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Фундаментальные исследования в практической медицине на современном этапе

Результаты количественной RHOA Gly17Val  
аллель-специфичной полимеразной цепной реакции 

и определения Т-клеточной клональности 
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Введение. Ангиоиммунобластная лимфома – периферическая Т-клеточная лимфома (АИТЛ), характеризующаяся обильной по-
лиморфной инфильтрацией лимфатических узлов (ЛУ) при небольшом количестве опухолевых CD4+ Т-клеток. Сложность пред-
ставляет дифференциальная диагностика с реактивными процессами и другими лимфомами, например лимфомой Ходжкина. 
Для подтверждения диагноза применяют молекулярные методы определения клональности. Клональные реаранжировки генов 
Т-клеточных рецепторов (T-cell receptors, TCR) в ЛУ могут не совпадать с реаранжировками, выявляемыми в костном мозге (КМ) 
и других тканях, что затрудняет их интерпретацию. Недавно обнаруженная точечная соматическая мутация ras-гомологичной 
малой гуанозин-трифосфатазы А типа (RHOA) Gly17Val выявляется у 53–71 % пациентов с АИТЛ и позволяет определить ко-
личество имеющихся опухолевых клеток.
Цель исследования – оценить количество опухолевых клеток с мутацией RHOA Gly17Val в различных тканях у пациентов с АИТЛ 
и сопоставить его с результатами определения Т-клеточной клональности.
Материалы и методы. Т-клеточную клональность оценивали по реаранжировкам TCRG и TCRB генов по протоколу BIOMED-2 
методом полимеразной цепной реакции (ПЦР) с последующим проведением фрагментного анализа на секвенаторе ABI Prism 3130. 
Мутация RHOA Gly17Val анализировалась с помощью количественной TaqMan аллель-специфичной ПЦР. Исследованы образцы 
ЛУ, кожи, КМ и крови у 40 пациентов с диагнозом АИТЛ.
Результаты. Т-клеточная клональность выявлена в ЛУ у 37 из 40 пациентов (92 %) и в КМ у 26 (96 %) из 28 пациентов, однако 
клональные TCR-реаранжировки не совпадали по длине в ЛУ и КМ у 12 (46 %) из 26 пациентов. Мутация RHOA Gly17Val выяв-
лена в ЛУ у 24 (60 %) из 40 пациентов. Количество опухолевых клеток в ЛУ в среднем составило 26,7 % от всех клеток, тогда 
как в КМ клетки с мутацией RHOA либо не выявлялись (у 7 из 17 пациентов), либо выявлялись в малом количестве: у 10 из 17 па-
циентов – в среднем 2 % от общего количества клеток. Образцы кожи, КМ и крови с пиками Т-клеточной клональности, отли-
чающимися от таковых, найденных в ЛУ, были также отрицательны на наличие клеток с мутацией RHOA. У 4 пациентов было 
показано, что клональные продукты в КМ и крови, не совпадающие с ЛУ, относятся к CD8+-лимфоцитам.
Выводы. Результаты исследования показывают, что количественное определение клеток с мутацией RHOA Gly17Val необходимо 
учитывать при стадировании заболевания и интерпретации результатов определения Т-клеточной клональности. Т-клеточные 
клоны, не совпадающие с клонами, выявляемыми в ЛУ, должны рассматриваться как реактивные.

Ключевые слова: ангиоиммунобластная Т-клеточная лимфома, клональность, точечная мутация, аллель-специфичная полиме-
разная цепная реакция, RHOA Gly17Val
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Quantitative RHOA Gly17Val allele-specific polymerase chain reaction and T-cell clonality analysis  
in angioimmunoblastic T-cell lymphoma.
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Introduction. Аngioimmunoblastic T-cell lymphoma (AITL) is a T-cell lymphoma, characterized by abundant polymorphocellular infiltrate 
of lymph nodes with the small number of tumor CD4+ T-cells. AITL could often be misdiagnosed as reactive processes and other lymphomas, 
including Hodgkin’s lymphoma. Molecular methods of determining clonality are used to confirm the diagnosis. TCR gene rearrangements 
detected in the lymph nodes may not coincide with those detected in the bone marrow (BM), blood or skin, that makes their interpretation 
difficult. Recently discovered point somatic RHOA (Ras homolog gene family, member A) Gly17Val mutation is present in 53–71 % of angio-
immunoblastic T-cell lymphomas.
The aim of the study was to evaluate the number of RHOA Gly17Val mutated cells in different tissues of AITL patients and to correlate it with 
corresponding T-cell clonality results.
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Фундаментальные исследования в практической медицине на современном этапе

