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об авторах:

Приведены	данные	об	исследованиях,	способствующих	совершенствованию	дифференциальной	диагностики	
Т-	и	В-клеточных	лимфом	кожи,	в	том	числе	с	крупнобляшечным	парапсориазом,	Т-	и	В-клеточными	
псевдолимфомами	кожи,	а	также	о	частоте	их	трансформации	в	злокачественные	лимфомы	кожи.	У	101	пациента	
проведено	обследование	методом	полимеразной	цепной	реакции	с	целью	определения	Т-	и	В-клеточной	
клональности	лимфоцитов	по	генам	γ-	и	β-цепей	Т-клеточного	рецептора	и	генам	тяжелой	цепи	иммуноглобулина.	
У	пациентов	с	Т-клеточными	лимфомами	кожи	моноклональность	определялась	в	40	из	46	случаев,	
с	В-клеточными	лимфомами	кожи	—	в	3	из	4	случаев.	Также	моноклональность	была	выявлена	в	1	из	14	случаев	
крупнобляшечного	парапсориазам	и	в	1	из	2	случаев	Т-клеточной	псевдолимфомы	кожи.	Во	всех	24	случаях	
хронических	доброкачественных	дерматозов,	5	случаях	мелкобляшечного	парапсориаза	и	10	биоптатах	кожи	
от	здоровых	доноров	была	выявлена	поликлональность	лимфоцитов.	Таким	образом,	полученные	результаты	
позволяют	считать	данный	метод	важным	дополнением	в	диагностике	лимфопролиферативных	заболеваний	
кожи.
Ключевые	слова:	злокачественные лимфомы кожи, полимеразная цепная реакция, клональность, 
Т-клеточный рецептор.

The	article	presents	the	data	on	the	studies	contributing	to	improving	the	differential	diagnostics	of	T-cell	and	B-cell	
cutaneous	lymphomas	including	large-plaque	parapsoriasis	and	T-cell	and	B-cell	cutaneous	pseudolymphomas	as	well	
as	frequency	of	their	transformation	into	malignant	cutaneous	lymphomas.	There	was	a	study	of	101	patients	using	the	
polymerase	chain	reaction	method	to	determine	the	T-cell	and	B-cell	lymphocyte	clonality	by	genes	of	γ	and	β	chains	in	
the	T-cell	receptor	and	immunoglobulin	heavy	chain	genes.	Monoclonality	was	determined	in	40	of	46	cases	in	patients	

brought to you by COREView metadata, citation and similar papers at core.ac.uk

https://core.ac.uk/display/288281551?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1


53Научные исследования

 �Как известно, молекулярно-генетические методы 
определения клональности лимфоцитов, основанные 
на применении полимеразной цепной реакции (пцР), 
повышают точность выявления злокачественных лим-
фом кожи (зЛК) [1]. Однако используемый ранее по-
лиакриламидный гель-электрофорез был менее ин-
формативным при зЛК [2, 3] по сравнению с разрабо-
танным и используемым в настоящее время методом 
фрагментного анализа (the automated high-resolution 
PCR fragment analysis). Высокая чувствительность 
данного метода основывается на возможности диф-
ференцировать нуклеотидные последовательности 
с точностью до одного нуклеотида [2]. 

Метод фрагментного анализа основан на раз-
делении меченных флюоресцентным красителем 
пцР-продуктов в капиллярах, заполненных гелем. Для 
исследования используется автоматический анализа-
тор нуклеиновых кислот. флюоресцентный сигнал, ис-
пускаемый пцР-продуктом, фиксируется в виде пика 
определенной высоты и площади в зависимости от ин-
тенсивности свечения [4].

при пцР-анализе исследуется уникальная для 
каждого Т- и В-лимфоцита область соединения V-D-J 
сегментов (cdr3 области) генов гамма- и бета-цепей 
Т-клеточных рецепторов лимфоцитов (TCRγ и TCRβ), 
а также генов тяжелой цепи иммуноглобулинов (igh). 
при появлении клона лимфоцитов, если перестройка 
прошла на одной хромосоме (моноаллельная пере-
стройка), среди амплификатов будет доминировать 
один пцР-продукт, если перестройка прошла на двух 
гомологичных хромосомах (биаллельная перестрой-
ка) — два пцР-продукта [5]. 

