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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

Актуальность проблемы 

Гистиоцитоз из клеток Лангерганса (ГКЛ) – миелоидное неопластическое заболевание, 

возникающее вследствие избыточной пролиферации и аккумуляции в органах и тканях клеток, 

фенотипически похожих на клетки Лангерганса и экспрессирующих CD1a CD207. Это приводит к 

избыточному разрастанию, локальному повреждению и нарушению функции пораженных органов 

(Румянцев А.Г. и др., 2014). Основной функцией нормальных непатологических клеток Лангерганса, 

которые представляют собой разновидность дендритных клеток моноцитарно-макрофагального 

происхождения, является антиген-презентация (Lipscomb et al., 2002). При ГКЛ такие клетки 

приобретают активирующую соматическую мутацию, что вызывает их клональную пролиферацию и, 

как следствие, нарушение регуляции взаимодействий клеток иммунной системы в поражённых очагах. 

Этот процесс может затрагивать органы и ткани в различных сочетаниях, в связи с чем клинические 

проявления ГКЛ могут варьировать от доброкачественных локализованных форм до стремительно 

прогрессирующих диссеминированных. 

Этиология и патогенез ГКЛ по сей день остаются предметом изучения, так как заболевание 

сочетает в себе как признаки неопластического, так и воспалительного процессов. Наличие 

клональной пролиферации патологических клеток Лангерганса (ПКЛ) было доказано ещё в 1994 году, 

а последующие исследования выявили у примерно 50% пациентов с ГКЛ точечную соматическую 

мутацию BRAF V600E, приводящую к митотической активации и ингибированию апоптоза (Badalian-

Very et al., 2010; Berres et al., 2014). Наличие соматического драйвера доказывает неопластическую 

природу заболевания, однако, из-за функциональных особенностей ПКЛ (их активной пролиферации 

и антиген-презентации),  клеточный инфильтрат в очагах поражения является полиморфным и 

содержит, помимо ПКЛ, лимфоциты, эозинофилы, моноциты и макрофаги, что можно отнести к 

чертам реактивного процесса (Harmon et al., 2015). Кроме того, некоторые формы ГКЛ могут протекать 

локализованно и доброкачественно, характеризуясь спонтанным выздоровлением, что является 

нехарактерным для неопластических процессов явлением.  

С момента установления роли мутации BRAF V600E в биологии ГКЛ молекулярно-

биологические исследования, направленные на детекцию BRAF V600E, находятся в центре внимания 

исследователей. Помимо выявления мутантных ПКЛ в очагах гистиоцитарных поражений, аллельная 

нагрузка BRAF V600E также может быть детектирована в  свободно циркулирующей ДНК (сцДНК), 

причем её наличие  связано с более тяжелым течением ГКЛ и повышенной вероятностью рецидива, а 

динамика изменения соответствует ответу на терапию (Héritier et al., 2017). Также, в работе Y. Xiao et 

al., 2020 было показано, что патологический клон присутствует в костном мозге пациентов с ГКЛ, вне 

зависимости от системности заболевания. Различия в клинической картине, по мнению авторов, 

связаны с вариациями уровня экспрессии мутантного аллеля в клетках-предшественниках, что влияет 
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на состав и пропорциональные количества клеточных популяций, несущих эту мутацию в костном 

мозге. В случае моносистемного гистиоцитоза количество патологических клеток может быть ниже 

уровня чувствительности метода их детекции. В связи с этим, поиск мутации в костном мозге следует 

проводить с использованием методов с высокой аналитической чувствительностью, таких как, 

например, цифровая капельная ПЦР (цкПЦР), так как уровень аллельной нагрузки может быть крайне 

низким или даже оставаться невыявленным стандартными методами.  

В настоящее время отсутствует биомаркер для определения минимальной остаточной болезни 

(МОБ). В этой связи измерение аллельной нагрузки мутации BRAF V600E в сцДНК и популяции 

миелоидных предшественников у пациентов с ГКЛ представляет значительный клинический интерес. 

Этот показатель может быть использован в качестве маркера МОБ, а также помочь в оптимизации 

продолжительности терапии таргетными препаратами. 

Кроме мутации BRAF V600E, при ГКЛ были описаны другие мутации в генах – участниках 

RAS/RAF–MEK–ERK сигнального пути. На данный момент в мировой литературе существует всего 

одна зарубежная публикация, в которой описаны генотип-фенотипические корреляции у пациентов с 

различными драйверными мутациями при ГКЛ (Kemps et al., 2023), а у российских пациентов 

подобные исследования не проводились. Методом выбора для поиска мутаций, отличных от BRAF 

V600E, является высокопроизводительное секвенирование (Next Generation Sequencing − NGS) ДНК с 

большой глубиной прочтения таргетных регионов, а также секвенирование методом NGS мРНК для 

выявления химерных транскриптов. Так как около половины пациентов с ГКЛ имеют мутацию, 

отличную от BRAF V600E, поиск альтернативных генетических причин заболевания у таких 

пациентов является крайне актуальной задачей. 

Степень разработанности темы исследования 

ГКЛ является редким заболеванием с разнообразными фенотипическими проявлениями и 

недостаточно исследованным патогенезом. На сегодняшний день стандартом терапии остается 

протокол международного гистиоцитарного сообщества (HS) – LCH-IV. Однако данный протокол не 

учитывает возможности применения таргетных препаратов и не стратифицирует пациентов в 

зависимости от их молекулярного статуса. В результате, в настоящее время отсутствует единая 

методология для оценки и мониторинга МОБ, которая бы основывалась на анализе аллельной нагрузки 

драйверной мутации. Так как ГКЛ является редким заболеванием, готовых коммерческих NGS 

панелей, включающих гены, мутации в которых описаны при ГКЛ, не разработано. 

Цель исследования 

Разработка и оптимизация методов молекулярно-генетической диагностики и молекулярного 

мониторинга гистиоцитоза из клеток Лангерганса у детей. 

Задачи исследования 

1. Выполнить сравнительный анализ эффективности различных методов определения 

мутации BRAF V600E. 
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2. Внедрить в практику наиболее эффективную методику оценки аллельной нагрузки 

мутации BRAF V600E в различных видах биоматериала, таких как свободно-циркулирующая ДНК 

плазмы крови, ДНК из отсортированных популяций миелоидных гемопоэтических предшественников 

КМ на этапе диагностики, а также на различных этапах терапии. 

3. Оценить возможность использования показателя аллельной нагрузки мутации BRAF 

V600E в качестве биомаркера активности ГКЛ и эффективности проводимой терапии. 

4. Разработать собственную кастомизированную NGS панель, включающую гены, мутации 

в которых описаны при гистиоцитозе из клеток Лангерганса, и провести молекулярно-генетический 

анализ образцов пациентов, у которых отсутствует мутация BRAF V600E. Провести анализ данных 

NGS мРНК у пациентов, у которых с помощью таргетного секвенирования ДНК мутации не были 

найдены. 

5. Провести анализ генотип-фенотипических корреляций у пациентов с ГКЛ. 

6. Сформулировать оптимальный алгоритм молекулярно-генетической диагностики ГКЛ. 

