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Конфликт интересов: авторы заявляют об отсут
ствии конфликтов интересов.

Внешнее финансирование: исследование прове
дено без внешнего финансирования.

Цель. Провести генотипирование фосфотрансферазы UL97 цитомегаловируса (ЦМВ) с изу
чением мутаций, ассоциированных с устойчивостью к ганцикловиру/валганцикловиру (ГЦВ/
ВГЦВ), у детей после аллогенной трансплантации гемопоэтических стволовых клеток (ТГСК) с 
подтвержденной ЦМВинфекцией.
Материалы и методы. В одноцентровое проспективное исследование в период 2020–2021 гг. 
были включены реципиенты аллогенной ТГСК в возрасте до 18 лет с подтвержденной ЦМВ
инфекцией, у которых при появлении критериев возможной лекарственной резистентности 
проводили молекулярногенетический анализ образцов ДНК ЦМВ. Поиск мутаций резистентно
сти к ГЦВ/ВГЦВ проводили методом секвенирования по Сэнгеру с исследованием участка гена 
UL97, кодирующего аминокислоты фосфотрансферазы UL97 в пределах 425–670 кодонов.
Результаты. Из 168 пациентов с подтвержденной ЦМВинфекцией у 72 отмечались критерии 
возможной резистентности к ГЦВ/ВГЦВ. В результате секвенирования нуклеотидных последо
вательностей гена UL97 ЦМВ у 19 пациентов (11,3% от общего числа пациентов и 26,4% от па
циентов с критериями резистентности) было идентифицировано 11 генотипов со следующими 
мутациями: H520Q, C592G, A594V, L595S, D605E, C603W, C607Y, C607F, M615V, M460V и 
E655K. Из них мутации, ассоциированные с устойчивостью ЦМВ к ГЦВ/ВГЦВ (H520Q, C592G, 
A594V, L595S, C603W, C607Y, C607F, M460V), были обнаружены у 12 пациентов (7% от об
щего числа пациентов и 9,7% от пациентов с критериями резистентности).
Выводы. В связи с высокой частотой выявления мутантной формы фосфотрансферазы UL97 у 
реципиентов аллогенной ТГСК с подтвержденной ЦМВинфекцией крайне актуальным является 
внедрение алгоритма по мониторингу резистентности к ГЦВ/ВГЦВ с целью своевременной мо
дификации противовирусной терапии.

Monitoring of resistanceassociated mutations in UL97 gene 
of cytomegalovirus in children after allogeneic hematopoietic stem 
cell transplantation

Kozhushnaya O.S., Solopova G.G., Markelov M.I., Oril A.R., Balashov D.N., Shelikhova L.N., Novichkova G.A.
Dmitry Rogachev National Medical Research Center of Pediatric Hematology, Oncology and Immunology, Moscow, Russia

Objective. To perform genotyping of cytomegalovirus (CMV) phosphotransferase UL97 and 
investigate mutations associated with ganciclovir/valganciclovir (GCV/VGCV) resistance in children 
after allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) with confirmed CMV infection.
Materials and methods. This singlecenter prospective study was conducted from January 2020 to 
December 2021 and enrolled allogeneic HSCT recipients under 18 years of age with confirmed CMV 
infection. In case of possible GCV resistance, molecular genotyping with Sanger sequencing was per
formed. The search for mutations in the UL97 gene was carried out in the range of 425–670 codons.
Results. Out of 168 patients with confirmed CMV infection, 72 patients met the criteria for possible 
resistance to GCV/VGCV. As a result of nucleotide sequencing of the CMV UL97 gene in 19 patients 
(11.3% of a total number of patients and 26.4% of patients meeting the resistance criteria) 11 geno
types of the following mutations were identified: H520Q, C592G, A594V, L595S, D605E, C603W, 
C607Y, C607F, M615V, M460V и E655K. The following mutations associated with resistance to 
HCV/VHCV: H520Q, C592G, A594V, L595S, C603W, C607Y, C607F, M460V were found in 
12 patients (7% of a total number of patients and 9.7% of patients meeting the resistance criteria).
Conclusions. Due to a high frequency of detection of the mutant form of phosphotransferase UL97 in 
allogeneic HSCT recipients with confirmed CMV infection, it is important to implement monitoring of 
resistantassociated mutations in order to administer appropriate antiviral therapy.
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Цитомегаловирусная (ЦМВ) инфекция – это вирусное 
инфекционное заболевание человека, возбудителем ко
торого является ДНКсодержащий цитомегаловирус из 
семейства герпесвирусов. Наиболее часто инфициро
вание ЦМВ происходит среди новорожденных детей и 
пациентов с иммунодефицитными состояниями, в том 
числе реципиентов трансплантации гемопоэтических 
стволовых клеток (ТГСК) и солидных органов. Активация 
латентного вируса, высокая вирусная нагрузка, длитель
ная противовирусная терапия и, как следствие, появ
ление резистентности к противовирусным препаратам 
являются серьезной проблемой у иммунокомпрометиро
ванных пациентов и могут приводить к увеличению забо
леваемости и смертности [1–3].

