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РЕФЕРАТ Определяли целесообразность и информативность молекулярно-генетического исследования 
клональности при периферической Т-клеточной лимфоме (ПТКЛ). Анализировали биоптаты поражен-
ных органов, кровь и костный мозг 30 пациентов с диагнозом периферическая Т-клеточная лимфома. 
Клональность Т-клеток оценивали по реаранжировкам генов TCRG и TCRB методом ПЦР с последующим 
секвенированием фрагментов. Исследование клональности по генам TCRG и TCRB позволяет доказать на-
личие опухоли у большинства (97%) пациентов с ПТКЛ. Методом ПЦР показано поражение костного мозга 
и/или лейкемизация у большинства (93%) пациентов, тогда как морфологически поражение костного мозга 
подтверждено только у 73% пациентов. Множественные реаранжировки генов Т-клеточных рецепторов γ 
и β, утрата и появление новых, присутствие нескольких опухолевых клонов обнаружено у 63% пациентов 
с ПТКЛ. Возможно, они связаны с генетической нестабильностью при ПТКЛ. Сделан вывод, что наличие 
множественных клональных реаранжировок TCRG и TCRB при ПТКЛ должно учитываться при исполь-
зовании данного метода в диагностических целях. Клональная эволюция опухоли, появление новых кло-
нальных пиков (клонов) не свидетельствуют о появлении новой опухоли. Множественные реаранжировки 
генов TCRG и TCRB при ПТКЛ затрудняют оценку минимальной остаточной болезни. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА периферическая Т-клеточная лимфома, ПЦР, реаранжировки генов Т-клеточных ре-
цепторов, клональность T-лимфоцитов.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ПТКЛн – периферическая Т-клеточная лимфома, неуточненная; TCR – Т-клеточный 
рецептор; TCRG – Т-клеточный рецептор γ; TCRB – Т-клеточный рецептор β; TCRD – Т-клеточный рецеп-
тор δ; CD – кластер дифференцировки.

ВВЕДЕНИЕ
Периферическая Т-клеточная лимфома, неуточнен-
ная (ПТКЛн) – гетерогенная группа лимфом с имму-
нофенотипом зрелых периферических (посттими-
ческих) Т-лимфоцитов. Данный диагноз охватывает 
более 29% Т-клеточных лимфом, которые не попа-
дают под другие нозологические формы и являет-
ся диагнозом исключения [1, 2]. Клинически забо-
левание протекает агрессивно (пятилетняя общая 
выживаемость не превышает 32%), часто носит рас-
пространенный (у 69% пациентов диагностируется 
стадия III/IV) и внеузловой характер, поражает 
костный мозг, кожу, подкожную клетчатку, легкие 
[3]. Считается, что морфологическим субстратом опу-

холи являются Т-лимфоциты, имеющие иммунофе-
нотип зрелых Т-клеток с αβ-вариантом Т-клеточного 
рецептора на поверхности (TCRαβ) и маркерами 
CD2+, CD3+, CD5+, CD7+, CD4+ или CD8+, экс-
прессия которых несет признаки аберрантности 
(утрата одного или нескольких из них). ПТКЛн 
чаще имеет иммунофенотип CD4+/CD8-, реже 
CD4-/CD8+. В некоторых случаях у перифериче-
ских Т-клеточных лимфом наблюдается очень скуд-
ная экспрессия Т-клеточных маркеров на поверх-
ности, например только CD2 или СD3. Кроме того, 
небольшое число ПТКЛн – это лимфомы из γδ-Т-
лимфоцитов, которые невозможно отнести по клини-
ко-морфологическим данным к гепато-лиентальной 
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γδ-лимфоме или γδ-варианту лейкоза из больших 
гранулированных лимфоцитов [3–6]. Исследование 
клональных реаранжировок генов Т-клеточных 
рецепторов при ПТКЛн позволяет в сложных диа-
гностических случаях подтвердить Т-клеточную 
клональность и доказать наличие опухоли [7–11]. 
Суть метода состоит в ПЦР-амплификации и ана-
лизе области соединения V-D-J-сегментов генов 
Т-клеточных рецепторов δ (TCRD), γ (TCRG) и β 
(TCRB). В каждом нормальном Т-лимфоците данная 
область имеет уникальную нуклеотидную последо-
вательность. При фрагментном анализе амплифи-
катов, полученных из здоровой ткани, наблюдает-
ся множество пиков с Гауссовским распределением 
длин (рис. 1А). Моноклональные образцы, имеющие 
одинаковую длину ПЦР-продуктов, определяются 

в виде одного пика (моноаллельная реаранжировка, 
рис. 1Б) или двух пиков (биаллельная реаранжиров-
ка, рис. 1В).

