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Резюме  
Цель: определить показания и последовательность проведения молекулярных исследований при ангиоиммунобластной Т-клеточной 
лимфоме (АИТЛ) в различном биологическом материале. 
Материалы и методы. Молекулярные исследования проведены у 84 первичных больных АИТЛ. Медиана возраста составила 61 
(29–81) год, соотношение мужчины/женщины – 48/36. Оценку T-клеточной и В-клеточной клональности проводили по 
реаранжировкам генов цепей T-клеточного рецептора и тяжелых цепей иммуноглобулинов. Для количественного определения клеток 
с мутацией G17V гена RHOA применяли полимеразную цепную реакцию (ПЦР) в реальном времени с аллель-специфичными LNA 
модифицированными праймерами.  
Результаты. В биоптатах лимфатических узлов реаранжировки генов цепей Т-клеточных рецепторов определены у 76 (90,5%) из 
84 больных и отсутствовали в 8 (9,5%) случаях. Выявление одинаковых клональных продуктов амплификации генов TCRG и TCRB 
в биоптате лимфатического узла и в образцах периферической крови и/или костного мозга свидетельствовало о лейкемизации 
опухолевого процесса и наблюдалось у 64,7% больных. Определение в образцах периферической крови и/или костного мозга 
клональных продуктов, отсутствующих в лимфатическом узле, обусловлено реактивной цитотоксической популяцией лимфоцитов 
и наблюдалось в 58,8% случаев АИТЛ. Одновременное выявление Т- и В-клеточной клональности в биоптате лимфатического узла 
отмечалось у 20 (24,7%) из 81 больного. Клетки с мутацией G17V гена RHOA выявлены в биоптатах лимфоузлов у 45 (54,9%) из 
82 пациентов. Применение метода аллель-специфичной ПЦР с LNA модифицированными праймерами позволило выявить 
лейкемизацию опухолевого процесса у 100% и поражение костного мозга – у 93,9% пациентов с выявленной мутацией в лимфоузлах.  
Заключение. В результате выполненной работы определены показания и последовательность проведения молекулярных исследований 
при АИТЛ в различном биологическом материале. Количественная аллель-специфичная ПЦР с LNA модифицированными 
праймерами для определения мутации G17V гена RHOA обладает высокой чувствительностью, позволяет верифицировать 
лейкемизацию опухолевого процесса и проводить мониторинг минимальной резидуальной болезни во время терапии. 
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Aim: to determine molecular diagnostics routine for different tissue samples in angioimmunoblastic T-cell lymphoma. 
Materials and methods. Molecular studies were performed for 84 primary AITL patients. The median age was 61 year (29–81); the male to 
female ratio was 48/36. T-cell and B-cell clonality was assessed by GeneScan analysis of rearranged T-cell receptor (TCRG, TCRB) and 
immunoglobulin heavy chain genes. For the quantitative determination of cells with RHOA G17V mutation real-time polymerase chain 
reaction (PCR) with allele-specific LNA modified primers was used. 
Results. In lymph nodes rearrangements of T-cell receptor genes were determined in 76 (90.5%) of 84 patients and were absent in 8 (9.5%) 
cases. Identification of the same clonal products of the TCRG and TCRB genes in the lymph node and in peripheral blood and/or bone 
marrow indicated the prevalence of the tumor process and was observed in 64.7% of patients. Clonal products in peripheral blood and/or 
bone marrow different from those in the lymph node indicated reactive cytotoxic lymphocyte population and were noted in 58.8% of AITL 
cases. Simultaneous detection of T- and B-cell clonality in the lymph node was observed in 20 (24.7%) of 81 patients. Cells with RHOA 
G17V mutation were detected in lymph node in 45 (54.9%) of 82 patients. The use of allele-specific PCR with LNA modified primers 
revealed presence of the tumor cells in peripheral blood in 100% and in bone marrow in 93.9% of patients with G17V RHOA mutation in 
the lymph nodes.  
Conclusion. The validity of different molecular assays performed on certain tissue samples for the diagnosis of angioimmunoblastic T-cell 
lymphoma has been evaluated. Quantitative allele-specific PCR assay for RHOA G17V mutation based on LNA modified primers possesses 
sufficient sensitivity for tumor process prevalence evaluation and minimal residual disease monitoring.  
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АИТЛ – ангиоиммунобластная Т-клеточная лимфома  
ДВККЛ – диффузная В-клеточная крупноклеточная лимфома 
ПЦР – полимеразная цепная реакция 
IGH – тяжелые цепи иммуноглобулинов  