Клональность лимфоцитов определяется при на-
личии 1—10% опухолевых лимфоцитов в образце, что 
позволяет выявлять ее не только в биоптатах кожи, 
но и в образцах крови [6, 7].

Основным показанием к определению клонально-
сти Т- и В-лимфоцитов является дифференциальная 
диагностика опухолевой и реактивной пролиферации 
лимфоцитов [3, 8]. Определение моноклонального 
типа пролиферации свидетельствует о злокачествен-
ном характере болезни. Однако иногда моноклональ-
ность лимфоцитов может выявляться при различных 
хронических воспалительных дерматозах (хВД), таких 
как псориаз, экзема, атопический дерматит [9—11], 
инфекционных воспалительных процессах (инфекци-

онный мононуклеоз) [12] или системных заболевани-
ях соединительной ткани (системная склеродермия, 
системная красная волчанка и т. д.). при этих заболе-
ваниях высота доминирующих пиков, обозначающих 
клоны лимфоцитов (по данным фореграмм фрагмент-
ного анализа), достоверно ниже, чем при зЛК [13]. 
поликлональный тип пролифераций выявляется при 
доброкачественных реактивных лимфопролифера-
тивных процессах и хВД. при зЛК, даже подтверж-
денных гистологически, возможно отсутствие моно-
клональности лимфоцитов инфильтрата, что связано 
с неравномерным распределением лимфоцитов в ко-
же. это, в частности, наблюдается при эритродермии 
у больных грибовидным микозом, при котором вос-
палительный компонент доминирует над пролифера-
тивным, а также при незначительном количестве опу-
холевых лимфоцитов в биоптате коже на начальных 
стадиях лимфомы кожи [14, 15]. Следует отметить, 
что моноклональность опухолевых лимфоцитов может 
иметь место не только в биоптате пораженной кожи, 
но и в крови этого же пациента в 15% случаев на ран-
них стадиях и 63% на поздних стадиях грибовидного 
микоза [16]. при этом эффективность ранней диагно-
стики зЛК повышается путем одновременного гисто-
логического и молекулярно-генетического исследова-
ния двух биоптатов пораженной кожи в совокупности 
с образцом крови пациента.

С учетом вышесказанного целью настоящего ис-
следования явилось совершенствование дифферен-
циальной диагностики Т- и В-клеточных лимфом кожи 
(ТКЛК и ВКЛК) с крупнобляшечным парапсориазом 
(Кбп), Т- и В-клеточными псевдолимфомами (ТпЛК 
и ВпЛК) кожи, с хВД, а также уточнение частоты их 
трансформации в зЛК.

Материал и методы
Метод фрагментного анализа для определения 

клональности лимфоцитов был применен нами при 
обследовании 101 пациента (66 мужчин и 35 женщин) 
с патологическим процессом, требующим дифферен-
циальной диагностики с ТКЛК и ВКЛК. Возраст паци-
ентов варьировал от 27 до 87 лет (средний возраст 
57 лет). у 46 из них был гистологически установлен 
диагноз ТКЛК, у 4 — ВКЛК, у 19 — парапсориаз, у 8 — 
псевдолимфомы кожи. В группу больных с хВД, схо-
жими по ряду клинических симптомов с ТКЛК, было 

with	T-cell	cutaneous	lymphomas	and	in	three	of	four	cases	in	patients	with	B-cell	cutaneous	lymphomas.	Monoclonality	
was	revealed	in	one	of	14	cases	of	large-plaque	parapsoriasis	and	one	of	two	cases	of	T-cell	cutaneous	pseudolymphoma.	
In	all	of	the	24	cases	of	chronic	benign	dermatoses,	five	cases	of	small-plaque	parapsoriasis	and	ten	skin	tissue	samples	
obtained	from	healthy	donors,	polyclonal	lymphocytes	were	revealed.	So,	the	obtained	results	make	it	possible	to	
consider	the	method	to	be	an	important	addition	in	the	field	of	diagnosing	lymphoproliferative	skin	diseases.
key	words:	malignant cutaneous lymphomas, polymerase chain reaction, clonality, T-cell receptor.
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включено 24 пациента с гистологически установлен-
ным диагнозом хронического воспалительного про-
цесса (табл. 1).