Длина моноклонального ПЦР-продукта уникаль-
на для опухолевого клона и неизменна во всех по-
раженных тканях у данного пациента. Обнаружение 
клона, например, в пунктате костного мозга, будет 
указывать на поражение костного мозга. Кроме того, 
по характеру реаранжировок можно судить о степе-
ни зрелости лимфоидной опухоли. При созревании 
Т-лимфоцита в норме реаранжировки проходят по-
следовательно: сначала перестраивается локус генов 
TCRD (Vδ–Dδ, Dδ–Dδ, Dδ–Jδ, Vδ–Jδ), затем TCRG 
(Vγ–Jγ) и неполностью TCRB (Dβ–Jβ). Несколько 
позже происходят полные реаранжировки TCRB 
(Vβ–Jβ) и α-локуса TCR (Vα–Jα) (рис. 2) [12, 13]. 

Рис. 1. Пример определения клональности по генам TCRG. А – поликлональный результат. Б – моноклональный 
результат (моноаллельная реаранжировка). В – моноклональный результат (биаллельная реаранжировка)

А Б В

Рис. 2. Ранние стадии развития Т-лимфоцитов. Последовательные реаранжировки δ-, γ-, β- и α-цепей генов TCR. 
ДП – двойные позитивные клетки
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Таблица 1. Данные лабораторно-диагностических исследований

№ Основные иммунофенотипические 
характеристики опухоли

Объем 
поражения

Ста-
дия

КМ 
ПЦР

Общее кол-во клональных 
реаранжировок***

Кол-во
клонов**

Кол-во 
иссл.

тканей
TCRG, 
TCRD*

TCRB
Dβ–Jβ

TCRB
Vβ–Jβ

1 ЛУ CD3m+CD4+CD8-CD30-
GranzB-CD5-CD57-CXCL13-CD7+ ЛУ I нм 3 Vγ–Jγ 3 Dβ–Jβ 0 2 1