LNA – locked nucleotide acid 
TCRB – бета-цепь Т-клеточного рецептора 
TCRG – гамма-цепь Т-клеточного рецептора
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Ангиоиммунобластная Т-клеточная лимфома (АИТЛ) – 
вид нодальной периферической Т-клеточной лимфомы, ха-
рактеризующийся генерализованной лимфаденопатией, вы-
раженными симптомами интоксикации и протекающий 
с диспротеинемией [1]. Первоначальное название заболева-
ния «ангиоиммунобластная лимфаденопатия с диспротеине-
мией» было обусловлено развитием у большинства больных 
АИТЛ различных иммунных нарушений (гипергаммаглобу-
линемия, гемолитическая анемия) [2]. До появления молеку-
лярных методов диагностики, доказавших Т-клеточную при-
роду заболевания, АИТЛ трактовалась как неопухолевый 
лимфопролиферативный процесс с гипериммунной реак-
цией В-клеток [3, 4].  

В настоящее время диагностика АИТЛ основывается на 
гистологическом и иммуногистохимическом исследованиях 
биоптата лимфатического узла. Характерной морфологиче-
ской чертой АИТЛ является сравнительно небольшое коли-
чество опухолевых клеток на фоне выраженного реактив-
ного микроокружения, представленного эозинофилами, 
плазматическими клетками, гистиоцитами, мелкими лимфо-
идными клетками, иммунобластами [1, 5, 6]. Обилие круп-
ных В-клеток, инфицированных в большинстве случаев ви-
русом Эпштейна–Барр, может напоминать субстрат 
диффузной В-клеточной крупноклеточной лимфомы 
(ДВККЛ) [7]. Приблизительно в 1/3 случаев АИТЛ одно- 
и многоядерные иммунобласты напоминают клетки Ходж-
кина и клетки Рид–Березовского–Штернберга, что придает 
морфологической картине сходство со смешанно-клеточ-
ным вариантом лимфомы Ходжкина. На ранних этапах раз-
вития АИТЛ, так же как и при реактивных процессах, 
может наблюдаться только расширение паракортикальной 
зоны лимфатического узла, в связи с чем требуется прове-
дение дополнительных методов диагностики для разграниче-
ния этих двух процессов [6, 8, 9].  

Иммуногистохимическое исследование является обяза-
тельным для диагностики АИТЛ и направлено на разгра-
ничение сходных по морфологической картине, но различ-
ных по этиологии и подходам к лечению заболеваний. 
Использование расширенной панели антител, включающей 
исследование пан-Т-клеточных антигенов (CD2, CD3, CD4, 
CD5) и маркеров фолликулярных Т-хелперов (CD10, BCL6, 
CXCL13, PD1, ICOS, CXCR5) в большинстве случаев поз-
воляет верифицировать правильный диагноз [1, 5, 10]. Од-

нако в ряде случаев АИТЛ, при небольшом количестве опу-
холевых клеток, выраженной пролиферации иммунобластов 
и аберрантности иммунофенотипа фолликулярных Т-хелпе-
ров, морфологические методы исследования не позволяют 
однозначно решить диагностическую дилемму. 