Научная новизна исследования 

Впервые для пациентов с ГКЛ в возрасте от 6 мес. до 18 лет, получающих терапию по 

исследовательскому апробационному протоколу NCT03585686, который совмещает применение 

таргетного препарата вемурафениба и низкодозной химиотерапии, проведен анализ данных 

мониторинга аллельной нагрузки мутации BRAF V600E в контрольных точках, предусмотренных 

данным протоколом. Кроме того, для пациентов с ГКЛ аллельная нагрузка впервые была 

проанализирована одновременно в нескольких типах биоматериала, что предоставило возможность 

оценить эффективность терапии с учетом индивидуальных особенностей каждого пациента. Впервые 

в мире оценку МОБ проводили в популяции миелоидных предшественников КМ.  

Также для пациентов без мутации BRAF V600E была разработана оригинальная 

кастомизированная таргетная NGS-панель для выявления генетических причин заболевания. Впервые 

описаны генотип-фенотипические корреляции у российских пациентов с различными драйверными 

мутациями при ГКЛ. 

Практическая значимость 

Анализ полученных результатов позволил сформулировать оптимальный алгоритм 

молекулярно-генетической диагностики ГКЛ. Оценка возможности использования показателя 

аллельной нагрузки мутации BRAF V600E в качестве биомаркера активности ГКЛ и эффективности 

проводимой терапии по исследовательскому апробационному протоколу NCT03585686 позволил 

внедрить в практику этот метод оценки МОБ.  

Методология и методы исследования 

Диссертационное исследование проведено на базе лаборатории молекулярной биологии ФГБУ 

«НМИЦ ДГОИ им. Дмитрия Рогачева» Минздрава России.  В ходе исследования были применены 

такие методы, как секвенирование по Сенгеру, цкПЦР, NGS с использованием кастомизированной 
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таргетной панели генов. Исследование носит ретроспективный характер, описывает результаты, 

которые были получены в ходе работы с биоматериалом (периферическая кровь, костный мозг, 

образцы очагов поражения, фиксированные в формалине и залитые в парафиновый блок (FFPE)) 

пациентов с диагнозом ГКЛ. 

Исследование состоит из следующих основных частей: анализ данных мутационно-

специфичной ПЦР (мсПЦР), секвенирования по Сенгеру или цкПЦР с целью выявления мутации 

BRAF V600E (биоматериал – FFPE, КМ, сцДНК); в случае невыявления BRAF V600E – поиск 

драйверной мутации с помощью таргетной NGS панели «Гистиоцитозы»; в случае выявления BRAF 

V600E - определение и мониторинг аллельной нагрузки мутации BRAF V600E в различных видах 

биоматериала (сцДНК, популяции миелоидных предшественников) методом цкПЦР; в случае 

невыявления драйверной соматической мутации на уровне ДНК - поиск химерных транскриптов с 

помощью NGS мРНК. Последним этапом был анализ полученных данных и поиск генотип-

фенотипических корреляций, анализ потенциала применения методов молекулярной диагностики для 

выявления МОБ и оценки эффективности терапии, создание оптимального алгоритма молекулярно-

генетической диагностики.  

Положения, выносимые на защиту 

1. Сравнительный анализ различных методов детекции мутации BRAF V600E показал, что 

цифровая капельная ПЦР является наиболее эффективным методом её выявления у пациентов с ГКЛ. 

Использование цкПЦР для оценки аллельной нагрузки мутации BRAF V600E в свободно 

циркулирующей ДНК на этапе диагностики, а также сравнение диагностической чувствительности 

цкПЦР со стандартными методами обнаружения мутации в биоптатах, показали, что этот метод может 

стать эффективной альтернативой инвазивной биопсии для первичной оценки BRAF-статуса у 

пациентов с ГКЛ.  

2. Разработанная кастомизированная таргетная NGS панель является эффективным 

методом для молекулярно-генетического анализа образцов пациентов, у которых отсутствует мутация 

BRAF V600E. 

3. Наличие мутации BRAF V600E ассоциировано с системным течением гистиоцитоза, а 

также с кожными поражениями. Уровень аллельной нагрузки BRAF V600E в сцДНК и популяции 

миелоидных предшественников костного мозга может служить биомаркером для оценки активности 

заболевания и мониторинга эффективности лечения. 

Степень достоверности результатов исследования 

Достоверность результатов исследования обеспечена большой выборкой, включающей 230 

пациентов с диагнозом ГКЛ, применением актуальных методик молекулярно-генетического анализа, 

репрезентативностью полученных данных и корректным выбором методов статистического анализа 

данных в соответствии с поставленными задачами.  
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Апробация диссертации 

Апробация диссертации проведена на совместном заседании экспертных комиссий по 

лабораторной диагностике, клеточным технологиям и фундаментальным исследованиям и 

гематологии, иммунологии и педиатрии ФГБУ «НМИЦ ДГОИ им. Дмитрия Рогачева» Минздрава 

России, протокол №3 от 11.03.2025 г.  

Результаты работы и ее основные положения доложены на следующих научно-практических 

конференциях в виде устных или постерных докладов: Молекулярные основы клинической онкологии 

(Обнинск, 2019), 35th Annual Meeting of the Histiocyte Society (Мемфис, 2019), Полисистемные 

орфанные заболевания как междисциплинарная проблема (Москва, 2020), V Конгресс гематологов 

России (Москва, 2020), 38th Annual Meeting of the Histiocyte Society (Стокгольм, 2022), 39th Annual 

Meeting of the Histiocyte Society (Афины, 2023), SIOP Asia (Ереван, 2023). 

Публикация результатов исследования 

По материалам диссертации опубликовано 7 печатных работ, из которых 2 – в зарубежных 

изданиях и 5 – в журналах, входящих в перечень ВАК при Минобрнауки Российской Федерации. Все 

статьи опубликованы в журналах, индексируемых МБД. 

Внедрение результатов в практику 

На основе проведенного исследования был создан алгоритм молекулярно-генетической 

диагностики ГКЛ, который впоследствии был внедрен в работу лаборатории молекулярной биологии 

ФГБУ «НМИЦ ДГОИ им. Дмитрия Рогачева» Минздрава России. Полученные результаты 

молекулярно-генетических анализов теперь используются в клинической практике – при выявлении 

соответствующих драйверных мутаций, пациентам могут быть назначены таргетные препараты 

(вемурафениб, дабрафениб – в случае мутации BRAF V600E, или MEK-ингибиторы, например, 

траметиниб). По результатам мониторинга аллельной нагрузки в рамках протокола NCT03585686 

оценивается эффективность проводимой терапии. 

Участие автора в получении результатов исследования 

Автор провел анализ литературных источников, посвященных патогенезу, молекулярно-

генетическим характеристикам, подходам к лечению и оценке минимальной остаточной болезни 

(МОБ) у пациентов с ГКЛ. В сотрудничестве с научными руководителями определялись цель и задачи 

исследования, а также его дизайн, в рамках которого была проведена молекулярно-генетическая 

характеристика пациентов. Автор также выполнял процессинг образцов, разработку и валидацию 

лабораторных методик выделения нуклеиновых кислот из различных видов биоматериала, разработку, 

оптимизацию и валидацию молекулярных методов выявления мутаций и анализ полученных данных. 

Также автор осуществлял сбор материала с оценкой клинического статуса посредством анализа 

необходимой медицинской документации пациентов, включенных в данное исследование.  