Введение
Ангиоиммунобластная лимфома – периферическая 

Т-клеточная лимфома (АИТЛ), которая характеризует-
ся генерализованной лимфаденопатией с  обильной 
полиморфноклеточной инфильтрацией лимфатиче-
ских узлов (ЛУ), пролиферацией сосудов и фоллику-
лярных дендритных клеток [1]. По данным междуна-
родной группы изучения Т- и NK-клеточных лимфом, 
выявляемость АИТЛ составляет 18,5 % среди всех 
периферических Т-клеточных лимфом [2]. Кроме ЛУ, 
при АИТЛ часто наблюдается поражение селезенки, 
печени, кожи и костного мозга (КМ). Заболевание 
практически всегда ассоциировано с вирусом Эпштей-
на–Барр (ВЭБ), что позволяет предположить его роль 
в этиологии АИТЛ [3, 4]. Дифференциальная диагно-
стика чаще всего проводится с другими Т-клеточными 
лимфомами, смешанно-клеточным вариантом лим-
фомы Ходжкина, диффузной В-крупноклеточной 
лимфомой, аутоиммунными или реактивными процес
сами [5]. При морфологическом исследовании обна-
руживаются небольшое количество опухолевых клеток 
и  преобладание реактивных клеточных элементов: 
В-лимфоциты, иммунобласты, часть из которых мо-
жет напоминать одно- и двуядерные клетки Ходжкина 
и  Березовского–Штернберга, сеть фолликулярных 
дендритических клеток, клетки эндотелия, плазмати-
ческие клетки, гистиоциты, эозинофилы и др. [5, 6]. 
Опухолевые CD4+ Т-клетки в  большинстве случаев 
немногочисленны и экспрессируют пан-Т-клеточные 
антигены (CD3, CD2, CD5), маркеры нормальных 
фолликулярных Т-хелперов (CD10, CXCL13, PD-1). 
Для подтверждения диагноза, оценки распространен-
ности процесса проводят морфологическое, иммуно-
гистохимическое, молекулярно-генетическое иссле-
дования биоптатов очагов поражения, образцов крови 
и  КМ [1, 5–7]. В  сложных диагностических случаях 
помогает исследование Т-клеточной клональности 
методом полимеразной цепной реакции (ПЦР) по ре-
аранжировкам генов Т-клеточных рецепторов (TCR), 
которые обнаруживаются в  большинстве (76–96 %) 
случаев [7–10]. Однако при первичном обследовании 
ткани ЛУ при  АИТЛ в  20–45 % случаев выявляется 

также В-клеточная клональность, которая предполо-
жительно носит реактивный, ВЭБ-ассоциированный 
характер [11–13]. Недавно обнаруженная точечная 
соматическая мутация RHOA Gly17Val определяется 
у 53–71 % пациентов с АИТЛ, является хорошей диа
гностической мишенью и  позволяет количественно 
оценить наличие опухолевых клеток [14–17]. Показа-
но, что  данная мутация при  АИТЛ обнаруживается 
только в  опухолевых, но  не  в  других кроветворных 
клетках, в отличие от точечных мутаций в генах TET2 
и DNMT3A. Данная мутация приводит к аминокислот-
ной замене в гуанозинтрифосфатсвязывающем райо-
не белка RHOA и его инактивации. Поскольку данный 
белок участвует в  передаче сигнала от  Т-клеточного 
рецептора, нарушается иммунологическое взаимодей-
ствие Т-лимфоцитов с другими клетками иммунной 
системы, что, возможно, является триггерным меха-
низмом развития АИТЛ [18]. В  данной работе мы 
сравнили результаты исследования Т-клеточной кло-
нальности и количественной RHOA Gly17Val аллель-
специфичной ПЦР у пациентов с АИТЛ.