Одним из дополнительных методов диагностики яв-
ляется полимеразная цепная реакция (ПЦР) – исследование 
Т- и В-клеточной клональности по реаранжировкам генов 
гамма и бета цепей Т-клеточного рецептора (TCRG и TCRB) 
и тяжелых цепей иммуноглобулинов (IGH). По данным ли-
тературы, T-клеточная клональность методом ПЦР обнару-
живается в 76–96% случаев АИТЛ, клональная или олигок-
лональная популяция B-клеток – в 17–45% [11–14]. В то же 
время общеизвестно, что Т-клеточная клональность по реа-
ранжировкам генов TCRG в образцах периферической 
крови может выявляться при аутоиммунных, инфекцион-
ных процессах и других реактивных процессах, поэтому 
значение выявленной в различных биологических образцах 
Т-клеточной клональности при АИТЛ до конца не изучено 
[15–17]. Другой молекулярный маркер – выявленная не-
сколько лет назад точечная соматическая мутация G17V 
гена RHOA, специфичная для ангиоиммунобластной Т-кле-
точной лимфомы и периферической Т-клеточной лимфомы, 
неспецифицированной, частота ее определения составляет 
33–71% и 13–46% соответственно [18–21]. Наряду с этим 
остается неизвестным прикладное значение мутации G17V 
гена RHOA в диагностике АИТЛ, на данный момент не 
сформулированы показания к ее определению. 

В нашей статье мы представили собственные данные ис-
следования Т- и В-клеточной клональности методом ПЦР 
и точечной соматической мутации G17V гена RHOA коли-
чественной аллель-специфичной ПЦР в биоптатах лимфа-
тических узлов, в образцах костного мозга и перифериче-
ской крови у 84 первичных больных АИТЛ. 

Материалы и методы 
Пациенты. Проведен анализ основных клинико-лабо-

раторных показателей у 84 первичных больных АИТЛ, на-
блюдавшихся в ФГБУ «Национальный медицинский иссле-
довательский центр гематологии» Минздрава России с 2002 
по 2018 г. Соотношение мужчины/женщины – 48/36. Ме-
диана возраста составила 61 (29–81) год. Клинико-лабора-
торная характеристика пациентов представлена в таблице. 

Методы диагностики. Всем больным, вошедшим в ис-
следование, проведено комплексное клинико-лабораторное 
обследование. Диагноз АИТЛ устанавливали согласно кри-
териям классификации Всемирной организации здраво-
охранения 2017 г. Для патоморфологической верификации 
АИТЛ проводили морфологическое и иммуногистохимиче-
ское исследования биоптата лимфатического узла с расши-
ренной панелью антител [CD2, CD3ε, CD4, CD5, CD7, CD8, 
CD10, CD20, CD21/CD23, CD30, PD1, CXCL13, BCL 6, 
PAX-5, Ki67, CISH (EBV)]. Распространенность опухоле-
вого процесса определяли согласно классификации Ann 
Arbor (1971), при выявлении поражения костного мозга 
и/или экстранодальных очагов устанавливали IV стадию за-
болевания. 
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Оценку T-клеточной клональности проводили по реаран-
жировкам генов TCRG (Vγ-Jγ) и TCRB (Vβ-Jβ, Dβ-Jβ). Оценку 
В-клеточной клональности проводили по реаранжировкам 
генов IGH (FR1, FR2, FR3). Для этого использовали метод 
ПЦР с мультиплексными системами праймеров BIOMED-2 
[22]. Для фрагментного анализа ПЦР-продуктов использовали 
автоматический анализатор нуклеиновых кислот ABI PRISM 
3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA). 

Для количественного определения клеток с мутацией 
G17V гена RHOA применяли ПЦР в реальном времени с ал-
лель-специфичными праймерами, которые на 3’ конце 
имели LNA (locked nucleotide acid) модифицированный нук-
леотид. Благодаря данной модификации была увеличена 
чувствительность метода, которая составила 0,02% клеток 
с мутацией от общего количества клеток в образце [23]. 

Выделение CD4+ и CD8+ популяций лимфоцитов прово-
дили с помощью набора для клеточной селекции производ-
ства MicroBeads (Miltenyi Biotec, Германия) согласно стан-
дартному протоколу производителя. Селекция CD4+ и CD8+ 
лимфоцитов периферической крови проведена у 5 пациентов 
с последующим исследованием каждой из популяций [24]. 