Структура и объём диссертации 

Диссертация представлена на 120 страницах и включает следующие разделы: введение, которое  
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охватывает актуальность проблемы, цели, задачи, научную новизну, практическую значимость и 

внедрение результатов в клиническую практику; обзор литературы; материалы и методы 

исследования; результаты; обсуждение полученных данных; заключение; выводы; практические 

рекомендации, список обозначений и сокращений, библиографический список и приложение А. 

Работа содержит 6 таблиц, 28 рисунков. Список литературы включает 106 источников, из которых 6 

являются отечественными и 100 — иностранными. 

ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ 

Материалы и методы исследования 

Характеристика пациентов  

В период с 2017 по 2023 год была сформирована и описана выборка из 230 педиатрических 

пациентов с ГКЛ, направленных в НМИЦ ДГОИ им. Дмитрия Рогачёва, включающая 130 мальчиков 

и 100 девочек. Медиана возраста пациентов составила 2 года (0 мес. – 207 мес.) на момент 

инициального исследования. Из них у 73 пациентов была установлена моносистемная форма 

заболевания (SS), у 84 – мультисистемная форма без поражения органов риска (MS RO-), у 73 – 

мультисистемная форма с поражением органов риска (MS RO+).  

Для лечения пациентов использовали исследовательский апробационный протокол 

NCT03585686 «Открытое исследование эффективности и безопасности применения вемурафениба в 

сочетании с комбинированной терапией цитарабином/2-хлордезоксиаденозином у пациентов с 

гистиоцитозом из клеток Лангерганса с наличием мутации V600E в гене BRAF» (30 пациентов), 

стратегия терапии которого предполагает интеграцию использования вемурафениба и низких доз 

цитозара (Ara-C) и кладрибина (2-CdA). Активность заболевания оценивали по шкале DAS (J. 

Donadieu et al., 2004). Протокол предусматривает контрольные точки для возможной оценки МОБ: 

костномозговые пункции проводятся в начале терапии, перед блоком с моно 2-CdA и в конце лечения 

для оценки аллельной нагрузки в популяции миелоидных предшественников (CD34+CD117+). Кроме 

того, аллельная нагрузка мутации в сцДНК измеряется на старте терапии и перед каждым блоком 

химиотерапии.  

Остальные пациенты наблюдались в НМИЦ ДГОИ только с диагностической целью, либо 

получали лечение по стандартному протоколу LCH-IV с или без последующей монотерапии 

вемурафенибом (BRAF-ингибитором) (200 пациентов).   

Объекты исследования 

Образцы биоптатов пораженных тканей, фиксированные в формалине и залитые в парафиновые 

блоки (FFPE); плазма крови объемом 4 мл; популяция миелоидных предшественников костного мозга 

(CD34+ CD117+), гистиоцитов КМ (CD1a+ HLA-DR+), которые выделяли при помощи клеточного 

сортера BD FACSAria III (BD Biosciences, США)  

Инициальное определение мутации BRAF V600E  

BRAF–позитивными считали пациентов, у которых на этапе первичной диагностики мутацию  
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выявляли хотя бы в одном типе биоматериала (биоптате, КМ, выделенной из него популяция CD34+, 

сцДНК, популяции миелоидных предшественников CD34+ CD117+). 

МсПЦР проходила в термоциклере CFX96 touch (Bio-Rad, США) согласно инструкции 

производителя. Продукты амплификации очищали, а затем секвенирование по Сенгеру проводили с 

использованием Applied Biosystems 3500 Series Genetic Analyzer (США). 

Оценка и мониторинг аллельной нагрузки BRAF V600E методом цкПЦР 

Для проведения цкПЦР использовали систему QX200 ddPCR System (Bio-Rad Technologies, 

Hercules, США). Для генерации капель использовали прибор QX200 AutoDG, для подсчёта капель - 

QX200 Droplet Reader (Bio-Rad Technologies, Hercules, США). Анализ результатов осуществляли с 

помощью программного обеспечения Quanta Soft. Порог аналитической чувствительности метода 

определяли для каждого образца индивидуально, согласно таблице, представленной производителем 

и отражающей зависимость чувствительности метода от количества ДНК в реакции (Bio-Rad.Rare 

Mutation Detection Best Practices Guidelines). Все значения, которые были ниже индивидуально 

рассчитанного порога чувствительности рассматривали как негативные. Аллельную нагрузку (или 

VAF – variant allele frequency) рассчитывали как отношение количества копий ДНК с мутацией в 

микролитре к количеству копий ДНК без мутации (дикого типа), выраженную в процентах. 

Постановка таргетной кастомизированной NGS-панели 

С цель поиска мутаций, отличных от BRAF V600E, использовали кастомизированную 

таргетную панель, разработанную для поиска мутаций в генах, варианты в которых описаны в качестве 

драйверных событий при ГКЛ - BRAF, ARAF, MAP2K1, MAP3K1, NRAS, PIK3CA, KIT, ERBB3, KRAS, 

PIK3CD, HRAS. Данный набор генов покрывает большинство известных и описанных на данный 

момент генетических событий при гистиоцитозе (Kemps et al., 2023; Hélias-Rodzewicz et al., 2023; 

Chakraborty et al., 2016), при этом не включает заведомо редкие и маловероятные варианты с целью 

максимального повышения эффективности данной панели. Подготовка библиотек осуществлялась 

согласно инструкции производителя с помощью кастомизированной панели Qiaseq (Qiagen, 

Германия), основанной на ПЦР в качестве метода целевого обогащения фрагментов ДНК. 

Особенностью данного метода является то, что уникальные молекулярные баркоды (UMI) 

присоединяются к фрагментам ДНК еще до этапа амплификации в ходе ПЦР, таким образом сохраняя 

уникальность каждой исходной молекулы ДНК и позволяя исключить из анализа дубликаты ПЦР. 

Использование UMI и небольшое количество таргетных регионов направлено на выявление 

соматических мутаций, аллельная нагрузка которых может достигать крайне низких значений. Анализ 

проводили на платформе MiSeq Illumina (набор реагентов MiSeq V2 Reagent Kit 300 cycles (Illumina, 

США)) методом парно-концевого чтения. Средняя глубина прочтения составила 5107х, покрытие 

целевого региона 99% при глубине прочтения не менее 510x.  

Выявление химерных транскриптов с помощью таргетного РНК-секвенирования 

Все описанные в литературе случаи выявления химерных транскриптов у пациентов с ГКЛ  
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носят единичный характер. После анализа результатов NGS ДНК, была сформирована выборка 

пациентов, молекулярную причину заболевания у которых установить не удалось, но у которых 

удалось выделить из FFPE РНК подходящего для NGS качества (N=12). Для проведения NGS РНК 

была выбрана таргетная панель TruSight RNA Fusion Panel (Illumina, США), включающая 507 

ассоциированных со структурными перестройками генов, принимающих участие в патогенезе 

различных злокачественных новообразований. Анализ образцов проводили на платформе MiSeq 

Illumina методом парно-концевого чтения, с использованием MiSeq Reagent Kit v3 150 cycles. 

Первичную биоинформатическую обработку данных проводили с помощью алгоритма Arriba, 

аннотирующего химерные транскрипты. 