Ганцикловир (ГЦВ) и валганцикловир (ВГЦВ) явля
ются препаратами первого выбора и широко исполь
зуются для профилактики и лечения ЦМВинфекции. 
Проникая в инфицированные ЦМВ клетки, ГЦВ/ВГЦВ 
фосфорилируется фосфотрансферазой UL97 и дру
гими клеточными киназами в ганцикловир трифосфат, 
который конкурентно ингибирует репликацию вируса 
[4]. При проведении длительной терапии, а также в 
ходе естественного мутационного процесса, ЦМВ мо
жет приобрести устойчивость к противовирусным пре
паратам. У 85–95% пациентов резистентность к ГЦВ/
ВГЦВ первоначально возникает в результате мута
ций в гене UL97, реже – за счет мутаций в гене ДНК
полимеразы UL54 [5].

В ряде исследований было установлено, что нукле
отидные замены, связанные с устойчивостью к ГЦВ/
ВГЦВ, сгруппированы в консервативных областях гена 
UL97, преимущественно в кодонах 460, 520 и 590–
607, и приводят к образованию неактивного в отноше
нии ГЦВ фермента UL97 или фермента с низким уров
нем активности [6–8]. При появлении данных мутаций 
необходима коррекция терапии: либо увеличение дозы 
препарата (мутации С603S, C607F, C592G), либо за
мена альтернативными препаратами (мутации H520Q, 
A594V, C603W и др.) [6, 7].

Цель исследования – разработать алгоритм геноти
пирования UL97, изучить мутации UL97 ЦМВ, ассоции
рованные с устойчивостью к ГЦВ/ВГЦВ у детей после 
аллогенной ТГСК с подтвержденной ЦМВинфекцией, а 
также сопоставить полученные результаты с течением 
инфекции и проводимой терапией.

Материалы и методы

В проспективное одноцентровое исследование были 
включены реципиенты аллогенной ТГСК в возрасте до 
18 лет с подтвержденной ЦМВинфекцией, находящи
еся на лечении в ФГБУ «НМИЦ ДГОИ им. Д. Рогачева» 
в период 2020–2021 гг. Диагноз ЦМВинфекции у па
циентов устанавливали при обнаружении ЦМВ в цель
ной крови в количестве > 500 копий/мл на фоне еже
недельного мониторинга с помощью качественной и 
количественной полимеразной цепной реакции (ПЦР). 
При развитии критериев возможной лекарственной ре
зистентности – прогредиентного или волнообразного 

роста вирусной нагрузки ЦМВ на фоне противовирус
ной терапии – проводили поиск мутаций в гене UL97.