2 Сел CD3m+CD4+CD8+CD5+TIA-
1+GranzB+CD7+CD56+

КМ Печ Сел 
Киш IV + 2 Vγ–Jγ 3 Dβ–Jβ 1Vβ–Jβ 3 5

3 Сел CD3m+CD4-
CD8+CD2+CD7+CD30-CD10-CD5+ КМ Сел IV + 1 Vγ-Jγ

3TCRD 2 Dβ–Jβ 5 Vβ–Jβ 4 2

4 КМ CD3m+CD4+CD8+CD10-CD1a-
CD5+CD7+ КМ Сел IV + 6 Vγ–Jγ 4 Dβ–Jβ 5 Vβ–Jβ 4 2

5

КМ CD3e-CD4-CD8+(часть)CD7-
CD2-CD1a-CD5-CD56-CD30-

Сел CD3e+CD4-CD8-CD7-CD2-
CD1a-CD5-CD30-ALK-GranzB-

КМ Сел IV + 3 Vγ–Jγ 3 Dβ–Jβ 3Vβ–Jβ 3 3

6 ЛУ CD3m+CD4+CD8-
СD45RO+CD2+CD7-CD30-ALK- КМ ЛУ IV + 3 Vγ–Jγ нд нд 2 1

7 ЛУ CD3m+CD4-CD8+CDRO+CD30-
CD15-CD23-CD56-

КМ ЛУ Сел 
Жел IV + 3 Vγ–Jγ 1 Dβ–Jβ 2Vβ–Jβ 2 5

8 ЛУ CD3m+CD4+CD8-CD 5+CD10-
CD23-

КМ ЛУ 
Кожа Минд III + 5Vγ–Jγ 1 Dβ–Jβ 3Vβ–Jβ 4 9

9 ЛУ CD3m+CD4-
CD8+CD2+CD5+CD30+

КМ ЛУ 
Кожа Горт 

Минд
IV + 8Vγ–Jγ 3 Dβ–Jβ 3Vβ–Jβ 7 6

10 ЛУ CD3m+CD4-CD8+CD5+TIA-1+ КМ ЛУ Киш 
МЖ Легк IV + 2Vγ–Jγ 3 Dβ–Jβ 3Vβ–Jβ 3 6

11 ЛУ CD3m+CD4+CD8-
CD2+CD5+CD7+CD15-CD1a-

КМ ЛУ Легк 
Жел Кожа 

Печ Сел НЛ
III + 4Vγ–Jγ 2 Dβ-Jβ 2 Vβ–Jβ 5 7

12 ЛУ CD3m+CD4+CD8-
CD30+GranzB-EMA+

КМ ЛУ МЖ 
Легк Минд 

НЛ
IV + 3 Vγ–Jγ 2 Dβ-Jβ 1 Vβ–Jβ 2 2

13 Сел CD3m+CD4-CD8-TIA-I+ КМ Сел Печ IV + 8Vγ–Jγ 2 Dβ–Jβ 4Vβ–Jβ 4 4

14
ЛУ 

CD3m+CD4+CD8+CD7+CD2+CD30-
NK-

КМ ЛУ 
Кожа IV + 2 Vγ–Jγ 3 Dβ–Jβ 1 Vβ–Jβ 2 2

15 Сред CD3m+CD4+CD8-CD30-ALK- Средостение IE нм 2 Vγ–Jγ 1Dβ–Jβ 1 Vβ–Jβ 1 1

16
Легк CD3m+CD4+CD8-

CD45RO+CD5+CD7+CD30-CD10-
CD23-

ЛУ Легк IE + 3Vγ–Jγ 1Dβ–Jβ 2Vβ–Jβ 2 3

17 ЛУ CD3m+CD4+CD8-
CD30+CD33+CD56- Сред ЛУ III + 3Vγ–Jγ 2Dβ–Jβ 1Vβ–Jβ 2 2

18 ЛУ CD3m+CD4-CD8+CD5+CD7+ ЛУ III + 2Vγ–Jγ 0 2Vβ–Jβ 1 2

19 ЛУ CD3m+CD4+CD8-
CD5+CD4+CD10-ALK- ЛУ Сел III +? 2Vγ–Jγ 0 1Vβ–Jβ 1 2

20
Сел CD3c+CD4-CD8-CD1a-
CD2+CD5-CD7-CD4-CD8-

CD16+CD56+ 
КМ Сел IV + 2Vγ–Jγ 1Dβ–Jβ 2Vβ–Jβ 2 2

21 ЛУ CD3m+CD4-CD8-CD30-CD15-
CD5+CD7+NK-CD2+GranzB- КМ ЛУ IV + 2Vγ–Jγ 1Dβ–Jβ 2Vβ–Jβ 2 2

22 ЛУ CD3m+CD4-CD8+CD30-CD10-
CD15-CD23- КМ ЛУ IV + 1Vγ–Jγ 0 2Vβ–Jβ 1 1

23

Орбита 
CD3m+CD4+CD8+CD5+CD7+TIA-
1+CD10-CD30-CD56-LPM-1-CD23-

ALK-

Мягкие 
ткани 

орбиты
IE нм 1Vγ–Jγ 1Dβ–Jβ 1Vβ–Jβ 1 1
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24 Сел CD3m+CD4+CD8-
CD2+CD5+CD7+CD56+TIA-1+ КМ Сел IV + 2Vγ–Jγ 1Dβ–Jβ 2Vβ–Jβ 1 2

25
ЛУ CD3m+CD4+CD8-

CD2+СD7+GranzB+CD30-СXCL13-
PD1–LMP1-

Сел ЛУ III - 0 0 0 0 2

26
ЛУ CD3m+CD4+CD8-

СD2+CD5+СD7+CD30-ALK–
GranzB-EMA-CD56-СD57- 

КМ ЛУ IV - 0 2 Dβ–Jβ
(сомн)