Все пациенты были обследованы в отделении дер-
матоонкологии и дерматовенерологии и отделении 
патоморфологии Гу МОНИКИ им. М.ф. Владимирско-
го. Молекулярные методы определения клональности 
лимфоцитов проводились в лаборатории молекуляр-
ной гематологии ГНц РАМН. Диагноз лимфомы ко-
жи устанавливали в соответствии с международной 
классификацией лимфом кожи who/eortc (2005 г.) 
[17]. Объектом исследования являлись биоптаты по-
раженной кожи, у 3 больных помимо двух биоптатов 
исследовали на клональность лимфоцитов образцы 
периферической крови. 

В качестве положительного (моноклонально-
го) контроля использовали клеточную линию jurkat 
(линия клеток Т-лимфобластного острого лейкоза), 
имеющую биаллельную перестройку гамма-цепи 
Т-клеточного рецептора, которая выявляется с vγ1—8 
и vγ11 праймерами. В качестве поликлонального кон-
троля использовали мононуклеары периферической 
крови здоровых доноров и образцы кожи, полученные 
в ходе пластических операций у здоровых людей.

Выделение ДНК
Мононуклеары из периферической крови вы-

деляли в градиенте плотности фиколла (плотность 
1,077 г/см3) стандартным методом. ДНК выделяли 
из мононуклеаров периферической крови с помо-
щью набора wizard genomic dna purification system 
(Ргоmеgа, США), из свежей или замороженной тка-
ни (кожи и крови) стандартным методом — обработ-
кой протеиназой К с последующей очисткой в фено-
ле и хлороформе и осаждением в трех объемах 96% 
этилового спирта с раствором аммония ацетата в ко-
нечной концентрации 1М. Концентрацию выделенной 
ДНК проверяли на спектрофотометре beckman du-64. 

Анализ В-клеточной клональности по генам IgH 
и Т-клеточной клональности по генам TCRγ и TCRβ

Определение В-клеточной клональности лимфо-
цитов проводили на основе анализа перестроек ва-
риабельного региона генов тяжелой цепи иммуногло-
булина, t-клеточной клональности лимфоцитов — на 
основе перестроек генов γ- и β-цепи Т-клеточного 
рецептора. Определение клональности лимфоцитов 
проводили методом пцР и методом фрагментного 
анализа. Для определения b-клеточной клональности 

Нозологическая	форма Число	больных Пределы	
возраста,	лет

Мужчины	/	
женщины

Т-клеточные	лимфомы	кожи	(n	=	46)
Грибовидный	микоз
Синдром	Сезари
Первичная	кожная	CD30+	анапластическая	крупноклеточная	лимфома	
Первичная	кожная	агрессивная	лимфома	кожи

40
2
3
1

60,7
78

72,7
76

23/17
2/0
1/2
0/1

В-клеточные	лимфомы	кожи	(n	=	4)
Первичная	кожная	диффузная	В-клеточная	крупноклеточная	лимфома	типа	нижних	
конечностей	
Первичная	кожная	лимфома	из	клеток	фолликулярного	центра
Первичная	кожная	лимфома	маргинальной	зоны

1

2
1

70

71,5
76

0/1

1/1
1/0

Парапсориаз	(n	=	19)
Крупнобляшечный
Мелкобляшечный

14
5

42,2
46,3

8/6
4/1

Т-клеточные	псевдолимфомы	кожи	(n	=	2)
Актинический	ретикулоид
Т-клеточная	лимфоидная	гиперплазия

1
1

65
44

1/0
1/0

В-клеточные	псевдолимфомы	кожи	(n	=	6)
Лимфоматоидная	реакция	на	укусы	насекомых
Постскабиозная	гиперплазия
Лимфоцитома

2
3
1

64,5
65,7
49

0/2
1/2
0/1

Хронические	воспалительные	дерматозы	(n	=	24)
Атопический	дерматит
Псориаз
Экзема
Красный	плоский	лишай
Склеродермия
Розовые	угри

5
8
6
2
2
1

33,8
55,2
54,5
38
42
31

3/2
7/1
2/4
1/1
0/2
0/1

Клиническая характеристика обследованных больныхТАБЛИЦА 1
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лимфоцитов использовали смесь праймеров к фрак-
циям fr1, fr2, fr3 вариабельного региона генов igh 
и меченный флюоресцентной краской консенсусный 
праймер к j-региону igh [18]. 