Результаты  
Определение T-клеточной клональности методом 

ПЦР. Исследование реаранжировок генов TCRG в биоптате 
лимфатического узла проведено у 84 первичных больных 
АИТЛ, в 69 (82,2%) случаях выявлена моноклональная кар-
тина, из них в 6 (7,1%) биоптатах обнаружены сомнительные 
моноклональные пики. В 15 (17,9%) случаях отсутствия пе-
рестроек генов TCRG исследованы реаранжировки генов 
TCRB, моноклональная картина выявлена в 7 (8,3%) случаях, 
в остальных 8 (9,5%) образцах наблюдалась поликлональная 
картина. Таким образом, у 76 (90,5%) из 84 больных в био-
птатах лимфатических узлов подтверждена Т-клеточная 
природа заболевания, тогда как в 8 (9,5%) случаях не вы-
явлено перестроек генов TCRG и TCRB (рис. 1, а). 

Исследование Т-клеточной клональности по реаранжи-
ровкам генов TCRG и/или TCRB в образцах периферической 
крови и костного мозга, взятых одновременно до начала 

Êëèíèêî-ëàáîðàòîðíàÿ õàðàêòåðèñòèêà áîëüíûõ

Клинико-лабораторные параметры Число 
больных %

Всего 84 100

Медиана возраста, лет 61 (29–81)

Соотношение мужчин/женщин 48/36

Cтадия III–IV (Ann Arbor) 83 98,8

В-симптомы 82 97,6

Поражение костного мозга (по данным 
морфологического исследования) 36 из 75 48,0

Ðèñ. 1. Ðåçóëüòàòû ÏÖÐ-èññëåäîâàíèÿ ðåàðàíæèðîâîê ãåíîâ öåïåé Ò-êëåòî÷íîãî ðåöåïòîðà è òÿæåëûõ öåïåé èììóíîãëî-
áóëèíîâ â áèîïòàòàõ ëèìôàòè÷åñêèõ óçëîâ ó áîëüíûõ ÀÈÒË.  
а – результаты исследования Т-клеточной клональности, б – результаты исследования В-клеточной клональности. 

TCRG+
82,2%

IGH+
24,7%

IGH–
75,3%

TCRG-TCRB+
8,3%

TCRG-TCRB–
9,5%

n=84 n=81

а) б)

Ðèñ. 2. Îöåíêà èäåíòè÷íîñòè ðåçóëüòàòîâ èññëåäîâàíèÿ îá-
ðàçöîâ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè è êîñòíîãî ìîçãà (ÏÖÐ-èñ-
ñëåäîâàíèå Ò- è Â-êëåòî÷íîé êëîíàëüíîñòè è ìóòàöèè G17V 
ãåíà RHOA). 
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 терапии, проведено у 44 первичных больных АИТЛ. Оказа-
лось, что в 43 (97,7%) из 44 случаев результаты исследова-
ния Т-клеточной клональности в образцах периферической 
крови и костного мозга были идентичны (рис. 2). Лишь 
в одном случае в образце периферической крови выявлялся 
сомнительный моноклональный пик при его отсутствии 
в образце костного мозга. 

Учитывая высокую корреляцию полученных результа-
тов в образцах периферической крови и костного мозга, 
проведено исследование частоты выявления Т-клеточной 
клональности в образцах периферической крови и/или кост-
ного мозга у 57 первичных больных АИТЛ при наличии реа-
ранжировок TCRG и/или TCRB в лимфатическом узле. Мо-
ноклональная картина по реаранжировкам генов TCRG 
в образцах периферической крови и/или костного мозга вы-
явлена у 32 (56,1%) из 57 больных, по TCRG и/или TCRB – 
у 34 (59,6%), поликлональная картина наблюдалась в 23 
(40,4%) случаях. 

Сравнение клональных продуктов, выявленных в био-
птатах лимфатического узла и в образцах периферической 
крови и/или костного мозга, проведено у 34 первичных 
больных АИТЛ. Оказалось, что полное совпадение клональ-
ных продуктов по реаранжировкам генов TCRG и/или TCRB 
в биоптатах лимфатических узлов и в образцах перифери-
ческой крови и/или костного мозга отмечено у 14 (41,2%) из 
34 больных, появление дополнительных в образцах перифе-
рической крови и/или костного мозга – у 8 (23,5%), несов-
падение – у 12 (35,3%) пациентов (рис. 3). 