1Vβ–Jβ 
(сомн) 1 2

27
ЛУ CD3e-CD4-CD8-CD10-CD5-

CD23-CD30-ALK-ЛСА+CD2+CD7+ 
GranzB-

КМ ЛУ 
Кожа IV + 0 1Dβ–Jβ 

(КМ) 0 1 3

28

КМ CD2+CD3+CD5-CD7+-CD4-
CD8-CD16+56+cytCD3TCRγδ+

Сел CD3e+ (m+cyt) CD4-CD8-CD5-
СD7-TIA-I+CD56+

КМ Сел IV + 2Vγ–Jγ
3TCRD 2Dβ–Jβ 0 1 2

29 Кровь 
CD3+TCRαβ+CD4+CD8+CD5+CD7+ КМ Сел IV + 1Vγ–Jγ 0 2Vβ–Jβ 1 1

30 КМ 30% клеток CD3+CD4-CD8-
CD5-CD2+ КМ Сел IV + 3 Vγ–Jγ 2Dβ–Jβ 1Vβ–Jβ 2 2

Примечание. ЛУ – лимфоузел, Сел – селезенка, КМ – костный мозг, Киш – кишечник, Жел – желудок, Горт – 
гортань, Печ – печень, Минд – миндалина, Легк – легкое, МЖ – молочные железы, НЛ – нейролейкемия, 
Сред – средостение. TCRD* – исследование генов TCRD проведено у двух пациентов с подозрением на γδ-
Т-клеточную лимфому. Кол-во клонов** – минимальное количество опухолевых клонов у пациента, которое 
оценивалось по количеству клональных реаранжировок в одном локусе и по появлению (смене) клональных 
продуктов в различных тканях. Случаи, где зафиксировано появление (смена) клональных продуктов, подчеркну-
ты. Объяснение см. в разделе Результаты и обсуждение. Общее кол-во клональных реаранжировок *** – сово-
купное количество клональных реаранжировок (пиков), обнаруженное во всех исследованных тканях. нм – нет 
материала, нд – нет данных, сомн – сомнительная картина.

Так как гены TCRδ (TCRD) располагаются внутри ло-
куса TCRα, то они вырезаются при реаранжировках 
TCRα. Таким образом, спектр наблюдаемых при лим-
фомах клональных реаранжировок можно разделить 
на ранние и более зрелые. Если в опухоли обнаружи-
вают клональные продукты локусов TCRD, TCRG, 
неполные перестройки Dβ–Jβ, и не находят полных 
Vβ–Jβ-реаранжировок генов TCRB, то это говорит 
о раннем характере реаранжировок, что соответ-
ствует опухоли из γδ-Т-лимфоцитов. Чаще в опухоли 
представлен более зрелый спектр реаранжировок: 
одновременно присутствуют реаранжировки Vγ–Jγ, 
Dβ–Jβ и Vβ–Jβ, что характерно для большинства 
TCRαβ-лимфом, в том числе и ПТКЛ. Согласно опу-
бликованным данным, клональные реаранжировки 
генов TCRG и TCRB имеют 81–94% и 96% ПТКЛн со-
ответственно [7, 8].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В Гематологическом научном центре Минздрава 
России (далее ГНЦ) проведен ретроспективный 
анализ результатов исследования клональности 
при ПТКЛн за последние 10 лет (2005–2015 гг.).

Пациенты и образцы
Выборка больных состояла из 30 человек (15 муж-
чин и 15 женщин, медиана возраста 56 лет (32–75)). 

Стадию заболевания определяли согласно клас-
сификации Ann-Arbor (1971), поражение костно-
го мозга считали IV стадией. У четырех пациентов 
диагностирована стадия I, у четырех – III, у 22 – IV. 
Поражение лимфатических узлов отмечено у 18 
(60%) пациентов, костного мозга у 22 (73%), селезен-
ки у 14 (47%), кожи у 5 (17%), желудочно-кишечно-
го тракта у 4 (13%), легких у 4 (13%), миндалин у 3 
(10%), печени у 3 (10%), средостения у 2 (7%), оболо-
чек головного мозга (нейролейкемия) у 2 (7%), молоч-
ных желез у 2 (7%), мягких тканей орбиты у 1 (3%) 
(табл. 1). Гистологические и иммуногистохимические 
исследования выполнены в патолого-анатомическом 
отделении ГНЦ, молекулярно-генетические исследо-
вания клональности – в лаборатории молекулярной 
гематологии ГНЦ.

Выделение ДНК из тканей
Лейкоциты и ДНК из крови и костного мозга выде-
ляли как описано ранее [14]. Для выделения ДНК 
из ткани, залитой в парафиновый блок, брали пять 
срезов по 5 мкм в пробирки Eppendorf. Ткань де-
парафинизировали методом нагревания [15, 16]. 
Свежезамороженную ткань для выделения ДНК раз-
мораживали и вырезали кусочек 1 × 1 × 1 мм. ДНК 
выделяли методом, основанным на растворении тка-
ни в концентрированном аммиаке, с последующей 
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нейтрализацией ледяной уксусной кислотой и выса-
ливанием белков [17]. Концентрацию ДНК определя-
ли на УФ-спектрофотометре. Образцы ДНК хранили 
при –20°С.