Для мультиплексной пцР-генов tcrγ применяли 
два набора праймеров: 1) смесь праймеров tγ [18], 
2) смесь праймеров tγγ [19]. Для мультиплексной пцР 
генов tcrβ применяли смесь праймеров tβ [18]. Все 
праймеры для определения t-клеточной клональности 
лимфоцитов — смесь прямых праймеров к v генам 
tcr и меченных флюоресцентной краской обратных 
праймеров к j генам tcr. пцР проводили на автома-
тическом термоциклере dnaengine (biorad). Реак-
ционная смесь в конечном объеме 20 мкл включала: 
200 нг ДНК, 10 мкл 2 X смеси для пцР (pcr master 
mix promega), 5 пмоль каждого праймера. условия 
пцР: предварительная денатурация 95 °С (5 мин), 35 
циклов пцР для igh и tcrγ и 40 циклов для tcrβ — 
95 °С (35 с.), 60 °С (35 с.), 72 °С (35 с.), окончательная 
пролонгация 72 °С (10 мин.). Результаты реакции вы-
являли в 2% агарозном геле, окрашенном бромидом 
этидия. при успешной пцР проводили очистку пцР 
продуктов и фрагментный анализ.

Очистка ПЦР-продуктов и фрагментный анализ 
амплификатов

Для очистки пцР-продуктов в каждую пробирку до-
бавляли по 100 мкл смеси для осаждения ДНК (0,25 
объема 10М раствора ацетата аммония, 2—2,5 объ-
ема 96% этилового спирта), инкубировали 20 мин. при 
комнатной температуре, центрифугировали 20 мин. 
при 13 000 g. Осадок ДНК дважды отмывался 70% 
спиртом, высушивался при комнатной температуре, 
разбавлялся дистиллированной водой 30 мкл. Кон-
центрация очищенных продуктов проверялась в 2% 
агарозном геле, окрашенном бромидом этидия. В за-
висимости от интенсивности свечения пцР-продукты 
разводились в 10—40 раз. Разведенные продукты 
смешивались с формамидом (2 мкл продукта, 10 мкл 

формамида, 0,05 мкл внутреннего стандарта genes-
can 500liz (applied biosystems). Денатурацию ДНК 
проводили в растворе с низкой ионной силой. 5 мкл 
пцР-продукта разводили в 15 мкл lis-solution (10% 
раствор сахарозы + 0,01% бромфеноловый синий), 
полученную смесь инкубировали в течение 5 мин. при 
температуре 95 °С, а затем быстро охлаждали во льду 
до 0 °С в течение 10 мин. затем 10 мкл денатуриро-
ванного продукта наносили в плашку автоматического 
секвенатора. Для фрагментного анализа использова-
ли автоматический анализатор нуклеиновых кислот 
abi prism 3130 (applied biosystems) и программное 
обеспечение genemapper 4.0 (applied biosystems).

Критерии интерпретации результатов
Результат фрагментного анализа был виден как 

набор пиков в области амплификации tγ — 90 — 240 
п.н., tγγ — 100 — 260 п.н., tβ — 200—250 п.н. От-
рицательный (поликлональный) результат опреде-
ляли при наличии множества пиков пцР-продукта. 
Результат считался положительным (моноклональ-
ным) при наличии одного или двух четких доминант-
ных пиков пцР-продукта (в случае биаллельной ре-
арранжировки). при этом пики пцР-продукта долж-
ны были преобладать и превышать поликлональный 
фон более чем в 3 раза. Если имелось более трех 
четких пиков, то результат оценивался как олиго-
клональный. при наличии одного или двух четких 
пиков, которые превышали поликлональный фон 
в 2—3 раза, результат оценивался как сомнитель-
ный моноклональный.