Цель исследования  – сопоставление количества 
опухолевых клеток с  мутацией RHOA Gly17Val с  ре-
зультатами определения Т-клеточной клональности 
в ЛУ, крови, КМ и коже пациентов с АИТЛ.

Материалы и методы
Пациенты. В исследование включены 40 пациен-

тов с диагнозом АИТЛ, установленным на основании 
критериев диагностики ВОЗ (2008  г.) [1]. Пациенты 
наблюдались в ФГБУ «Национальный медицинский 
исследовательский центр гематологии» Минздрава Рос
сии с 2002 по 2017 г. Мужчин было больше, чем жен-
щин – 25 против 15, медиана возраста составила 65 лет 
(36–87 лет). Для патоморфологической верификации 
АИТЛ проводили гистологическое и иммуногистохи-
мическое исследования опухолевого субстрата с рас-
ширенной панелью антител (CD2, CD3ε, CD4, CD5, 
CD7, CD8, CD10, CD20, CD30, PD1, CXCL13, BCL 6, 
PAX-5, Ki67). Молекулярные исследования выпол
нили на  материале ЛУ (n = 47), кожи (n = 12), КМ 
(n = 53), крови (n = 29), селезенки (n = 2). Лейкоциты 

Materials and methods. TCRG and TCRB gene rearrangements were PCR-amplified according to BIOMED-2 standardized protocol and 
analyzed by capillary electrophoresis on ABI Prism 3130. Gly17Val mutation was analyzed by quantitative allele-specific (qAS) TaqMan 
Real-Time PCR assay. Lymph nodes (LN) and skin biopsies, blood and BM samples were studied for 40 patients with AITL.
Results. The clonal TCR gene rearrangements were found in 37 (92 %) of 40 patients in LN and in 26 (96 %) of 28 patients in BM, but they 
were not matched in length in LN and BM in 12 (46 %) of 26 patients. RHOA (Gly17Val) mutation in LN was revealed in 60 % (24 of 40) 
patients. Number of cells with RHOA mutation was highest in the LN (in average 26.7 % of the total cells), while in the BM RHOA mutation 
were undetectable (in 7 patients), or detected in 10 patients in a low quantity (in average 2 % of the total cells). Skin, blood and BM samples 
with the T-cell clonality peaks that differ from those found in the LN were also negative for the presence of cells having RHOA Gly17Val 
mutation. Also, in four patients we showed that clonal products in BM and blood that do not coincide with LN refer to CD8+ lymphocytes.
Conclusions. The results of the study demonstrate that the quantitative determination of cells with the mutation of RHOA Gly17Val must be 
taken into account in staging the disease and interpreting the results of T-cell clonality assay. Clonal cells with rearrangements not matching 
those identified for the LN should be considered reactive.

Key words: аngioimmunoblastic T-cell lymphoma, clonality, point mutation, allele-specific polymerase chain reaction, RHOA Gly17Val
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Фундаментальные исследования в практической медицине на современном этапе

и  ДНК из  крови и  КМ выделяли так  же, как  ранее 
описано нами в публикации [19]. Для выделения ДНК 
из ткани, залитой в парафиновый блок, или свежеза-
мороженной ткани также использовали описанную 
ранее методику [20]. В качестве контрольной исполь-
зовали ДНК от 10 здоровых доноров и 30 пациентов 
с В-клеточными лимфомами.

Определение T-клеточной клональности методом 
ПЦР. Оценку T-клеточной клональности проводили 
по  реаранжировкам TCRG (Vγ–Jγ) и  TCRB (Vβ–Jβ, 
Dβ–Jβ) генов. Для этого использовали метод ПЦР с муль-
типлексными праймерами по протоколу BIOMED-2 
[21]. Для фрагментного анализа ПЦР-продуктов ис-
пользовали автоматический анализатор нуклеиновых 
кислот ABI Prism 3130 Genetic Analyzer (Applied Bio
systems, США). Капиллярный электрофорез высокого 
разрешения проводили на  полимере POP-4 (Applied 
Biosystems, США). Флуоресценцию амплификатов 
и их профиль (распределение по длинам) оценивали 
с помощью компьютерной программы GeneMapper v. 
4.0 (Applied Biosystems, США). Если моноклональный 
пик более чем в 3 раза превышал поликлональный фон, 
результат считали моноклональным, если в 2–3 раза, 
то  сомнительным. Чувствительность определения 

Т-клеточной клональности варьирует от 1 до 10  % 
моноклональных клеток от общего количества Т-лим-
фоцитов и  зависит от  репертуара поликлональных 
и клональных лимфоцитов [21].