Принимая во внимание иммунофенотипические особен-
ности АИТЛ (CD4+) и цитотоксических лимфоцитов 
(CD8+), для разграничения опухолевых и реактивных клонов 
у 5 больных проведена селекция лимфоцитов перифериче-
ской крови. В дальнейшем проведено исследование реаран-
жировок генов TCRG и TCRB в CD4+ и CD8+ популяциях. 
В результате показано, что реаранжировки, наблюдавшиеся 
в лимфатическом узле, выявлялись в CD4+ популяции кле-
ток, в то время как в CD8+ популяции наблюдались реаран-
жировки, отсутствующие в лимфатическом узле [24] 
(рис. 4, см. на цветной вклейке). 

Определение В-клеточной клональности методом 
ПЦР. Исследование В-клеточной клональности по реаран-
жировкам генов IGH в биоптатах лимфатических узлов 
и образцах периферической крови и костного мозга прове-

дено у 81 первичного больного АИТЛ. В-клеточная кло-
нальность по реаранжировкам генов IGH в биоптатах лим-
фатических узлов выявлена у 20 (24,7%) из 81 больного, из 
них в 11 (13,6%) случаях выявлялись сомнительные пики 
(рис. 1, б). Несмотря на то что в 9 (11,1%) случаях наблю-
дались отчетливые моноклональные пики, сочетание ан-
гиоиммунобластной Т-клеточной лимфомы с ДВККЛ при 
морфологическом исследовании биоптата лимфатического 
узла выявлено только в одном случае. 

Исследование В-клеточной клональности по реаранжи-
ровкам генов IGH в образцах периферической крови 
и костного мозга, взятых одновременно до начала терапии, 
проведено у 41 первичного больного АИТЛ. Реаранжи-
ровки генов IGH в образцах периферической крови вы-
явлены у 8 (19,5%) из 41 больного, в 3 (7,3%) случаях на-
блюдалась отчетливая моноклональная картина, 
в остальных 5 (12,2%) – выявлялись сомнительные моно-
клональные пики. Реаранжировки генов IGH в образцах 
костного мозга определялись у 10 (24,4%) из 41 больного, 
в 5 (12,2%) случаях обнаружена отчетливая моноклональ-
ная картина, в остальных 5 (12,2%) случаях наблюдались 
сомнительные моноклональные пики. У 3 больных отчет-
ливые моноклональные пики были идентичны в биоптате 
лимфатического узла и в образцах периферической крови 
и костного мозга, у одного из них отмечено сочетание 
АИТЛ с ДВККЛ при первичной диагностике, у 1 больной 
манифестация ДВККЛ наблюдалась в процессе лечения 
АИТЛ, 1 больной умер от прогрессирования АИТЛ на ран-
них этапах лечения, у него не отмечено развития ДВККЛ. 
В 2 остальных случаях выявления моноклональной кар-
тины по реаранжировкам генов IGH в образцах костного 
мозга у больных в дебюте АИТЛ наблюдалась секреция мо-
ноклонального иммуноглобулина (Gk 4,5 г/л и Gk 7,5 г/л), 
которая была расценена как моноклональная гаммапатия 
неуточненного значения. На протяжении периода цитоста-
тической терапии и последующего наблюдения больных, 
достигших клинико-гематологической ремиссии, в течение 
42 и 44 мес уровень секреции моноклонального иммуногло-
булина значительно не изменился. В образцах костного 
мозга продолжали выявляться те же клональные продукты 
по реаранжировкам генов цепей IGH. Сомнительные кло-
нальные пики по реаранжировкам генов цепей IGH в образ-
цах периферической крови и/или образцах костного мозга 

Н.Г. Чернова и соавт. 