Выделение ДНК из крови пациентов осуществляли с 
использованием набора реагентов «МагноСорб» (ЦНИИ 
эпидемиологии, Россия), определение вирусной нагрузки 
ЦМВ – «АмплиСенс EBV/CMV/HHV6cкринFL» (ЦНИИ 
эпидемиологии, Россия), в соответствии с инструкциями 
производителя. Поиск мутаций в гене UL97 ЦМВ прово
дили методом секвенирования по Сенгеру. Амплификацию 
фрагмента гена UL97 ЦМВ проводили с помощью двух 
реакций ПЦР (ПЦР I, ПЦР II) с использованием реаген
тов «Евроген» (Россия) с модификацией описанной ранее 
методики [9]. В расчете на одну пробирку использовали 
следующие смеси для амплификации: 5х qPCRmixHS 
реакционная смесь 5 мкл, 50х dNTPs 0,1 мкл, прай
меры для ПЦР I CMVfov acaacgtcacggtacatcga (10мкМ), 
CMVrew gtcgtagtccaaactcgaga (10мкМ) по 1 мкл, прай
меры для ПЦР II CMVfov acaacgtcacggtacatcga (10мкМ), 
 CMVrew2 cgacacgaggacatcttgg (10мкМ) по 1 мкл. В 
ПЦР I в качестве матрицы вносили 10 мкл ДНК ЦМВ ис
следуемого образца. В ПЦР II вносили 1 мкл продукта 
амплификации ПЦР I. В качестве отрицательного кон
троля использовали dH2O. Общий объем реакционной 
смеси составлял 25 мкл. ПЦР проводили в амплифика
торе С1000 Touch 96 (BioRad, США) при температур
ных режимах: 95°C 5 мин.; 32 цикла: 95°C 10 с., 55°C 
40 с., 72°C 60 с. и 72°C 5 мин. для ПЦР I и 95°C 5 мин.; 
5 циклов: 95°C 10 с., 64°C 10 с., 72°C 30 с.; 25 ци
клов: 95°C 10 с., 60°C 15 с., 72°C 30 с. и 72°C 5 мин. 
для ПЦР II. Полученные продукты ПЦР II детектировали 
в 1% агарозном геле с последующей очисткой фермен
тами ExoSAPIT (Thermo Fisher Scientific, США) в соот
ветствии с инструкцией производителя. Постановку ре
акций секвенирования осуществляли с применением 
реагентов Big Dye (Thermo Fisher Scientific, США). В каче
стве праймеров для секвенирования использовали прай
меры CMVfov и CMVrew2. После завершения секвени
рования на автоматическом секвенаторе ABI 3500XL 
Genetic Analyzer (Applied Biosystems, США) полученные 
данные анализировали с помощью программ Sequencing 
Analysis 7 и nucleotide BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.
gov/Blast.cgi). На втором этапе анализа сравнивали 
последовательности нуклеотидов с референсной по
следовательностью гена UL97 штамма Merlin на плат
форме MRA ulm Ульского университета (Германия) (www.
informatik.uniulm.de/ni/mitarbeiter/HKestler/mra/app/
index.php?plugin=form). 

Результаты

В период 2020–2021 гг. в исследование было вклю
чено 168 пациентов после аллогенной ТГСК с доказан
ной ЦМВинфекцией и значением ЦМВ > 500 копий/мл. 
Критерии возможной резистентности к ГЦВ/ВГЦВ (про
гредиентное или волнообразное увеличение вирусной 
нагрузки > 1000 копий/мл) с необходимостью поиска 
мутаций в гене UL97	были зафиксированы у 72 пациен
тов с медианой возраста 8,5 лет (0–17 лет) и соотноше
нием мальчиков и девочек 2:1.
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В результате секвенирования нуклеотидных последо
вательностей гена UL97 у 19 пациентов (26,4%) было об
наружено 11 генотипов ЦМВ со следующими мутациями 
UL97: H520Q, C592G, A594V, L595S, D605E, C603W, 
C607Y, C607F, M615V, M460V и E655K (Таблица 1). 
Самыми распространенными оказались мутации D605E 
и A594V, с частотой встречаемости 11% и 7% соответ
ственно. У четырех пациентов были выявлены комплекс
ные мутации (Таблица 2).