Количественное определение RHOA Gly17Val методом 
аллель-специфичной ПЦР в режиме реального времени 
(ПЦР-РВ). Мутацию RHOA GLy17Val определяли с по
мощью количественной TaqMan аллель-специфичной 
ПЦР. Для этого использовали следующие праймеры и про-
бы: прямой (дикого типа wt) TGGTGATGGAGCCTGTAG, 
прямой (мутантного типа mt) TGGTGATGGAGCCTGTAT, 
пробу FAM–CAAGGACCAGTTCCCAGAGG-BHQ1, 
обратный GCTTTCCATCCACCTCGATA. ДНК (200–
400 нг) вносили в 25 мкл реакционной смеси (ЗАО «Син-
тол», Россия), содержащей: 10 пмоль wt или mt пря-
мого праймера, 10 пмоль обратного и 7,5 пмоль пробы 
к  гену RHOA (ЗАО «Синтол», Россия). Анализ ПЦР 
проводился в 3 повторах (3wt и 3mt), ПЦР-РВ и ана-
лиз данных  – на  приборе Step One Real-Time PCR 
(Applied Biosystems, США). Условия ПЦР  – 95 °С  5 
мин, затем 50 циклов – 95 °С 30 с, 56 °С 15 с, 54 °С 15 с, 
72 °С 30 с. Количество опухолевых клеток рассчиты-
вали относительно амплификации с праймером дико-
го типа (wt) в соответствии с формулами:

Рис. 1. Результаты количественной аллель-специфичной полимеразной цепной реакции в реальном времени определения мутации RHOA Gly17Val: 
а) профили амплификации серийных разведений опухолевой ДНК в нормальной: 1; 0,5; 0,25; 0,125; 0,0625; 0,03125; 0,0156; 0,0078 (красный цвет 
– амплификационная кривая с праймерами дикого типа), б) стандартная кривая на основе серийных разведений. ΔRn – уровень относительной 
флуоресценции, С

Т
 – пороговый цикл

Fig. 1. Real-time quantitative allele-specific polymerase chain reaction data for RHOA Gly17Val detection: a) the amplification profiles of serial dilutions 
of tumor DNA in normal: 1; 0.5; 0.25; 0.125; 0.0625; 0.03125; 0.0156; 0.0078. Red color – amplification curve with wild type primers, б) Standard curve 
based on serial dilutions. ΔRn – relative fluorescence level, С

Т
 – threshold cycle

а б
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Фундаментальные исследования в практической медицине на современном этапе

ΔCt = Ct (mt) – Ct (wt),

N = 50/ (2ΔCt),

где N  – искомое количество клеток, выраженное 
в процентах от исходного уровня; Ct (mt) и Ct (wt) – 
номер цикла подъема кривой флуоресценции с прай-
мером мутантного и дикого типов соответственно.

На основании анализа серии разведений опухоле-
вого образца в неопухолевой ткани, построения стан-
дартной кривой, а  также анализа отрицательных 
«контролей», т. е. образцов без мутации (n = 40), опре-
делена чувствительность метода (рис. 1), которая со-
ставила 1 % клеток с мутацией от общего количества 
клеток в образце.

Селекция CD4+- и CD8+-лимфоцитов. У 4 пациен-
тов выполнена селекция CD8+- и  CD4+-популяции 
лимфоцитов периферической крови с последующим 
определением Т-клеточной клональности в  каждой 
из популяций. Клетки селектировали с помощью на-
бора CD4+, CD8+ MicroBeads (Miltenyi Biotec) соглас-
но стандартному протоколу производителя.

Статистический анализ. Для  сравнения результа-
тов, полученных 2 методами, использовали критерий 
ранговой корреляции Спирмена (rs). Вычисления про

водили с помощью программы StatPlus 6.0 (AnalystSoft 
Inc, Walnut, США).