Ðèñ. 3. Ñîïîñòàâëåíèå êëîíàëüíûõ ïðîäóêòîâ ïî ðåàðàíæèðîâêàì ãåíîâ öåïåé Ò-êëåòî÷íîãî ðåöåïòîðà â áèîïòàòàõ ëèì-
ôàòè÷åñêîãî óçëà è â îáðàçöàõ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè è/èëè êîñòíîãî ìîçãà.
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Молекулярная диагностика ангиоиммунобластной Т-клеточной лимфомы 

выявлены у 8 больных, но ни в одном случае не отмечено 
совпадения с клональными продуктами в биоптате лимфа-
тического узла. При сопоставлении результатов исследова-
ния В-клеточной клональности по реаранжировкам генов 
цепей IGH в образцах периферической крови и костного 
мозга результаты оказались идентичными в 34 (82,9%) слу-
чаях (см. рис. 2). 

Определение G17V мутации гена RHOA методом ал-
лель-специфичной ПЦР с LNA (locked nucleotide acid) 
праймерами. Исследование мутации G17V гена RHOA в био-
птатах лимфатических узлов и в образцах периферической 
крови и/или костного мозга проведено у 82 первичных боль-
ных АИТЛ. Клетки с мутацией G17V гена RHOA выявлены 
в 45 (54,9%) из 82 биоптатов лимфатических узлов, среднее 
относительное содержание клеток с мутацией составило 8,2 
(0,7–47,0)%. Исследование мутации G17V гена RHOA прове-
дено в образцах периферической крови и костного мозга 
у больных с наличием этой мутации в лимфатическом узле. 
Частота выявления мутации G17V гена RHOA составила в пе-
риферической крови 31/31 (100%), в костном мозге – у 31/33 
(93%). Среднее относительное содержание клеток с мутацией 
G17V гена RHOA в образцах периферической крови соста-
вило 2,57 (0,02–1,5)%, в образцах костного мозга – 1,19 (0,02–
8,25)%. Результаты исследования первичных образцов пери-
ферической крови и костного мозга, взятых одновременно до 
начала терапии, были сопоставлены в 26 G17V RHOA-пози-
тивных случаях. У 24 (92,2%) из 26 больных результаты ис-
следования были идентичны, в остальных 2 случаях клетки 
с мутацией G17V гена RHOA выявлялись только в образцах 
периферической крови (0,2 и 0,05%) при их отсутствии в об-
разцах костного мозга (см. рис. 2). 

Сопоставление результатов определения Т- и В-кле-
точной клональности и G17V мутации гена RHOA. Со-
поставление результатов определения Т- и В-клеточной кло-
нальности и мутации G17V гена RHOA проведено у 
81 первичного больного АИТЛ. Одновременное выявление 
Т- и В-клеточной клональности в биоптате лимфатического 
узла наблюдалось у 20 (24,7%) из 81 больного, из них в по-

ловине случаев (n=10) определялась мутация G17V гена 
RHOA. У 8 (9,9%) из 81 больного не выявлено ни Т-, ни 
В-клеточной клональности, ни мутации G17V гена RHOA 
в биоптате лимфатического узла. Во всех случаях выявле-
ния мутации G17V гена RHOA выявлялись реаранжировки 
генов цепей Т-клеточного рецептора. При отсутствии этой 
мутации реаранжировки генов TCRG и/или TCRB опреде-
лены у 29 (78,4%) из 37 больных. В нашей группе больных 
не было ни одного случая выявления В-клеточной клональ-
ности по реаранжировкам генов цепей IGH при отсутствии 
Т-клональности по реаранжировкам генов TCRG и/или 
TCRB в биоптате лимфатического узла. 

Сопоставление результатов определения Т-клеточной 
клональности по реаранжировкам генов TCRG и TCRB и му-
тации G17V гена RHOA в одних и тех же образцах перифе-
рической крови и костного мозга, взятых одновременно до 
начала терапии, проведено в 31 G17V RHOA-положительном 
случае. В результате показано, что при отсутствии наблю-
давшихся в лимфатическом узле клональных продуктов по 
реаранжировкам генов Т-клеточного рецептора в образцах 
периферической крови и костного мозга, относительное со-
держание клеток с мутацией G17V RHOA не превышало 0,8 
и 0,45% от всех ядросодержащих клеток соответственно. 