Обсуждение

Реципиенты аллогенной ТГСК с течением ЦМВ
инфекции подвержены более высокому риску форми
рования устойчивости к противовирусным препаратам. 
Проведение генотипического анализа образцов ДНК 
ЦМВ очень актуально для своевременного обнаружения 
мутаций и подбора эффективной противовирусной тера
пии [2]. Исследования показали, что у данной когорты 
пациентов развитие лекарственной устойчивости ЦМВ к 
ГЦВ/ВГЦВ наиболее часто ассоциировано с мутациями 
гена UL97 и реже – гена ДНКполимеразы UL54 [10–12]. 

Описаны множественные мутации UL97, однако 
«кано ническими» и составляющими > 85% всех опре
деляемых мутаций являются M460V, C592G, H520Q, 
A594V, L595S, C603S [13]. Практически все они при
водят к 5–15кратному увеличению фенотипического 

потенциала устойчивости [14]. Фенотипический потен
циал устойчивости вычисляется опытным путем как от
ношение половины ингибирующей концентрации (ИК50) 
противовирусного препарата для мутантного типа к 
ИК50 для дикого типа и известен для многих мутаций 
[4, 15–18]. Пациентам, у которых фенотипический по
тенциал устойчивости обнаруженных мутаций равен 5 и 
более, рекомендуется перейти на другой препарат и из
бегать монотерапии ГЦВ/ВГЦВ [14, 19].

В нашем исследовании в результате генотипирова
ния ЦМВ были обнаружены следующие мутации UL97: 
H520Q, C592G, A594V, L595S, D605E, C603W, C607Y, 
C607F, M615V, M460V и E655K. В соответствии с дан
ными научной литературы, значения фенотипического 
потенциала устойчивости выявленных мутаций соответ
ствовали следующим: 1) менее 5, из которых D605E, 
M615V и E655K являлись полиморфизмами без необхо
димости коррекции терапии, а C592G и C607F требо
вали повышения доз ГЦВ; 2) более 5 – H520Q, A594V, 
L595S, C603W, C607Y и M460V и требовали смены те
рапии на фоскарнет (ФОС) или сидофовир (СИД) [10, 
14, 16, 19, 20]. Таким образом, у пациентов с увеличе
нием вирусной нагрузки ЦМВ в крови > 1000 копий/мл 
на фоне проводимой терапии ГЦВ в 17% случаев были 
обнаружены мутации гена UL97, что требовало прове
дения коррекции терапии – увеличения дозы ГЦВ (n = 2), 
назначения ФОС или СИД (n = 10). В двух случаях (па
циенты 35 и 28) на фоне замены терапии мутации гена 
UL97	не определялись, однако при возобновлении тера
пии ГЦВ наблюдались повторные подъемы вирусной на
грузки и идентификация мутантных форм ЦМВ.

Клинический	пример	№1.
Пациент 12 – мальчик 5 лет с диагнозом «острый 

нелимфобластный лейкоз», М4иммуновариант, t (9;11). 
Состояние после аллогенной ТГСК от гаплоидентич
ного донора с проведением TCRab/CD19 деплеции, по

Таблица 1.  Обнаруженные нуклеотидные замены в гене UL97, приводящие к аминокислотным изменениям в белковой цепи UL97	ЦМВ

№ пациента Номер кодона Мутация Замена нуклеотидов
(в контексте триплетного кодона) Замена аминокислот