Результаты
Клональные реаранжировки TCR обнаружены 

в ЛУ у 37 (92 %) из 40 пациентов. При этом клональ-
ность носила сомнительный характер в 14 % случаев 
(у  5 из  37 пациентов). В  первичных образцах КМ 
Т-клеточная клональность выявлена у 26 из 28 иссле-
дованных, однако только в 23 % случаев (у 6 из 26 па
циентов) реаранжировки TCR совпадали по  длине 
с выявляемыми в ЛУ и других органах. Так, например, 
на  рис. 2 представлены результаты количественного 
определения мутации RHOA Gly17Val и Т-клеточной 
клональности по реаранжировкам генов TCRG паци-
ентки С., 1965  г.  р. Т-клеточная моноклональность 
определяется во всех образцах с одинаковой длиной 
клональных продуктов (208 и 217 bp), а также во всех 
тканях выявляется значительное количество клеток 
с мутацией RHOA Gly17Val. У 8 (30 %) из 26 пациентов 
реаранжировки совпадали только частично, т. е. в КМ 
имелись дополнительные пики. У 12 (46 %) из 26 па-
циентов клональные реаранжировки TCR в КМ пол-
ностью не совпадали по длине с таковыми, выявляе-
мыми в  ЛУ. Таким образом, для  пациентов с  АИТЛ 

Рис. 2. Пациентка С., 1965 г. р. Результаты количественного определения мутации RHOA Gly17Val и определения Т-клеточной клональности 
по реаранжировкам генов TCRG: а – в лимфатических узлах (ЛУ), б – коже, в – костном мозге (КМ), г – крови. (Пояснение дано в тексте.)
Fig. 2. Patient C., born in 1965. The results of RHOA Gly17Val mutation quantitative detection and T-cell clonality by TCRG genes rearrangement: a – in lymph 
nodes (LN), б – in skin, в – in bone marrow (BM), г – in blood. (The description is given in the text)
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Фундаментальные исследования в практической медицине на современном этапе

Рис. 3. Пациент А., 1951 г. р. Результаты количественного определения мутации RHOA Gly17Val и определения Т-клеточной клональности по ге-
нам TCRG: а – в лимфатических узлах (ЛУ); б – других тканях: плевральной жидкости, коже, костном мозге (КМ) (КМ1 – первичный образец, 
КМ2 – образец через 6 мес от начала лечения) – описание в тексте; в – результат селекции клеток периферической крови: CD4+-клетки демон-
стрируют поликлональную картину, тогда как моноклональный пик 157 bp обнаружен только в CD8+-лимфоцитах. По оси x отложена длина 
продуктов амплификации в парах оснований (base pares – bp), по оси y – интенсивность флуоресценции. Плевр ж-сть. – плевральная жидкость;  
Т + 157 (Т ± 157) – Т-клеточная моноклональность (сомнительная моноклональность) с длиной клонального продукта 157 bp
Fig. 3. Patient A., born in 1951. The results of RHOA Gly17Val mutation quantitative detection and T-cell clonality by TCRG genes rearrangement: a – in lymph 
nodes (LN);  б –other tissues: pleural fluid, skin, bone marrow (BM) (BM1  – primary sample, BM2  – sample after 6 months of  starting treatment)  – 
the description is given in the text; в – Result of peripheral blood cells selection: CD4+ cells demonstrate a polyclonal pattern, while a monoclonal 157 bp peak 
is found in CD8+ lymphocytes). X-axis – length of PCR product, y-axis – fluorescence intensity. Плевр ж-сть. – pleural fluid; Т + 157 (Т ± 157) – T-cell 
monoclonality (doubtful monoclonality) with the length of the clonal product of 157 bp
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Фундаментальные исследования в практической медицине на современном этапе

характерной оказалась клональная вариабельность – 
несовпадение Т-клеточной клональности, выявляе-
мой в ЛУ, с клональностью, выявляемой в КМ, коже, 
крови и т. д. Так, например, на рис. 3 представлены 
результаты количественного определения мутации 
RHOA Gly17Val и определения Т-клеточной клональ-
ности по генам TCRG пациента А., 1951 г. р. В ЛУ вы-
являются клональные продукты длиной 243 и 248 bp, 
которые не совпадают с клональным продуктом 157 bp 
в  других тканях, при  этом клетки с  мутацией RHOA 
Gly17Val выявляются только в ЛУ.