Статистическая обработка данных 

Статистическую обработку данных проводили с использованием программы RStudio Server 

версии 1.3.959. и GraphPad Prizm 10.2.3. При сравнении трех выборок (уровня аллельной нагрузки в 

группах SS, MS RO-, MS RO+) использовали критерий Краскела-Уоллеса. Для проверки гипотезы о 

наличии связи между системностью заболевания и наличием мутации использовали точный тест 

Фишера. Значения показателя аллельной нагрузки в двух разных группах пациентов сравнивали с 

помощью теста Манна-Уитни. Значения снижения показателя аллельной нагрузки в двух разных 

точках у одной группы пациентов (MS RO+ либо MS RO-) сравнивали с помощью парного теста 

Манна-Уитни для односторонней альтернативы. Для попарного сравнения групп пациентов с 

наиболее частыми выявленными мутациями (BRAF V600E, BRAF 12 экзон, MAP2K1) и выявления 

статистически значимых различий между ними (или их отсутствия) в клинических проявлениях, 

использовали точный критерий Фишера. При применении одновременно в одном контексте более 

одного статистического теста р-значения указывали с поправкой Бонферрони-Холма на 

множественность сравнений. Различие пропорций исследовали с помощью теста z-критерия Фишера. 

Уровень статистической значимости принимали равным 0,05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Инициальная диагностика мутации BRAF V600E  

Мутация BRAF V600E является наиболее часто встречающимся молекулярным соматическим 

драйвером, и, помимо этого, валидированной мишенью для эффективной таргетной терапии ГКЛ. 

Поэтому первичная молекулярно-генетическая диагностика в первую очередь включает определение 

статуса BRAF. Среди пациентов, которым инициальное исследование на наличие мутации BRAF 

V600E проводили методом мсПЦР с последующим секвенированием по Сенгеру в образцах FFPE, 

BRAF-позитивными оказались 42 из 90 (47%). Среди пациентов, которым инициальное исследование 

проводили и в FFPE, и в костном мозге, и в CD34+ популяции, мутацию выявили хотя бы в одном из 

субстратов у 13 пациентов из 22 (59%). Среди 37 пациентов, которым инициальное исследование 

проводили методом прямого секвенирования по Сенгеру в образцах костного мозга и популяции 

CD34+, BRAF-позитивными оказались 10 (27%). Кроме того, для 60 пациентов наличие мутации в 
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биоптате определяли методом цкПЦР, из них 28 (47%) оказались с выявленной мутацией. Результаты 

представлены в Таблице 1. 

 

Таблица 1 – Результаты инициального определения BRAF статуса в образцах биоптатов, КМ, CD34+ 

различными методами.  Красные ячейки – BRAF V600E, зеленые – отсутствие мутации, серые – 

исследование не проводилось  

 

 

Процент BRAF- позитивных образцов был самым низким в случае применения метода прямого 

секвенирования по Сенгеру, что объясняется его самой низкой чувствительностью. Выявляемость как 

метода мсПЦР, так и цкПЦР в сравнении с секвенированием по Сенгеру оказалось значимо выше 

(p=0,031 и p=0,018 соответственно, z-критерий Фишера).  

Помимо диагностики стандартными методами и выявления мутации в очагах поражения и в 

костном мозге, мутацию BRAF V600E на этапах инициального исследования определяли методом 

цкПЦР в сцДНК плазмы крови (N=122). Результаты представлены на Рисунке 1.  
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Рисунок 1 – Количество положительных (BRAF 

V600E) и отрицательных (отсутствие мутации) 

инициальных образцов сцДНК у пациентов с 

разной системностью заболевания.  

Доля образцов с мутацией среди пациентов с 

моносистемным поражением (SS) составила 9% (2 

из 23), у пациентов с мультисистемными 

поражениями - 37% (17 из 46) и 83% (44 из 53) для 

MS RO- и MS RO+ соответственно. Детекция 

мутации BRAF V600E в сцДНК ассоциирована с 

более системным течением заболевания 

(p<0,0001; точный тест Фишера). 

 

Помимо инициальной диагностики мутации BRAF V600E была также выполнена оценка уровня 

аллельной нагрузки этой мутации в сцДНК среди различных групп (SS, MS RO-, MS RO+) BRAF-

позитивных пациентов, чтобы определить, зависит ли её уровень от системности заболевания. 

Результаты представлены на Рисунке 2.  
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Рисунок 2 – Значения аллельной нагрузки 

мутации BRAF V600E в инициальных (взятых 

до начала терапии) образцах сцДНК плазмы 

крови у BRAF-позитивных пациентов с 

различной системностью заболевания. 

Так, в группе SS аллельная нагрузка в 

образцах с мутацией была низкой (0,11; 0,68), 

в группе MS RO- аллельная нагрузка 

возрастала (М = 0,89; 0,13 – 11,84), а в группе 

MS RO+ оказалась самой высокой (М = 5,31; 

0,16 – 51,82) (р<0,0001, критерий Краскела-

Уоллеса) 

 

Так как потенциально с помощью жидкостной биопсии можно определить основную 

драйверную мутацию, с целью проверки возможности применения жидкостной биопсии вместо 

стандартной были отобраны пациенты, у которых инициальное исследование до начала терапии 

проводилось и в образцах FFPE, и в сцДНК методом цкПЦР. Результаты сравнения методов 

представлены в Таблице 2. 

 

Таблица 2 – Сравнение выявляемости мутации BRAF V600E при инициальной диагностике с помощью 

жидкостной или стандартной биопсии (N=62). Выделенные желтым ячейки показывают расхождения 

в полученных разными методами результатах 

 

 

По результатам данного исследования можно сказать, что анализ сцДНК с использованием 

цкПЦР подтвердил возможность применения жидкостной биопсии в качестве альтернативы 

стандартной, так как в 92% (57 из 62) проанализированных случаев BRAF статус в сцДНК и в биоптате 

совпадал, ещё в 6% случаев (4 из 62) с помощью жидкостной биопсии удалось выявить мутацию, не 

детектируемую при анализе обычного биоптата. Это объясняется разной чувствительностью методов 

определения мутации, а также тем, что при проведении биопсии (особенно очагов с высокой 

инфильтрацией нормальными клетками) может произойти недостаточный захват опухолевых 

мутантных клеток, в то время как жидкостная биопсия может более точно отражать общий 

мутационный статус пациента. 

Для более глубокого изучения системности и патогенеза заболевания помимо анализа сцДНК 

на этапе диагностики BRAF V600E, у 71 пациента была проведена оценка наличия мутации в 

популяции миелоидных предшественников костного мозга (CD34+ CD117+), так как данная 
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популяция, согласно актуальной теории патогенеза заболевания, является источником 

патологического клона. Результаты исследования инициальных образцов представлены на Рисунке 3.  
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Рисунок 3 – Количество положительных 

(BRAF V600E) и отрицательных (отсутствие 

мутации) образцов популяции миелоидных 

предшественников у пациентов с разной 

системностью заболевания до начала терапии 

 

Примечание: наибольшее количество 

образцов с детектируемой мутацией было 

выявлено в группе MS RO+ – 68% (30 из 44), в 

группе MS RO- –  28% (7 из 25), в группе SS 

мутация в миелоидных предшественниках не 

была обнаружена (0 из 4) 

 

Наличие мутации BRAF V600E в популяции CD34+ CD117+ также ассоциировано с более 

тяжелым и распространенным течением заболевания (p= 0,0004; точный тест Фишера). Следует 

отметить, что выявление мутации BRAF V600E не всегда соотносится с клинически определяемым 

поражением костного мозга – у пациентов MS RO- мутацию в миелоидных предшественниках 

обнаружили у 7 из 25 человек. Эти результаты подтверждают современное понимание патогенеза ГКЛ: 

активирующая мутация обнаруживается на уровне миелоидных стволовых клеток, независимо от 

распространенности заболевания (Xiao et al., 2020).  