Из 46 больных ТКЛК моноклональность по генам 
tcrγ была обнаружена у 40 (87%). Из 20 этих же боль-
ных по генам tcrβ моноклональность лимфоцитов 
была обнаружена у 5 (25%). более подробные данные 
о выявлении моноклональности лимфоцитов по генам 
γ- и β-цепей tcr с учетом клинических и иммунофено-
типических особенностей лимфом кожи представлены 
в табл. 2.

Диагноз Обследовано	
(n	=	46)

Моноклональность	
по	генам	TCRγ	(n	=	40)

Моноклональность	
по	генам	TCRγ,	-β	(n	=	5)

Поликлональность	
(n	=	6)

Грибовидный	микоз 40 34 5 6

Синдром	Сезари 2 2 0 0

Первичная	кожная	CD30+	анапластическая	
крупноклеточная	лимфома

3 3 0 0

Первичная	кожная	агрессивная	лимфома	
кожи

1 1 0 0

Данные о выявлении моноклональности по γ- и β-цепям Т-клеточного рецептора у больных 
с ТКЛК с учетом клинических и иммунофенотипических особенностейТАБЛИЦА 2
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Из 14 больных Кбп моноклональность по генам 
tcrγ была обнаружена у 1 (7%), при мелкобляшечном 
парапсориазе (Мбп) — ни в одном из 5 случаев. 

Из 4 больных ВКЛК моноклональность лимфо-
цитов по генам тяжелой цепи igh была выявлена у 3 
(75%).

Из 2 пациентов с ТпЛК монокональность по генам 
tcrγ была обнаружена только у 1, а также из 6 боль-
ных с ВпЛК моноклональность по генам igh не была 
обнаружена ни у одного пациента. 

В 24 случаях хВД в биоптате кожи была выявлена 
поликлональность по генам tcrγ.

при исследовании 10 биоптатов кожи и образцов 
периферической крови контрольной группы здоро-
вых доноров была выявлена поликлональность по ге-
нам tcrγ.

Нами был проведен анализ частоты выявления 
клональности лимфоцитов по генам tcrγ крови 
и двух биоптатов кожи (взятых у одного больного 
одновременно с разных участков кожи на расстоянии 
не менее 20 см) у 3 больных с ТКЛК (у 2 — с грибо-
видным микозом iiА степени и у 1 — с грибовидным 
микозом в состоянии эритродермии). В 2 случаях 
при исследовании биоптатов кожи была обнаруже-
на моноклональность. В третьем случае отмечалась 
разница в выявлении клональности (определялась 
моноклональность в биоптате кожи, морфологиче-
ски соответствующем бляшке, и поликлональность 
в биоптате, морфологически соответствующем пят-
ну). Кровь в каждом из трех случаев была монокло-
нальна (см. рис.).

Рисунок.	Выявление	моноклональности	по	генам	TCRγ	методом	фрагментного	анализа	у	пациента	с	грибо-
видным	микозом	IIА	степени.	В	крови	и	биоптате	кожи,	морфологически	соответствующей	бляшке,	выявля-
ются	одинаковые	моноклональные	пики	(указаны	стрелками).	В	биоптате	кожи,	морфологически	соответ-
ствующей	пятну,	—	поликлональная	картина:	а	—	образец	периферической	крови;	б	—	биоптат	кожи	(бляш-
ка);	в	—	биоптат	кожи	(пятно)

а

б

в
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полученные данные свидетельствуют о корреляции 
между гистологически подтвержденными диагнозами 
ТКЛК и ВКЛК и выявлением моноклональности лим-
фоцитов по генам γ- и β-цепей tcr, а также по генам 
тяжелых цепей ig соответственно, что дает основание 
использовать данные молекулярно-генетические мето-
ды с помощью пцР в ранней диагностике зЛК.

Кроме того, были подтверждены данные зарубеж-
ных исследователей о том, что моноклональность при 
ТКЛК развивается по мере нарастания инфильтратив-
ных изменений в очаге поражения. Обнаружение кло-
на лимфоцитов в образце крови, идентичном биоптату 
кожи, свидетельствует о рециркуляции его из очага 
пораженной кожи в периферическую кровь. 
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