У 24 (60 %) пациентов из 40 была выявлена мута-
ция RHOA Gly17Val в ЛУ. Мы исследовали 51 образец 
различных тканей у пациентов с RHOA-положитель-
ным результатом в ЛУ. Процент RHOA-мутированных 
клеток сильно варьировал между образцами (рис. 4а). 
Количество клеток с мутацией RHOA было высоким 
в ЛУ (в среднем 26,7 % от общего количества клеток) 
(рис. 4б), тогда как  в  КМ клетки с  мутацией RHOA 
либо не выявлялись (n = 7), либо выявлялись в малом 
количестве (в среднем 2 % от общего количества кле-
ток, n = 10 (рис. 4в)). Интересно, что при выполнении 
нескольких биопсий у 1 пациента количество RHOA 

Gly17Val положительных клеток и результаты опреде-
ления Т-клеточной клональности могли значительно 
различаться, при этом во всех биоптатах выявлялась 
гистологическая и иммуногистохимическая картина, 
характерная для АИТЛ (рис. 5).

Сопоставление данных гистологии, Т-клеточной 
клональности, количества RHOA-мутированных кле-
ток показало, что  поражение КМ обнаруживается 
у большинства (76 %) пациентов (у 13 из 17) хотя бы 
одним из методов (см. таблицу).

Одновременно первоначальные образцы крови 
и КМ исследованы у 7 пациентов с мутацией RHOA, 
при этом количество клеток с мутацией RHOA было 
незначительно выше в крови, чем в КМ, у 5 из 7 па
циентов. Первоначальные образцы кожи получены 
у 6 пациентов с мутацией RHOA: у 5 из них выявлены 
Т-клеточная клональность, совпадающая по  длине 
продукта с ЛУ, и значительный процент клеток с му-
тацией RHOA (в среднем 25 %), у 4 из 5 пациентов при 
гистологическом исследовании подтверждено спе
цифическое поражение кожи. У 1 пациента в биопта-
те кожи обнаружен клон Т-лимфоцитов, отличный 
от  ЛУ, при  этом мутация RHOA не  выявлена, и  при 

Рис. 4. Количественный результат определения мутации RHOA в первоначальных образцах у пациентов с ангиоиммунобластной Т-клеточной 
лимфомой: а – во всех образцах, n = 51; б – в лимфатических узлах (ЛУ), n = 20; в – в костном мозге (КМ), n = 17
Fig. 4. The quantitative result of RHOA mutations detection in initial samples of angioimmunoblastic T-cell lymphoma patients: a) in all samples, n = 51; 
б – in lymph nodes (LN), n = 20; в – in bone marrow (BM), n = 17
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Фундаментальные исследования в практической медицине на современном этапе

Рис. 5. Пациент В., 1939 г. р. Результаты биопсии шейного (а) и па-
хового (б) лимфатических узлов (ЛУ) с интервалом в 1 мес без прове-
дения терапии: а – реактивная Т-клеточная клональность, выявлен-
ная в шейном ЛУ, при низком (2,5 %) количестве клеток с мутацией 
RHOA Gly17Val; б – наличие в паховом ЛУ 16 % клеток с мутацией 
RHOA Gly17Val и клональной реаранжировки TCRG. Реакт – реактив-
ный клон
Fig. 5. Patient  B. born in  1939. Results of  2 LN biopsies with monthly 
intervals: neck LN (a) and inguinal LN (б), with no therapy. In the neck LN, 
reactive T-cell clonality and a low percentage (2.5 %) of cells with a RHOA 
Gly17Val mutation was detected, in contrast to inguinal LN, which contains 
16 % of  cells with a  RHOA Gly17Val mutation and a  clonal TCRG 
rearrangement. Реакт – reactive clone

Результаты определения Т-клеточной клональности, количествен-
ного определения мутации RHOA Gly17Val и гистологического иссле-
дования костного мозга (КМ) у пациентов с выявленной мутацией

The results of T-cell clonality assays, the quantitative detection of RHOA 
Gly17Val mutation and histological examination of the bone marrow (BM) 
in patients with the revealed mutation