С целью наглядного сравнения методов определения мутации, а также принимая во внимание 

то, что определение её аллельной нагрузки в популяции миелоидных предшественников является 

контрольной точкой МОБ в апробационном протоколе NCT03585686, было проведено сравнение 

эффективности выявления мутации в популяции CD34+ с помощью секвенирования по Сенгеру и 

цкПЦР для 29 пациентов. Методом секвенирования по Сенгеру только у 2 пациентов из 29 (7%) 

инициально была обнаружена мутация BRAF V600E, причем оба пациента входили в группу MS RO+. 

Результаты анализа тех же образцов с помощью цкПЦР отличаются - у 12 пациентов (41%) была 

обнаружена искомая мутация, включая двух пациентов, у которых мутация была обнаружена методом 

секвенирования по Сэнгеру. Таким образом, метод цкПЦР обладает значимо более высокой 

диагностической эффективностью (p=0,006, z-критерий Фишера).   

В итоге, по результатам инициального исследования группы пациентов с ГКЛ, доля пациентов, 

имеющих мутацию BRAF V600E, составила 46% (105 из 230) (Рисунок 4). 

Полученные результаты свидетельствуют о том, что наличие мутации BRAF V600E 

ассоциировано с более тяжелым и распространенным течением заболевания (p<0,0001; точный тест 

Фишера). При этом ассоциация наличия мутации с большей системностью заболевания сохраняется 
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при анализе различных видов биоматериала, в том числе сцДНК и отсортированной популяции 

миелоидных предшественников КМ.   
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Рисунок 4 – Количество пациентов с разной 

системностью заболевания с положительным (BRAF 

V600E) и отрицательным (отсутствие мутации) 

BRAF статусом при инициальном исследовании.  

Доля образцов с мутацией среди пациентов с 

моносистемным поражением составила 27%, в то 

время как у пациентов с мультисистемными 

поражениями их доля оказалась выше: 37% и 74% 

для MS RO- и MS RO+ соответственно 

Выявление драйверных мутаций, отличных от V600E, с помощью таргетной NGS панели 

Для дальнейшего молекулярно-генетического профилирования пациентов с ГКЛ использовали 

постановку кастомной таргетной NGS панели (N=80). У 11 пациентов биоматериал был 

недостаточного для постановки NGS качества. Было отмечено, что у всех этих пациентов НК 

выделялась из костного материала. Зачастую такой биоматериал непригоден для анализа (что можно 

объяснить особенностями пробоподготовки FFPE из костной ткани). Эффективность панели составила 

79,7% (у 55 пациентов из 69 отсеквенированных удалось выявить драйверный вариант). Стоит 

отметить, что использование в методике пробоподготовки библиотек и последующей 

биоинформатической обработки данных баркодов уникальных молекул (UMI) обладает рядом 

преимуществ по сравнению со стандартными алгоритмами, направленными на поиск генетических 

вариантов без их учёта. Так как аллельная нагрузка мутации в образцах ГКЛ может быть крайне 

низкой, очень важно отличать ложноположительные результаты (возникающие вследствие ошибок 

секвенирования или контаминации) от истинно положительных результатов с низким VAF. В случае 

секвенирования без использования UMI все значимые генетические находки с низким VAF 

необходимо подтверждать, например, с помощью глубокого секвенирования целевого ПЦР 

фрагмента, либо с помощью цкПЦР со специфичными к данному варианту флуоресцентными 

зондами.  

Несмотря на то, что в постановку NGS брали образцы, в которых BRAF V600E при инициальном 

исследовании не выявлялся, анализ NGS данных показал, что данная мутация может встречаться в 

очагах гистиоцитарных поражений в очень низком количестве (1-2%), при медиане глубины 

прочтения 8269х и подтвержденным с учетом UMI истинно положительным статусом. По итогам NGS 

постановки BRAF V600E выявили ещё у 7 пациентов. Данное наблюдение говорит о необходимости 

использования наиболее чувствительных методов для выявления мутаций при ГКЛ. В случае BRAF 

V600E альтернативным методом может служить цкПЦР. Помимо BRAF V600E, с помощью NGS у 
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одного пациента была обнаружена мутация BRAF V600A. Данная замена также классифицируется как 

вариант с высокой клинической значимостью, так как таргетный препарат вемурафениб действует на 

все замены 600 кодона BRAF. 

Вторым наиболее частым драйверным событием в гене BRAF оказались делеции в 12 экзоне 

(N=18) – c.1458_1472del, c.1457_1471del, c.1455_1469del. Данные мутации затрагивают β3-αC – домен, 

который координирует движения двух структурных элементов белка BRAF, необходимых для 

активации киназы (Chakraborty et al., 2016). Данные молекулярные находки имеют большое значение 

для определения дальнейшей тактики лечения, так как известно, что пациенты с мутациями в 12 экзоне 

BRAF не отвечают на таргетные BRAF-ингибиторы, несмотря на то, что драйверная мутация 

затрагивает один и тот же ген. Стоит отметить, что у двух пациентов с данной мутацией при первичном 

биоинформатическом анализе данных, мутация не была обнаружена, однако, при анализе данных в 

геномном браузере IGV делеция визуализировалась в низком проценте ридов (0,7% и 9%, при глубине 

прочтения 3140х и 4618х соответственно) и являлась достоверной с учетом UMI. Это объясняется 

высокими примесями нормальных клеток иммунной системы в очагах гистиоцитарных поражений.  

Также наиболее распространенными оказались мутации в гене MAP2K1 (N=23) (делеции без 

сдвига рамки считывания во 2 или 3 экзонах, а также точечные миссенс замены во 2 экзоне – 

c.159_173del, c.173_187del, c.171_185del, c.168_182del, c.169_183del, c.167_181del, c.165_179del, 

c.303_308del, c.314_319del, c.167A>C,). Все данные мутации описаны в научной медицинской 

литературе при гистиоцитозе из клеток Лангерганса. Они локализованы в киназном домене белка и 

оказывают активирующее влияние на его функцию (Brown et al., 2014). Так как мутации в гене 

MAP2K1 являются вторыми по частоте после мутаций гена BRAF, при инициальном исследовании до 

проведения NGS некоторым пациентам помимо установления статуса BRAF также исследовали 2 и 3 

экзоны MAP2K1 методом прямого секвенирования по Сенгеру. В том числе, двум пациентам с 

обнаруженной с помощью NGS мутацией MAP2K1 было проведено инициальное секвенирование по 

Сенгеру, которое, однако, мутацию не выявило. По результатам NGS, медиана аллельной нагрузки 

мутаций в гене MAP2K1 составила 5% (1-15%), что объясняет невыявляемость данной мутации 

методом секвенирования по Сенгеру, и подчёркивает необходимость поиска мутаций в данном гене 

именно с помощью таргетного высокопроизводительного секвенирования.  

Кроме того, были выявлены и описаны редкие для гистиоцитоза молекулярные события. 