Обсуждение 
В настоящее время диагностика ангиоиммунобластной 

Т-клеточной лимфомы остается для морфологов одной из 
самых сложных задач. Для верификации диагноза АИТЛ 
и разграничения ее с морфологически сходными лимфо-
мами и реактивными процессами требуется проведение им-
муногистохимического исследования с расширенной пане-
лью антител и молекулярных исследований. Выполнение 
в  сложных случаях диагностики только В- или только 
Т-клеточной клональности может затруднить верификацию 
диагноза. Результаты молекулярных исследований должны 
рассматриваться в совокупности с клинической и морфоло-
гической картиной у каждого конкретного больного. 

Ðèñ. 5. Àëãîðèòì ïðîâåäåíèÿ ìîëåêóëÿðíûõ ìåòîäîâ èññëåäîâàíèÿ ïðè ÀÈÒË. 

I ýòàï 
Верификация диагноза АИТЛ, разграничение с морфологически 
сходными лимфопролиферативными процессами 
ПЦР-исследование Т- и В-клеточной клональности  и определение 
мутации G17V гена RHOA в биоптате лимфатического узла при 
подозрении на АИТЛ при морфологическом  исследовании

II ýòàï 
Оценка распространенности опухолевого процесса 
ПЦР-исследование Т- и В-клеточной клональности в образцах периферической 
крови и костного мозга, определение мутации G17V гена RHOA в образцах 
периферической крови и костного мозга и в другом биологическом материале 
при наличии этой мутации в биоптате лимфатического узла

III ýòàï 
Аналитический 
Сопоставление клональных ПЦР-продуктов в биоптате лимфатического узла 
и в образцах периферической крови и костного мозга, верификация 
лейкемизации опухолевого процесса и поражения костного мозга, выбор 
молекулярной мишени для мониторинга эффективности терапии

ТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ АРХИВ 7, 2019 67



В данной статье мы представили собственный опыт ин-
терпретации результатов исследования Т- и В-клеточной 
клональности, мутации G17V гена RHOA на большом кли-
ническом материале. Клетки с мутацией G17V гена RHOA 
выявлены в 45 (54,9%) из 82 биоптатов лимфатических 
узлов, среднее относительное содержание клеток с мута-
цией составило 8,2% (0,7–47,0). В результате проведенной 
работы определены показания и последовательность иссле-
дования Т- и В-клеточной клональности, мутации G17V гена 
RHOA в различном биологическом материале. 

Первоначальным и основным субстратом как для морфо-
логических, так и для молекулярных методов диагностики 
лимфом является лимфатический узел. Для подтверждения 
Т-клеточной природы АИТЛ и разграничения с другими мор-
фологически сходными заболеваниями первым этапом прово-
дится определение Т- и В-клеточной клональности по реаран-
жировкам генов TCRG и IGH в биоптате лимфатического узла 
(рис. 5). По нашим данным, в 82,1% случаев определяются 
клональные продукты по перестройкам генов TCRG, при от-
сутствии которых необходимо исследовать реаранжировки 
генов TCRB, что позволяет доказать Т-клеточную природу за-
болевания еще у 8,3% больных. Однако у 9,5% больных реа-
ранжировки генов цепей Т-клеточного рецептора не обнару-
живаются, что, вероятно, связано с небольшим процентным 
содержанием опухолевых клеток в образце или другими не яс-
ными на данный момент причинами. Наличие моноклональной 
или олигоклональной В-клеточной клональности не исклю-
чает диагноз АИТЛ, в то же время диагноз Т-клеточной лим-
фомы представляется сомнительным при выявлении реаран-
жировок генов тяжелых цепей иммуноглобулинов при 
отсутствии перестроек генов Т-клеточного рецептора [25–27]. 
Моноклональная и олигоклональная В-клеточная клональ-
ность в биоптате лимфатического узла может быть выявлена 
у каждого четвертого больного АИТЛ (24,7%), однако соче-
тание АИТЛ с В-клеточной лимфопролиферацией встреча-
ется крайне редко и верифицируется только на основании 
морфологического исследования. В литературе описаны еди-
ничные случаи одновременного и последовательного развития 
АИТЛ и В-клеточных лимфопролиферативных заболеваний 
[28–30]. В нашей группе только в 1 случае при морфологиче-
ском исследовании было выявлено сочетание АИТЛ 
с ДВККЛ, что, возможно, явилось следствием накопления он-
когенных мутаций в В-клетках микроокружения у больного 
с латентным течением Т-клеточной лимфомы. 