Исследование реаранжировок генов TCR 
при помощи ПЦР и фрагментного анализа
Т-клеточную клональность оценивали с исполь-
зованием мультиплексных систем праймеров 
BIOMED-2 для фрагментного анализа [13] по пере-
стройкам генов TCRG (Vγ–Jγ), TCRB (Vβ–Jβ, Dβ–
Jβ). При γδ-Т-клеточных лимфомах анализировали 
также перестройки генов TCRD. Мультиплексную 
амплификацию генов TCRD, согласно протоколу 
BIOMED-2, проводили в двух пробирках – Tube A 
и Tube B, а амплификацию генов TCRB в трех про-
бирках – Tube A, Tube B и Tube C (описание реакций 
см. в табл. 2). Для амплификации генов TCRD, TCRG 
использовали праймеры производства «Синтол», 
Россия. Реакционная смесь в конечном объеме 20 мкл 
включала: 100 нг ДНК, 10 мкл 2 × смеси для ПЦР 
(PCR Master Mix Promega), 5 пмоль каждого прай-
мера. Гены TCRB амплифицировали с использова-
нием коммерческого набора TCRB Gene Clonality 
Assay ABI Fluorescence Detection (Invivoscribe 
Technologies) и ДНК-полимеразу AmpliTaq Gold 
(Applied Biosystems) в соответствии с инструкцией 
производителя. Условия ПЦР: предварительная де-
натурация 95°С (5 мин); 35 циклов – 92°С (35 с), 60°С 
(35 с), 72°С (35 с); окончательная элонгация – 72°С (10 
мин). ПЦР проводили на автоматическом термоци-
клере DNA Engine (BioRad, Hercules, США). 

Для фрагментного анализа ПЦР-продуктов ис-
пользовали автоматический анализатор нуклеи-

новых кислот ABI PRISM 3130 Genetic Analyzer 
(Applied Biosystems, США). Для этого 2 мкл разве-
денного в 20 раз ПЦР-продукта смешивали с 10 мкл 
формамида (Applied Biosystems) и 0.04 мкл GeneScan 
500-LIS Size Standard (Applied Biosystems). После де-
натурации при 95°C в течение 3 мин и последующего 
охлаждения 10 мкл смеси вносили в лунку 96-луноч-
ной плашки и проводили капиллярный электрофорез 
высокого разрешения на полимере POP-4 (Applied 
Biosystems). Флуоресценцию амплификатов и их 
профиль (распределение по длинам) анализировали 
при помощи компьютерной программы GeneMapper 
v. 4.0 (Applied Biosystems).

Статистический анализ
Для сравнения результатов, полученных двумя ме-
тодами, вычисляли критерий ранговой корреляции 
Спирмена по формуле: rs

 = 1 – 6∑d2/(N3 – N), где 
N – число членов совокупности, d – разность ран-
гов для каждого члена выборки, r

s 
– коэффициент 

Спирмена.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Клональность генов TCR выявлена у 29 из 30 паци-
ентов (97%): по генам TCRG – у 27 из 30 (90%), по ге-
нам TCRB – у 29 из 30 (97%). В некоторых образцах 
ПТКЛ реаранжировка обнаружена только в одном 
из локусов – TCRG или TCRB, что обусловлено ано-
мальной дифференцировкой опухолевых клеток 
и часто сочетается с незрелым и аберрантным им-
мунофенотипом. Например, у опухолевых клеток 
пациента № 27, в костном мозге которого найдена 
лишь одна клональная реаранжировка Dβ–Jβ, на по-
верхности не найдены CD3, CD5, CD4 или CD8, а об-

Таблица 2. Наборы ПЦР-праймеров по протоколу BIOMED-2 для генов TCRD, TCRG, TCRB

Набор праймеров 
(название пробирок) Прямые праймеры Обратные праймеры Длина продуктов, п.н.