Например, дупликация в сайте сплайсинга 12 экзона BRAF c.1511_1517 + 2dup, доказанно влияющая 

на фосфорилирование ERK сигнального пути. Согласно анализу литературных данных, выявленный 

вариант является всего третьим случаем обнаружения такой мутации в мире. В статье Héritier et al., 

2017 описаны 2 случая моносистемного ГКЛ с поражением костей. У пациента из нашей выборки 

также наблюдались множественные мультифокальные костные поражения. Важно отметить, что 

пациенты с данным вариантом не отвечают ни на таргетный ингибитор BRAF вемурафениб, ни на 
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MEK- ингибиторы. Фосфорилирование сигнального пути ERK при данной мутации удалось снизить 

только с помощью ингибитора BRAF нового поколения - PLX8394. 

Оставшиеся выявленные мутации в генах HRAS c.37G>A , NRAS c.181C>A, KRAS c.35G>T, 

c.183A>C, несмотря на то, что являются хорошо изученными и часто встречающимися при различных 

злокачественных новообразованиях вариантами, носят единичный характер в контексте патогенеза 

ГКЛ, в связи с чем классифицируются как варианты с потенциально предиктивным значением. 

Итоговое распределение драйверных мутаций в исследуемой выборке пациентов представлено на 

Рисунке 5. 

 

Рисунок 5 – выявленные в данной 

выборке драйверные соматические 

мутации. Группе пациентов (56 

человек) NGS не проводилось. В 

данной группе по результатам 

инициального исследования 

мутация BRAF V600E обнаружена 

не была, однако в дальнейшем 

постановка NGS не проводилась 

(ввиду низкого качества 

выделенной из блока ДНК (N=11), 

а также недоступности 

опухолевого биоматериала (N=45)) 

 

Поиск химерных транскриптов с помощью таргетного РНК-секвенирования 

Пациентам, у которых методом высокопроизводительного секвенирования ДНК драйверная 

мутация обнаружена не была, был проведен поиск химерных транскриптов методом 

высокопроизводительного секвенирования РНК с помощью таргетной панели TruSight RNA Fusion 

Panel (Illumina, США) (N=12). Следует учитывать, что наличие химерных транскриптов при 

гистиоцитозах описывается как крайне редкое явление (Kemps et al., 2022; Chakraborty et al., 2016), и 

их выявление может быть ограничено несколькими факторами. Во-первых, число исследованных 

пациентов невелико ввиду редкости заболевания и довольно эффективной выявляемостью 

соматического драйвера секвенированием ДНК. Во-вторых, РНК-секвенирование требует 

биоматериала высокого качества, так как его деградация или низкое количество может существенно 

повлиять на результаты.  

В исследуемой выборке пациентов с ГКЛ у трёх пациентов были обнаружены перестройки, 

затрагивающие ген ALK, что подтверждает значимость РНК-секвенирования в молекулярной 

диагностике ГКЛ. У одного пациента с мулитисистемным ГКЛ реаранжировка ALK была ранее 

выявлена цитогенетически (методом FISH), после чего подтверждена с помощью секвенирования РНК 

– была выявлена перестройка KIF5B::ALK. Исходя из полученных данных, а также согласно 

публикации P. Kemps et. al., 2022, ALK-реаранжировки являются одними из наиболее 
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распространенных среди редких перестроек у пациентов с ГКЛ, а также имеют важное клиническое 

значение. В связи с этим, возможно, целесообразно проводить первичную оценку наличия ALK-

реаранжировок с использованием метода FISH, который является более доступным и рутинным 

диагностическим инструментом, позволяющим быстро идентифицировать пациентов, потенциально 

чувствительных к ингибиторам ALK. 

Анализ генотип-фенотипических корреляций 

Молекулярно-генетический анализ показал, что среди пациентов с ГКЛ наиболее часто 

встречались драйверные мутации BRAF V600E, миссенс-мутации или делеции без сдвига рамки 

считывания во 2 и 3 экзонах гена MAP2K1, а также делеции без сдвига рамки считывания в 12 экзоне 

гена BRAF. Для дальнейшего анализа клинических особенностей заболевания было проведено 

сравнение между этими тремя группами пациентов. 

Статистически значимые различия в системности поражения выявлены при сравнении групп 

пациентов с мутацией BRAF V600E и с делециями в 12 экзоне гена BRAF, а также между пациентами 

с мутациями BRAF V600E и MAP2K1 (p=0,005 и p=0,017 соответственно). В то же время, между 

группами с делециями в 12 экзоне BRAF и мутациями в MAP2K1 значимых различий не наблюдается 

(p=0,611) (Рисунок 6). 

Cреди указанных трёх групп пациентов с различными драйверными мутациями также 

проводили попарное сравнение клинических проявлений – поражение кожи, костей и лёгких (Рисунок 

7). 

Мутация BRAF V600E значимо чаще вызывает кожные поражения в сравнении с группой 

пациентов с мутациями MAP2K1 (p=0,031). При анализе данных по наличию костных поражений и 

поражению лёгких статистически значимых различий между группами выявлено не было. 

 

Рисунок 6 – Системность 

поражения при различных 

мутациях, характерных для 

ГКЛ. Всего 153 пациента, из 

них BRAF V600E – 112 

человек, BRAF делеции 12 

экзона – 18 человек, MAP2K1 

– 23 человека. *точный тест 

Фишера с поправкой 

Бонферрони-Холма  
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Рисунок 7 – Поражения кожи (А), костей (Б) и 

лёгких (В) у пациентов с ГКЛ и разными 

драйверными мутациями. *точный тест Фишера 

с поправкой Бонферрони-Холма 

 

Мониторинг аллельной нагрузки мутации BRAF V600E в сцДНК и популяции 

миелоидных предшественников 

Явным преимуществом использования сцДНК в качестве биоматериала является то, что забор 

крови представляет собой малоинвазивную процедуру, которую можно проводить в любое время, что 

позволяет осуществлять динамическое наблюдение за молекулярными изменениями в очагах 

поражения. Согласно исследованиям Donadieu et al., 2019 аллельная нагрузка BRAF V600E в сцДНК 

связана с исходной тяжестью заболевания и прогрессивно снижается в ходе терапии, что открывает 

возможности для использования данного показателя в качестве биомаркера МОБ. В рамках 

апробационного протокола NCT03585686 было предусмотрено 8 точек мониторинга этого показателя, 

а также был выполнен мониторинг аллельной нагрузки после окончания лечения (Рисунок 8). В 

инициальной точке медиана аллельной нагрузки в сцДНК среди пациентов MS RO+ (22 пациента из 

30) составила 5,76% (0,56–30,91%), тогда как в группе MS RO- медиана была значительно ниже и 

составила 1,25% (0–8,6%), (p=0,006). Снижение аллельной нагрузки в сцДНК отражало эффективность 

терапии вемурафенибом: медиана аллельной нагрузки BRAF V600E в сцДНК на 28-й день составила 

1,4% (0–9,56%) и 0,06% (0–2,78%) в группах MS RO+ и MS RO- соответственно, а изменение 

A Б 

В 
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аллельной нагрузки в группе MS RO+ составила 4,54% (-5.9% – 27.74%), в группе MS RO-  0,95% (0% 

– 5,82%). Полученные данные говорят о том, что аллельная нагрузка значимо снижается в обеих 

группах (p <0,001 и p=0,018 соответственно), в то же время пациенты из группы MS RO- после 

индукционной фазы протокола имеют более низкую аллельную нагрузку мутации по сравнению с 

группой RO+ (p=0,01). Эффективность индукционной фазы протокола также отражалась и по шкале 

активности заболевания DAS. Так, в группе пациентов MS RO+ медиана DAS до начала протокола 

составила 15 (6-24), в группе MS RO – 4 (1-6) (p<0,001). После индукции вемурафенибом, помимо 

снижения аллельной нагрузки мутации, также снижался и показатель DAS, однако при этом 

показатель все ещё оставался выше в группе MS RO+: – 2 (0-2) и 0 (0-1) в группе MS RO- (p=0,037). 