Следующий этап молекулярных методов исследования на-
правлен на оценку распространенности опухолевого процесса. 
Выявление одинаковых клональных продуктов по реаранжи-
ровкам генов TCRG и TCRB в биоптате лимфатического узла 
и образцах периферической крови и/или костного мозга свиде-
тельствует о лейкемизации заболевания и наблюдается у 64,7% 
больных. Однако следует помнить, что при АИТЛ в 58,8% слу-
чаев в периферической крови и костном мозге определяются 
клональные продукты, отсутствующие в лимфатическом узле, 
обусловленные реактивной цитотоксической популяцией лим-

фоцитов. Выявление В-клеточных моноклональных продуктов 
в образце костного мозга, отсутствующих в биоптате лимфа-
тического узла, может быть ассоциировано с другим лимфо-
пролиферативным процессом, например, моноклональной гам-
мапатией неуточненного значения. Обнаружение 
сомнительных В-клеточных пиков только в образцах перифе-
рической крови и/или костного мозга может быть связано с по-
явлением реактивной популяции В-клеток. ПЦР-диагностика 
клональности не позволяет отличить иммунный клональный 
продукт от опухолевого, а лишь обнаруживает лимфоциты 
с одинаковой перестройкой генов, если их количество превы-
шает 1–10% от общего количества лимфоцитов [22]. 

Применение в нашей работе количественной аллель-спе-
цифичной ПЦР с модифицированными LNA праймерами для 
определения мутации G17V гена RHOA увеличило чувстви-
тельность метода до 0,02% [23, 31]. Количество клеток 
с мутацией G17V гена RHOA в биоптатах лимфатических 
узлов было больше, чем в образцах периферической крови 
и костного мозга, поэтому исследование мутации G17V гена 
RHOA в образцах периферической крови и костного мозга 
целесообразно проводить только после выявления ее в био-
птате лимфатического узла. Очень важно, что применение 
этой методики позволило выявить лейкемизацию опухоле-
вого процесса во всех (100%) G17V RHOA-положительных 
случаях, а поражение костного мозга – у подавляющего 
большинства (93,9%) больных. Количественная аллель-спе-
цифичная ПЦР с LNA модифицированными праймерами для 
определения мутации G17V гена RHOA обладает высокой 
чувствительностью, позволяет верифицировать лейкемиза-
цию опухолевого процесса и проводить мониторинг мини-
мальной резидуальной болезни во время терапии. 

Заключение 
Таким образом, проведение ПЦР-исследования для опре-

деления В- и Т-клеточной клональности по реаранжировкам 
генов цепей Т-клеточного рецептора и тяжелых цепей им-
муноглобулинов позволяет разграничить ангиоиммуно-
бластную Т-клеточную лимфому с другими морфологиче-
ски сходными лимфопролиферативными процессами. 
В образцах периферической крови и костного мозга более 
чем в половине случаев наблюдаются дополнительные кло-
нальные продукты по реаранжировкам генов цепей Т-кле-
точного рецептора, не связанные с лейкемизацией заболева-
ния и поражением костного мозга. Количественное 
определение в биоптатах лимфатических узлов и в образцах 
периферической крови и костного мозга клеток с мутацией 
G17V гена RHOA методом аллель-специфичной ПЦР с мо-
дифицированными LNA праймерами позволяет выявить лей-
кемизацию опухолевого процесса и поражение костного 
мозга у подавляющего большинства больных, а также мони-
торировать опухолевый клон во время лечения.  

 
Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.
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