Паци-
енты, 
n = 17 

Patients, 
n = 17

Т-клеточ-
ная 

клональ-
ность 
T-cell 

clonality

Количество 
клеток 

с мутацией 
RHOA, % 

Number of cells  
with an RHOA 
mutation, %

Морфологическое 
поражение КМ по 
данным гистологии 
Morphological lesion 

of BM according 
to histology

1 – 1,2 0

2 – 0,0 1

3 + 1,0 1

4 – 0,0 1

5 – 0,0 0

6 + 1,3 1

7 + 0,8 1

8 – 0,0 0

9 – 0,0 0

10 + 1,6 1

11 + 1,5 0

12 – 0,8 1

13 + 5,3 1

14 – 0,0 0

15 + 0,0 0

16 + 6,8 1

17 + 1,1 1

Примечание. Знаки «–» и «+» обозначают соответственно 
отсутствие и наличие выявленных клональных пиков, 
совпадающих с ЛУ. Цифрами 0 и 1 дано невыявленное 
и выявленное поражение КМ соответственно. 
Note.“‒” no clonal peaks coinciding with LN, “+” clonal peaks, 
coinciding with LN, 0 – no BM involvement, 1 – with BM involvement.

гистологическом исследовании опухолевого пораже-
ния кожи не обнаружено.

В целом мы зафиксировали хорошую корреляцию 
(rs 0,8198, p <0,00001) в исследованных образцах (n = 51) 
между выраженностью Т-клеточной клональности 
(совпадающей с пиками в ЛУ) и количеством RHOA-
мутированных клеток. Образцы кожи, КМ и  крови 
с пиками Т-клеточной клональности, отличающими-
ся от таковых, найденных в ЛУ, были также отрица-
тельны на  наличие клеток с  мутацией RHOA. Таким 
образом, в  данных образцах Т-клеточная клональ-
ность носила реактивный характер, возможно, свя
занный с  аутоиммунными, противовирусными или 
противоопухолевыми реакциями организма. У 4 па
циентов в ремиссии заболевания с персистирующей 
Т-клеточной клональностью были выделены CD4+- 
и  СD8+-популяции Т-лимфоцитов методом магнит-
ной селекции. У всех пациентов клональные продук-
ты, полученные из КМ и крови, не совпадающие по 
длине пиков с таковыми, полученными из ЛУ, выяв-
лялись в популяции CD8+-клеток, но не в популяции 
CD4+ (см. рис. 3в), что  окончательно подтверждает 
их реактивный характер. У одной пациентки в попу-
ляции CD4+-клеток был обнаружен клональный про-
дукт, соответствующий таковому, выявленному в ЛУ 

в дебюте заболевания, что, вероятно, указывает на его 
опухолевую природу. У 14 из 20 пациентов реактивная 
Т-клеточная клональность в крови и КМ исследована 
в динамике, и обнаружено, что у 7 (50 %) из 14 паци-
ентов клональные продукты персистировали на про-
тяжении длительного времени и не исчезали при до-
стижении ремиссии заболевания. Период наблюдения 
в среднем составил 12 мес (от 1 до 44 мес.).

По нашим данным, не было выявлено связи меж-
ду персистенцией реактивных Т-клеточных клонов 
и активностью ВЭБ. Мы сравнили наличие или отсут-
ствие реактивных клонов в крови и КМ с результатом 

а

б
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Фундаментальные исследования в практической медицине на современном этапе

количественного определения ДНК ВЭБ в крови, КМ, 
биоптате ЛУ методом ПЦР. Были исследованы 20 па-
циентов (8 без  реактивных Т-клеточных клонов 
и 12 с реактивными Т-клеточными клонами), при этом 
точно у половины пациентов и в той, и в другой груп-
пе инфекция ВЭБ была подтверждена методом ПЦР.

Количество клеток в КМ с мутацией RHOA Gly17Val 
исследовано в динамике у 5 пациентов, которые изна-
чально имели RHOA-положительный результат по КМ. 
На фоне лечения все образцы КМ стали RHOA-нега-
тивными в период от 3 до 12 мес. По чувствительности 
детекции, которая составила 1 % опухолевых клеток 
от общей популяции, метод аллель-специфичной ПЦР 
с данными праймерами оказался сопоставим со стан-
дартным методом определения Т-клональности (10 % 
клональных клеток от Т-лимфоцитов). В связи с низ-
кой чувствительностью данную методику аллель-спе-
цифичной ПЦР нельзя использовать для оценки ми-
нимальной остаточной болезни.