После 3 курсов Ara-C + 2-CdA (перед первым курсом монотерапии 2-CdA) показатели МОБ 

снизились у всех пациентов. В группе MS RO+ снижение составило 5,47% (0,5% -30,57%), в группе 

MS RO- 1,4% (0% - 8,04%), (p <0,001 и p = 0,018 соответственно). Таким образом, после этапа 

интенсивной химиотерапии значимых различий по показателю аллельной нагрузки BRAF V600E в 

сцДНК между группами не наблюдалось – в группе MS RO+ медиана составила 0,13% (0–1,24%), в 

группе MS RO- - 0% (0–0,56%), (p= 0,2). Показатели DAS составили 0 баллов у всех пациентов. 

 

Рисунок 8 – Мониторинг 

аллельной нагрузки 

мутации BRAF V600E в 

сцДНК у пациентов на 

протоколе NCT03585686  
 

 

Однако, несмотря на высокую эффективность, терапия вемурафенибом не является 

излечивающей, о чем свидетельствуют литературные данные (Evseev et al., 2021), а также тот факт, 

что в результате терапии у многих пациентов аллельная нагрузка снижается, но не всегда достигает 

нуля и продолжает персистировать на низком уровне. Выделяется пациент номер 7, у которого после 

завершения протокола сохранялась относительно высокая аллельная нагрузка мутации. Данный 

пациент оказался единственным, развившим системный рецидив с вовлечением органов риска после 

окончания терапии по протоколу. В то же время, остаточная персистенция аллельной нагрузки в 

сцДНК не всегда указывает на рецидив заболевания, поскольку низкий уровень аллельной нагрузки 

мутации после завершения терапии может поддерживаться за счет оставшихся патологических клеток 
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в тканях или клеток гемопоэза, не вовлеченных в патогенез заболевания (например, T-лимфоцитов). 

Наличие таких клеток не обязательно ведет к системному рецидиву заболевания. В связи с этим, 

однозначных клинических критериев – показателей возможного рецидива по значению аллельной 

нагрузки в сцДНК пока установить невозможно.  

При этом вопрос безопасной отмены таргетного препарата является наиболее актуальным, в 

связи с нежелательными эффектами продолжительного приема вемурафениба. Например, так 

называемое переключение клеточных линий – рост аллельной нагрузки в лимфоидной популяции 

CD3+. Патогенетическая значимость этого явления пока не определена, ведь мутантные CD3+ клетки 

напрямую не задействованы в известных механизмах патогенеза заболевания (Milne et al., 2023). Среди 

нежелательных эффектов длительного приема вемурафениба наибольшие опасения вызывают 

поражения ЦНС, развивающиеся вследствие способности оставшихся патологических макрофагов 

проникать через ГЭБ (Wilk et al., 2023). Наиболее точным показателем наличия остаточного 

патологического клона является определение аллельной нагрузки мутации в популяции миелоидных 

предшественников CD34+CD117+ костного мозга. Кроме того, принимая во внимание современную 

концепцию патогенеза заболевания, и тот факт, что системный рецидив может возникнуть из 

оставшегося патологического клона в костном мозге, мониторинг МОБ в данной популяции может 

являться многообещающим биомаркером. В апробационный протокол NCT03585686 было включено 

3 пункции КМ – инициально, перед поддерживающими блоками моно-2-CdA и после окончания 

протокола. По аналогии с уровнем аллельной нагрузки в сцДНК, у всех пациентов после приема 

вемурафениба аллельная нагрузка и DAS резко снижались в обеих группах: в инициальной точке 

медиана аллельной нагрузки в миелоидных предшественниках в группе пациентов MS RO+ составила 

– 0,83% (0–7,54%). В группе MS RO- медиана аллельной нагрузки была ниже и составила 0,05% (0–

0,98%) (p=0,009). Как и в случае мониторинга МОБ в сцДНК, уровень аллельной нагрузки мутации в 

популяции миелоидных предшественников снижался после трех курсов Ara-C 2-CdA – изменение 

аллельной нагрузки в группе MS RO+ составило 0,79% (0%–7,54%), (p<0,001); в группе MS RO-, 

однако, изменения были не значимы 0,1% (0%–0,88%), (p=0,05), что объясняется инициально низким 

уровнем нагрузки в данной группе. В итоге аллельная нагрузка после блоков интенсивной 

химиотерапии составила 0% (0–0,2%) в группе MS RO+ и 0% (0–0,1%) в группе MS RO-, статистически 

значимых различий между двумя группами не наблюдалось (р>0,9). По окончанию протокола у 

большинства пациентов удалось достичь показателя аллельной нагрузки 0, либо крайне низких 

значений. Пациент 7, после завершения протокола имевший самую высокую аллельную нагрузку в 

сцДНК, также имел самый высокий показатель в популяции миелоидных предшественников (Рисунок 

9).  

Так как оба показателя (аллельная нагрузка и DAS) отражали эффективность проводимой 

терапии, было сделано предположение о корреляции их изменений (между инициальной точкой и 

перед моно 2-CdA №1). Корреляционный анализ не показал значительной связи между снижением 
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DAS и снижением аллельной нагрузки в сцДНК или популяции миелоидных предшественников между 

инициальной точкой протокола и точкой перед моно-2CdA №1 (коэффициент корреляции Пирсона 

составил 0,26 и 0,4 соотвтетсвенно). Этот результат может быть обусловлен тем, что воспалительный 

компонент, играющий ключевую роль в патогенезе ГКЛ, в значительной степени поддерживается 

клетками без мутации, инфильтрирующими очаги поражения. Таким образом, даже небольшое 

количество мутантных клеток (и, соответственно, не самый высокий уровень аллельной нагрузки) 

могут приводить к выраженным клиническим проявлениям и высоким показателям DAS. 

Следовательно, шкала DAS и аллельная нагрузка отражают различные патофизиологические аспекты 

заболевания, что может объяснить отсутствие выраженной корреляции между ними. 

 

Рисунок 9 – Мониторинг аллельной 

нагрузки мутации BRAF V600E в 

популяции миелоидных 

предшественников у пациентов на 

протоколе NCT03585686 

 

 

 Итоги выполнения диссертационного исследования 

В результате данной работы была отобрана, охарактеризована и профилирована по 

молекулярному статусу большая группа пациентов с ГКЛ (230 пациентов), а также был разработан 

алгоритм последовательного молекулярно-генетического анализа пациентов с ГКЛ, представленный 

на Рисунке 10.  

Кроме того, было показано, что изменения аллельной нагрузки BRAF V600E в сцДНК или 

миелоидных предшественниках костного мозга отражают эффективность проводимой терапии (в 

частности, эффект от приема таргетного препарата вемурафениба). Включение разработанной 

методики оценки МОБ в более широкий круг клинических протоколов лечения позволит валидировать 

её клиническое значение и уточнить пороговые показатели аллельной нагрузки, при которых можно 
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безопасно прекратить терапию. Это, в свою очередь, повысит персонализированность подходов в 

лечении и улучшит прогноз для пациентов. 