TCRD
Tube A Dδ2,Vδ1,Vδ2,Vδ3,Vδ4, Vδ5,Vδ6

Jδ1FAM
Jδ2R6G

Jδ3TAMRA
Jδ4ROX

130–280

TCRD
Tube B Dδ2,Vδ1,Vδ2,Vδ3,Vδ4, Vδ5, Vδ6 Dδ3FAM 190–280

TCRG Vγ1f, Vγ9, Vγ10, Vγ11 Jγ1/2FAM
Jp1/2FAM 100–250

TCRB
Tube A

Vβ2–Vβ24
(23 праймера)

Jβ1.1–Jβ1.6HEX
(6 праймеров)

Jβ2.2, Jβ2.6, Jβ2.7 FAM (3 праймера)

240–280

TCRB
Tube B

Vβ2–Vβ24 
(23 праймера)

Jβ2.1, Jβ2.3, Jβ2.4, Jβ2.5 FAM (4 
праймера)

240–280

TCRB
Tube C Dβ1, Dβ2

Jβ1.1–Jβ1.6HEX 
Jβ2.1–Jβ2.7FAM
(13 праймеров)

170–210 (Dβ2)
290–310 (Dβ1)
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наружены только CD2 и CD7. Наиболее вероятная 
причина отсутствия клональных пиков при иссле-
довании генов TCR (пациент № 25) – малое количе-
ство опухолевых клеток в образце (много реактивных 
Т-лимфоцитов). Методом ПЦР поражение костного 
мозга или лейкемизация (присутствие клональных 
лимфоцитов в крови) обнаружено у 93% (у 25 из 27) 
пациентов (табл. 1). При этом клональные реаран-
жировки в костном мозге не обнаружены только 
у пациентов № 25 и № 26, у которых клональные 
пики также отсутствовали или были сомнительны-
ми в лимфоузлах. У четырех пациентов (№ 16–19) 
морфологическими методами поражение костного 
мозга не выявлено, тогда как методом ПЦР клональ-
ные клетки выявлены в костном мозге. Обнаружение 
клональных реаранжировок генов TCRG в костном 
мозге или крови считается плохим прогностическим 
фактором при ПТКЛ [18]. У большинства пациентов 
мы наблюдали множественные (более двух) кло-
нальные реаранжировки в одном локусе. Клон опу-
холевых лимфоцитов может иметь реаранжировку 
на одной хромосоме (моноаллельная реаранжировка) 
или на двух гомологичных хромосомах (биаллельная 
реаранжировка). Таким образом, для каждого гена 
(TCRD или TCRG, или TCRB) в одном опухолевом 
клоне мы можем обнаружить только один или два 
клональных пика. 

В качестве исключения описано появление до-
полнительной реаранжировки Dβ2–Jβ (рис. 3) [19, 
20]. В этом случае при фрагментном анализе мы на-
блюдаем появление дополнительного клонального 
пика в диапазоне 170–210 п.н. в пробирке С (Tube С, 
см. табл. 2) при амплификации генов TCRB. 

У 13 из 30 (43%) пациентов, хотя бы в одной ткани 
обнаружены три и более клональных пика в одном 

локусе генов TCR (у 10 пациентов в локусе TCRG, 
у 11 – в локусе генов TCRB). При этом множествен-
ные (три и более) клональные пики с одинаковой ча-
стотой обнаруживались в костном мозге, лимфоузлах 
и/или селезенке (у 10 из 13 пациентов). Теоретически 
«лишние» пики можно было бы отнести на счет ре-
активных Т-клеток, однако мы столкнулись с совер-
шенно иной ситуацией. У 63% пациентов (15 из 24), 
у которых анализировали несколько тканей, мы на-
блюдали появление новых клональных пиков и со-
ответственно новых клонов в различных тканях. 
Зафиксированные ранее клональные реаранжиров-
ки либо не определялись, либо частично сохраня-
лись. При этом картина по генам TCRG и TCRB со-
впадала, т.е. обнаружение нового клонального пика 
по генам TCRG обычно сопровождалось выявлени-
ем новой клональной реаранжировки генов TCRB. 
Такую картину можно объяснить только присут-
ствием нескольких опухолевых клонов и различным 
их представительством в тканях и органах. В общей 
сложности у 19 из 30 пациентов (63%) мы обнару-
жили несколько клонов. Число клонов варьировало 
от двух до семи (табл. 1). Корреляции с возрастом 
(p = 0.43) и стадией заболевания (p = 0.29) не обнару-
жено. Выявление нескольких клонов коррелировало 
с количеством проанализированных тканей (rs

 = 0.6, 
p < 0.0005). Возможно, данный феномен не был обна-
ружен у других пациентов лишь из-за малого коли-
чества изученных тканей. Ниже приведены наиболее 
репрезентативные примеры исследования клональ-
ности при ПТКЛ.