Обсуждение
АИТЛ – это одна из самых сложных и запутанных 

в диагностическом плане лимфом. Из-за необычных 
клинических аутоиммунных проявлений, спонтанных 
ремиссий, гистологической картины и обильного ре-
активного компонента эту лимфому в течение долгого 
времени считали неопухолевым заболеванием. АИТЛ 
упоминалась под  различными терминами: иммуно-
бластная лимфаденопатия [22] и ангиоиммунобласт-
ная лимфаденопатия с диспротеинемией [23]. С появ-
лением иммунофенотипирования и  молекулярных 
методов стало очевидно, что  ангиоиммунобластная 
лимфаденопатия – опухолевый, клональный процесс, 
что  привело к  появлению термина «ангиоиммуно-
бластная Т-клеточная лимфома» (ВОЗ, 2001  г.). Тем 
не менее остаются многочисленные вопросы, связан-
ные с АИТЛ: диагностические сложности, правильная 
интерпретация данных Т- и  В-клеточной клональ
ности (наличие нескольких Т-клеточных клонов 
у большинства пациентов, одновременное присутст-
вие Т- и  В-клональности), стадирование, характер 
поражения кожи у некоторых пациентов (реактивное 
или специфическое), выделение пациентов в различ-
ные прогностические группы, адекватный выбор те-
рапии и длительности ее проведения [24, 25].

В нашей работе использован новый диагностиче-
ский маркер АИТЛ – точечная мутация RHOA Gly17Val, 

которая выявляется у  60 % пациентов и  позволяет 
точно оценить количество опухолевых клеток в  том 
или ином органе. Так, было показано, что процентное 
содержание опухолевых клеток в КМ при АИТЛ низ-
кое (в среднем менее 2 % от общего количества кле-
ток), но  по  совокупности данных молекулярного 
и гистологического исследований КМ поражен у боль-
шинства пациентов. Кроме того, было установлено, 
что при АИТЛ поражение кожи может носить как спе-
цифический, так и неспецифический характер. Бла-
годаря этому маркеру стало возможным соотнести 
данные молекулярного определения клональности 
и количественной аллель-специфичной ПЦР. Убеди-
тельно показано, что несовпадение (полное у 46 % па
циентов и частичное у 30 %) клональных пиков в ЛУ 
и других тканях можно отнести на счет присутствия 
в крови или КМ иммунных, реактивных Т-клеточных 
клонов, которые могут давать преимущественную 
амплификацию при  малом количестве опухолевых 
Т-лимфоцитов. У данной когорты пациентов можно 
использовать для молекулярной диагностики только 
ЛУ, так как только в них имеется достаточное для диа
гностики количество опухолевых клеток. Интересно, 
что мы не нашли связи между активностью ВЭБ-ин-
фекции и наличием данных реактивных Т-клеточных 
клонов. Для уточнения генеза реактивной Т-клеточ-
ной клональности при АИТЛ необходимо проведение 
дальнейших исследований. Поскольку АИТЛ богата 
аутоиммунными феноменами (васкулиты, полиартри-
ты, аутоиммунные тиреоидиты и т. д.) [5], то данные 
Т-клеточные клоны, возможно, носят иммунный, ауто
иммунный или ассоциированный с опухолью характер.

Заключение
Методом аллель-специфичной ПЦР точечная му

тация RHOA Gly17Val выявляется у  60 % пациентов 
с  АИТЛ, но  только в  пораженных ЛУ определяется 
достаточное для диагностики количество опухолевых 
Т-лимфоцитов. Количественное определение клеток 
с  мутацией RHOA Gly17Val необходимо учитывать 
при стадировании заболевания и интерпретации ре-
зультатов определения Т-клеточной клональности. 
Клональные продукты в КМ и крови, не совпадающие 
с ЛУ, выявляются у большинства пациентов с АИТЛ, 
относятся к CD8+-лимфоцитам, могут персистировать 
в течение длительного времени и носят реактивный 
характер.
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