции r882h.

исследование наличия мутации c.1934dupg 
при мдс впервые интерпретировано с при-
менением рутинного пцр-исследования. дан-
ный способ позволяет совершить оптимизацию 
молекулярно-генетической диагностики, заме-
нив технологии секвенирования в клинической 
практике. разработанный способ по детекции му-
тации c.1934dupg идентифицировал её в 56±7% 
случаев мдс с наибольшей вероятностью у па-
циентов с избытком бластов I типа (75±15,31%).

у способов детекции мутаций c.1934dupg и 
r882h было выявлено общее ограничение. из-за 
лейкопении (число лейкоцитов ≤2,81×109/л) не 
представилось возможным получить достаточ-

ную концентрацию днк (≥5 нг/мкл) для даль-
нейшего проведения анализа эффективности 
амплификации или рестрикционного анализа. 

полученные данные детекции свидетель-
ствуют о том, что мутация c.1934dupg может 
быть обнаружена не только в разных вариантах 
мдс, но и в разных группах риска численных 
прогностических шкал wpSS, IpSS-r и MDS-CI. 
можно предположить, что мутация c.1934dupg 
нетождественно интерпретируется существую-
щими численными прогностическими шкалами 
мдс с точки зрения установленного при помо-
щи них значения риска.

общая выживаемость не различалась в за-
висимости от наличия и отсутствия мутации 
c.1934dupg. не было обнаружено, что мутация 
c.1934dupg повышает риск трансфузионной за-
висимости или трансформации мдс в омл, ко-
торые являются важными факторами для про-
гноза клинического течения и качества жизни 
пациентов. схожие результаты продемонстри-
рованы корреляционным анализом, где наличие 
у пациентов мутации c.1934dupg было статисти-
чески независимо от наличия фиброза костного 
мозга, бластов в периферической крови, высо-
кой степени бластоза костного мозга, высоким 
уровнем лактатдегидрогеназы и экспрессией 
CD34+, CD13/CD16. 

таким образом, в пилотном исследовании не 
подтверждены данные, что мутация c.1934dupg 
повышает риск тяжёлого течения мдс. при 
этом клиническая интерпретация мутации 
r882h осталась невозможной, что ограничивает 
перспективу дальнейшего изучения этой мута-
ции при мдс и ставит задачу поиска других зна-
чимых соматических мутаций или включением 
в исследования большего числа респондентов.

Выводы

исследование показало, что разработан-
ный способ по детекции мутации c.1934dupg в 
клетках венозной крови позволяет совершить 
оптимизацию молекулярно-генетической диа-
гностики. ограничением для проведения адап-
тированных анализов эффективности ампли-
фикации и рестрикционного анализа являлась 
степень лейкопении крови. не было обнаружено 
влияния мутации c.1934dupg на клиническое 
течение мдс при сравнении некоторых твёрдых 
и суррогатных конечных точек исследования. 

Финансирование. исследование не имело 
спонсорской поддержки.

Конфликт интересов. авторы заявляют об 
отсутствии конфликта интересов.

Рисунок 4. Хроматограммы секвенирования 
участка гена ASXL1 в двух образцах (9 и 16).  

пик черного цвета под красным пиком — 
низкокопийная мутация c.1934dupg, 

представляющая собой вставку дополнительного 
гуанина в 8-гуаниновый участок.
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