Пациент 11 (рис. 4). При постановке диагно-
за у пациента 11 выявлена типичная для зрелой 
Т-клеточной лимфомы картина: биаллельная реа-
ранжировка генов TCRG (212 и 224 п.н.) и полная ре-

Рис. 3. Пример появления дополнительной реаранжировки Dβ2–Jβ. Представлена схема локуса TCRB с двумя 
реаранжировками Vβ22–Dβ1–Jβ1 и Dβ2–Jβ2

Vβ1   Vβ2   Vβ3  Vβ22 Vβ23       Vβ67       Dβ1
Jβ1         

Cβ1
            

Dβ2
         Jβ2          

Cβ2

Vβ22                                         Dβ1-Jβ1                               Dβ2-Jβ2

Vβ22-Dβ1-Jβ1                           Dβ2-Jβ2
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Рис. 4. Результаты исследования клональных реаранжировок пациента 11. А – исследование генов TCRG. Б – 
исследование генов TCRB. В – общая таблица. Жел – желудок, КМ – костный мозг, ЛУ – лимфатический узел, 
СМЖ – спинномозговая жидкость, poly – поликлональный результат, НА – нет амплификации. Новые клональ-
ные продукты подчеркнуты
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аранжировка генов TCRB (Tube B 262 п.н.). При ис-
следовании костного мозга выявлено еще два клона 
с неполными реаранжировками генов TCRB (Tube 
C 187 и 193 п.н.). Прогрессия заболевания приводит 
к поражению кожи, при котором обнаружены один 
или два новых клона с реаранжировкой генов TCRG 
(201 п.н.) и полной реаранжировкой генов TCRB (Tube 
A 254 п.н.). Дальнейшая прогрессия приводит к раз-
витию нейролейкемии. В спинномозговой жидкости 
(СМЖ) отсутствуют клоны, обнаруженные в опухо-
ли ранее (TCRG 212 и 224 п.н.), но найден клон с ре-
аранжировкой генов TCRG длиной 201 п.н. и новый 

клон с реаранжировкой генов TCRG длиной 174 п.н. 
Через 11 месяцев в связи с нарастающей цитопенией 
пациенту проведена спленэктомия и биопсия пече-
ни. В селезенке и печени картина клональных реа-
ранжировок совпадает с первоначальной картиной 
в лимфоузле и желудке. Таким образом, у пациента 
11 в общей сложности выявлены четыре реаранжи-
ровки генов TCRG: две полные реаранжировки генов 
TCRB и две неполные реаранжировки генов TCRB. 
Динамика появления новых реаранжировок в ходе 
прогрессии заболевания свидетельствует о пяти 
или более различных опухолевых клонах.
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Рис. 5. Результаты исследования клональных реаранжировок пациента 9. А – исследование генов TCRG. Б – ис-
следование генов TCRB. В – общая таблица. Минд – миндалина, КМ – костный мозг, ЛУ – лимфатический узел, 
НА – нет амплификации

Пациент 9 (рис. 5). У пациента 9 выявлены мно-
жественные клональные реаранжировки генов 
TCRG и TCRB с различным представительством 
клонов в тканях и органах. При первичной диагно-
стике исследовали кровь, костный мозг, биоптат 
миндалины и лимфоузла № 1. В крови и костном 
мозге выявлено пять и более реаранжировок ге-
нов TCRG и TCRB. В миндалине и лимфоузле № 1 
найдены три и четыре клональных реаранжировки 
TCRG соответственно, и четыре реаранжировки ге-
нов TCRB. При прогрессии заболевания выполнена 

биопсия лимфоузла № 2 и кожи. В биоптате лим-
фоузла найдено пять реаранжировок генов TCRG 
и восемь – TCRB. За исключением реаранжировки 
генов TCRB (A) 267 п.н. и генов TCRB (B) 262 п.н., 
которые в большинстве тканей присутствуют одно-
временно, остальные реаранжировки генов TCRB 
распределены произвольно и относятся к различ-
ным опухолевым клонам. Данные молекулярного 
исследования клональности свидетельствуют о на-
личии у данного пациента семи или более опухоле-
вых клонов.
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Пациент 8 (рис. 6). У пациента 8 выявлено пять 
различных реаранжировок TCRG (177, 183, 204, 225, 
248 п.н.), при этом в исследованных тканях представ-
лены разные клоны. Найдено четыре реаранжировки 
генов TCRB: три полные реаранжировки (Tube A и B) 
и одна неполная Dβ2–Jβ2 (Tube C). В данном случае 