 

Рисунок 10 – Алгоритм 

молекулярно-генетической 

диагностики гистиоцитоза из 

клеток Лангерганса 

Для пациентов, у которых не обнаружена мутация BRAF V600E, была разработана собственная 

кастомизированная таргетная NGS панель, являющаяся эффективным методом для молекулярно-

генетического анализа образцов пациентов, у которых при инициальном исследовании мутация BRAF 

V600E выявлена не была. Данная панель фокусируется на наиболее патогенетически значимых для 

ГКЛ генах, а более таргетное секвенирование с большой глубиной прочтения особенно важно при 

поиске соматического драйвера ГКЛ ввиду зачастую низкой аллельной нагрузки мутации. В 

результате анализа данных панели удалось охарактеризовать группу BRAF-негативных пациентов, 

выявить как довольно частые для гистиоцитоза варианты (делеции 12 экзона BRAF, варианты во 2 и 3 

экзонах MAP2K1), так и редко встречающиеся при ГКЛ патогенные варианты в KRAS, HRAS, NRAS. В 

результате применения совокупности методов молекулярно-генетической диагностики в 

представленной выборке пациентов у 70% пациентов (160 из 230) удалось выявить драйверный 

вариант, в том числе и перестройки ALK методом секвенирования РНК. Кроме того, проведённая 

работа позволила впервые описать генотип-фенотипические корреляции у российских пациентов с 

различными драйверными мутациями при ГКЛ. Помимо ключевой значимости при назначении 

таргетной терапии выявление соматического драйвера и его корреляций с определенными типами 

гистиоцитарных поражений может помочь в стратификации пациентов по группам риска, а также для 

поиска новых потенциальных маркеров МОБ.  

ВЫВОДЫ 

1. Цифровая капельная ПЦР является наиболее эффективным методом определения 

мутации BRAF V600E у пациентов с ГКЛ, так как метод обладает более высокой диагностической 

чувствительностью по сравнению с секвенированием по Сенгеру, а также способен выявлять даже 

крайне низкие значения аллельной нагрузки мутации.  

2. Использование сцДНК для оценки аллельной нагрузки мутации BRAF V600E методом 

цкПЦР на этапе диагностики продемонстрировало высокую конкордантность (98%) со стандартными 

методами выявления мутации в FFPE, что подтверждает возможность применения данного подхода в 
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качестве альтернативы инвазивной биопсии для инициального определения BRAF статуса у пациентов 

с ГКЛ. 

3. Разработанная методика мониторинга аллельной нагрузки в различных видах 

биоматериала (сцДНК из плазмы крови; ДНК из отсортированных популяций миелоидных 

гемопоэтических предшественников костного мозга) эффективна для оценки данного показателя как 

биомаркера активности ГКЛ и эффективности проводимой терапии. Снижение аллельной нагрузки в 

сцДНК отражает эффективность терапии вемурафенибом - медиана изменения аллельной нагрузки в 

группе MS RO+ составила 4,54%, в группе MS RO-  0,95%. После 3 курсов Ara-C + 2-CdA (перед моно 

2-CdA №1) показатели также снизились – в группе MS RO+ снижение составило 5,47%, в группе MS 

RO- 1,4%. Уровень аллельной нагрузки мутации в популяции миелоидных предшественников также 

снижался после трех курсов Ara-C 2-CdA – изменение аллельной нагрузки в группе MS RO+ составило 

0,79%, в группе MS RO- 0,1%. 

4. Диагностическая эффективность разработанной кастомной таргетной NGS панели, 

фокусирующейся на патогенетически значимых для ГКЛ генах, составила 79,7%. С помощью данной 

панели были выявлены как более частые для ГКЛ драйверные мутации, отличные от BRAF V600E (23 

пациента с вариантами в MAP2K1, 18 пациентов с делециями 12 экзона BRAF), так и редкие для ГКЛ 

варианты (например, дупликация в сайте сплайсинга 12 экзона BRAF, или часто встречающиеся при 

других злокачественных новообразованиях варианты в HRAS, NRAS, KRAS). В результате 

секвенирования РНК у трёх пациентов была обнаружена перестройка KIF5B::ALK. 

5. Проведённый анализ генотип-фенотипических корреляций показал, что мутация BRAF 

V600E ассоциирована с более системным течением гистиоцитоза с вовлечением органов риска, а также 

преобладает у пациентов с кожными поражениями.  

6. Последовательная молекулярно-генетическая диагностика ГКЛ должна включать 

инициальное определение BRAF статуса (наличие или отсутствие мутации BRAF V600E наиболее 

чувствительным методом цкПЦР). В случае обнаружения мутации BRAF V600E, следует проводить 

мониторинг её аллельной нагрузки для оценки эффективности терапии. В случае BRAF 

отрицательного статуса, поиск соматического драйвера целесообразно проводить методом таргетного 

высокопроизводительного секвенирования с большой глубиной прочтения. При невыявлении 

драйверных вариантов по результатам таргетного ДНК секвенирования, дальнейший поиск можно 

продолжить с помощью секвенирования РНК.  

ПРАКТИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ 

1. При первоначальной оценке статуса BRAF у пациентов с гистиоцитозом из клеток 

Лангерганса необходимо использовать высокочувствительные методы, такие как цифровая капельная 

ПЦР из-за зачастую низкого содержания мутантных клеток в образцах. 
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2. Жидкостная биопсия является альтернативой стандартной биопсии, что позволяет 

избежать инвазивных процедур. Однако, в случаях локализованных моносистемных монофокальных 

поражений результаты следует дополнительно верифицировать стандартной биопсией. 

3. В рамках разработки новых терапевтических протоколов следует оценивать 

эффективность лечения с помощью мониторинга аллельной нагрузки как в сцДНК, так и в популяции 

миелоидных предшественников костного мозга, которые могут быть источником патологического 

клона.  

 4. Пациентам без мутации BRAF V600E необходимо продолжить поиск драйверной 

соматической мутации с помощью таргетного высокопроизводительного секвенирования с большой 

глубиной прочтения. В качестве биоматериала не рекомендуется использовать костную ткань. При 

анализе данных следует учитывать вероятно низкую аллельную нагрузку мутации и подтверждать 

истинность генетических находок либо с помощью баркодов UMI, либо альтернативными методами.  

5. В случае невыявления мутации с помощью таргетного секвенирования ДНК, поиск 

драйверного события должен быть продолжен с помощью РНК секвенирования.  
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распространяющаяся фибросаркома, изоформа В); CD – cluster of differentiation (кластер 

дифференцировки); DAS - Disease Activity Score (индекс активности заболевания); MAPK - mitogen-

activated protein kinase (митоген-активируемая протеинкиназа); MS RO- - мультисистемные поражения 

без вовлечения органов риска; МS RO+ - мультисистемные с поражением органов риска; NGS – Next 

Generation Sequencing (секвенирование нового поколения); SS – моносистемные поражения; UMI - 

Unique Molecular Identifier (баркоды уникальных молекул); VAF – variant allele frequency (частота 

альтернативного аллеля) 

 

 

 

 

 

 

 