29 460 M460V ATG→ATC Met→Ile

35, 62 520 H520Q CAT→CAA His→Gln

3, 37 592 C592G TGC→GGC Cys→Gly

10, 28, 30, 5, 62 594 A594V GCG→GTG Ala→Val

29 595 L595S TTG→AGT Leu→Ser

12 603 C603W TGT→TGG Cys→Trp

3, 6, 20, 24, 26, 47, 56, 66 605 D605E GAC→GAG Asp→Glu

5 607 C607F TGT→TTT Cys→Phe

44 607 C607Y TGT→TAT Cys→Tyr

56 615 M615V ATG→GTG Met→Val

50 655 E655K GAA→AAA Glu→Lys

Таблица 2. Типы комплексных мутаций у пациентов

№ пациента Тип мутации UL97

3 С592G, D605E

29 L595S, M460V

56 A594V, D605E и M615V

62 H520Q, A594V
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вторной аллогенной ТГСК от HLAсовместимого нерод
ственного донора. При проведении еженедельного ЦМВ 
мониторинга отмечалось развитие виремии до 4110 ко
пий/мл. После назначения терапии ГЦВ отмечался рост 
вирусной нагрузки ЦМВ до 11700 копий/мл. В соответ
ствии с критериями исследования было проведено гено
типирование, мутации гена UL97 обнаружены не были, 
поэтому была продолжена терапия ГЦВ, на фоне кото
рой отмечалось снижение вирусной нагрузки. В связи 
с дальнейшим ростом числа копий ЦМВ неоднократно 
проводили повторное генотипирование, по результатам 
которого выявлена мутация C603W. Принимая во вни
мание высокий фенотипический потенциал резистент
ности к ГЦВ, терапия была модифицирована на ФОС. 
На фоне терапии ФОС вирусная нагрузка имела вол
нообразный характер с достижением клиренса в тече
ние 5 недель и дальнейшей отменой противовирусной 
терапии. 

Клинический	пример	№2.
Пациент 29 – мальчик 9 лет с диагнозом «анемия 

Фанкони». Состояние после аллогенной ТГСК с прове
дением TCRab/CD19деплеции от гаплоидентичного до
нора. При еженедельном мониторинге ЦМВ отмечено 
развитие виремии с уровнем ЦМВ в крови 1970 копий/
мл, по поводу чего пациенту была назначена терапия 
ГЦВ (Рисунок 2). На фоне проводимой терапии отме
чался волнообразный подъем вирусной нагрузки с по
следующим достижением отрицательных значений ЦМВ 
в крови и отменой терапии. В связи с повторным подъе
мом вирусной нагрузки ЦМВ было проведено генотипи
рование	UL97, по результатам которого выявлена мута
ция L595S, ассоциированная с резистентностью к ГЦВ. 
Для дальнейшей терапии был назначен ФОС, на фоне 

которого отмечалось значимое снижение количества 
копий ЦМВ в крови. Повторное проведение генотипи
рования на фоне виремии ЦМВ 405 копий/мл вируса 
выявило новую мутацию устойчивости к ГЦВ M460V, по
этому терапия ФОС была продолжена.

Заключение

Устойчивость ЦМВ к противовирусным препаратам 
является серьезной угрозой для реципиентов аллоген
ной ТГСК детского возраста. При назначении терапии 
необходимо учитывать факторы риска появления устой
чивости ЦМВ к ГЦВ и своевременно проводить гено
типирование для обнаружения мутаций [21]. В нашем 
исследовании было показано, что повторный подъем ви
русной нагрузки ЦМВ в крови пациентов на фоне тера
пии ГЦВ может происходить в течение 1–3 месяцев от 
начала терапии и часто сопровождается выявлением му
таций резистентности ЦМВ к ГЦВ. Таким образом, уве
личение вирусной нагрузки ЦМВ более чем в 10 раз как 
минимум через 2 недели терапии ГЦВ ассоциировано с 
появлением мутантных форм вирусов, резистентных к 
ГЦВ, что согласуется с данными международных иссле
дований [3, 22]. Своевременная модификация терапии 
(увеличение дозы ГЦВ или замена препарата) приводят 
к значимому снижению вирусной нагрузки ЦМВ и до
стижению выздоровления. В связи с двумя случаями по
вторного обнаружения мутаций гена UL97 на фоне воз
обновления терапии ГЦВ существует вероятность того, 
что полной элиминации мутантных типов ЦМВ может не 
происходить. Это требует дальнейшего изучения и сопо
ставления результатов мониторинга вирусной нагрузки 
ЦМВ, типов мутаций и проводимой противовирусной 
 терапии.

Рисунок 1. Динамика вирусной нагрузки у Пациента 12  
на фоне еженедельного мониторинга ЦМВ

  Выявленная мутация C603W и виды проводимой 
терапии обозначены цветом.

Рисунок 2. Динамика вирусной нагрузки у Пациента 29  
на фоне еженедельного мониторинга ЦМВ 

  Выявленные мутации L595S, M460V и виды 
проводимой терапии обозначены цветом.
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