нет четкой связи между картиной реаранжировок 
генов TCRG и TCRB. Например, в лимфоузеле № 1 
и коже доминируют реаранжировки генов TCRG 183 
и 248 п.н., однако в случае генов TCRB картина раз-
личается. Количество клонов у данного пациента – 
четыре или более, однако не исключено, что клонов 

Рис. 6. Результаты исследования клональных реаранжировок пациента 8. А – исследование генов TCRG. Б – ис-
следование генов TCRB. В – общая таблица. Минд – миндалина, КМ – костный мозг, ЛУ – лимфатический узел, 
poly – поликлональный результат
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может быть гораздо больше. Например, клоны только 
с реаранжировкой TCRG или TCRB, или клоны с ре-
аранжировкой генов TCRG 177 п.н. и TCRB 260 п.н., 
TCRG 177 п.н. и TCRB 189 п.н. и т.д.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Присутствие нескольких опухолевых клонов, опи-
санное при острых лимфобластных лейкозах (ОЛЛ), 
объясняется «текущим» незавершенным процессом 
реаранжировок генов иммуноглобулинов и TCR 
в ранних клетках-предшественниках [21–24]. 
Секвенирование клональных продуктов при мани-
фестации ОЛЛ и в рецидиве показало, что при ОЛЛ 
одновременно присутствуют клоны с незавершен-
ной реаранжировкой генов TCRD или TCRB и про-
изводные от них клоны с завершенными реаран-
жировками. Кроме того, в ряде случаев происходит 
изменение завершенной реаранжировки. Ген V 
заменяется другим (вышележащим) либо реаран-
жировка полностью заменяется на другую из вы-
шележащих генов V и нижележащих J, т.е. генов, 
которые находятся дистальней предыдущей реа-
ранжировки. Иногда в рецидиве наблюдается де-
леция и исчезновение клональной реаранжировки 
генов TCR. 

Мы предполагаем, что молекулярные собы-
тия, происходящие при ОЛЛ, могут иметь место 
и при ПТКЛ. В опухолевой клетке нарушены меха-
низмы контроля, которые при наличии продуктивной 
реаранжировки останавливают дальнейшие пере-
стройки локуса: повышена активность ферментов 
RAG1 и RAG2, изменена организация хроматина 
и т.д. Вероятно, при ПТКЛ реаранжировки могут за-
меняться новыми и/или возможна замена незавер-
шенных Dβ–Jβ на завершенные Vβ–Jβ. Кроме того, 
наблюдается общая хромосомная нестабильность, 
которая может приводить к делециям или дуплика-

циям локуса генов TCR. Делеция локуса, вероятно, 
запускает механизм дальнейших реаранжировок 
на гомологичной хромосоме. Комплексные хромо-
сомные изменения, в том числе триплоидия, тетра-
плоидия, потери хромосом, трисомия 7q, транслока-
ции с участием локусов генов TCR (14q11, 7q34–35, 
7p13–21), описаны при различных периферических 
Т-клеточных лимфомах [25–27]. В любом случае 
клональные реаранжировки – это лишь маркер, 
который показывает гетерогенность данной опухо-
ли и клональную эволюцию при прогрессии забо-
левания. У большинства пациентов нами выявлена 
«многоклоновость», однако пока неясно, присущ ли 
данный феномен только ПТКЛ. Возможно, некоторые 
другие лимфомы также обладают значительной кло-
нальной гетерогенностью, но для их «визуализации» 
требуются другие подходы и методы.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Изучение клональности по генам TCRG и TCRB 
позволяет эффективно доказывать присутствие 
опухоли у большинства (97%) пациентов с ПТКЛ. 
Методом ПЦР показано поражение костного мозга 
и/или лейкемизация у большинства (93%) обсле-
дованных, тогда как морфологически поражение 
костного мозга подтверждено только у 73% паци-
ентов. Специфическая картина реаранжировок 
при ПТКЛ (множественные реаранжировки генов 
TCRG и TCRB, утрата и появление новых, присут-
ствие нескольких опухолевых клонов) наблюдалась 
у большей части пациентов (63%) и безусловно долж-
на учитываться при использовании данного метода 
в диагностических целях. Появление новых клональ-
ных пиков (клонов) не должно расцениваться как по-
явление новой опухоли. Кроме того, множественные 
реаранжировки крайне затрудняют оценку мини-
мальной остаточной болезни при ПТКЛ. 
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