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Анализ микросателлитной нестабильности (MSI – microsatellite instability) является рутинным исследованием в диагно
стике солидных опухолей. Стандартом определения MSI служит пентаплексная панель мононуклеотидных повторов: 
NR-21, NR-24, NR-27, BAT-25, BAT-26. Факт наличия MSI устанавливается на основании различий длины маркеров в опу
холевой и здоровой тканях, однако в силу квазимономорфного характера стандартных мононуклеотидных локусов по
явление опухолевых ПЦР-продуктов может быть идентифицировано без исследования парных образцов и использование 
контроля в диагностике MSI-позитивных солидных опухолей на настоящий момент не считается строго необходимым. 
Значение феномена MSI при гемобластозах исследовано недостаточно. В работе представлены результаты анализа 
MSI при В-клеточных лимфомах: фолликулярной лимфоме (ФЛ), диффузной В-клеточной крупноклеточной лимфоме 
(ДВККЛ), В-клеточной лимфоме высокой степени злокачественности (HGBL). Показано, что аберрации мононуклео
тидных маркеров имеют место при перечисленных нозологиях, однако их характер не соответствует классическим 
проявлениям MSI при солидных новообразованиях. Этот факт требует дальнейшего изучения с позиций уточнения па
тогенеза подобных генетических нарушений. Ввиду возможности неоднозначной трактовки результатов исследования 
MSI при ранее не охарактеризованных заболеваниях строгое соблюдение методологии параллельного анализа опухолевой 
ткани и контрольного образца представляется обязательным.
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Analysis of microsatellite instability (MSI) is a routine study in the diagnostics of solid malignancies. The standard for determining 
MSI is a pentaplex PCR panel of mononucleotide repeats: NR-21, NR-24, NR-27, BAT-25, BAT-26. The presence of MSI is 
established based on differences in the length of markers in the tumor tissue and in the control, but due to the quasimonomorphic 
nature of standard mononucleotide loci the use of a control sample is not necessary in the diagnosis of MSI-positive solid tumors. 
The significance of the MSI phenomenon in oncohematology has not been established. This paper presents the results of a study 
of MSI in B-cell lymphomas: follicular lymphoma (FL), diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL), high-grade B-cell lymphoma 
(HGBL). We have shown that aberrations of mononucleotide markers occur in these diseases, but the nature of the changes does not 
correspond to the classical MSI in solid neoplasms. This fact requires further study of the pathogenesis of such genetic disorders. 
Due to the possibility of ambiguous interpretation of the results of the MSI study for previously uncharacterized diseases, strict 
compliance with the methodology of parallel analysis of the tumor tissue and the control sample is mandatory.
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Введение. В современной онкологической практике 
анализ микросателлитной нестабильности (MSI – mic-
rosatellite instability), генетических нарушений микро-
сателлитов, или коротких тандемных повторов (STR – 
short tandem repeats), является рутинным исследованием, 
включенным в клинические рекомендации по ведению 
пациентов с раком толстой кишки [1]. Феномен MSI яв-
ляется уникальной особенностью группы больных на-
следственным неполипозным колоректальным раком, 
или синдромом Линча [2-3], для которого характерен 
дефицит белков комплекса репарации неспаренных ну-
клеотидов (MMR – mismatch repair) [4], обусловленный 
сочетанием врожденных гетерозиготных мутаций соот-
ветствующих генов и соматической инактивации вто-
рого аллеля в опухолевых клетках [5, 6]. Генетический 
профиль, впервые описанный для новообразований при 
синдроме Линча, также выявлен при ряде спорадиче-
ских опухолей ЖКТ [7] и при некоторых опухолях ино-
го гистогенетического происхождения, в частности, при 
раке эндометрия [8], раке предстательной железы [9] и 
др. Необходимость проведения анализа MSI солидных 
новообразований определена его клиническим значени-
ем, как метода стратификации пациентов с перечислен-
ными нозологиями и выбора их последующей терапии. 
На примере колоректального рака доказана строгая ас-
социация MSI с особенностями локализации первичной 
опухоли, морфологической картиной биоптата, низким 
риском метастазирования, благоприятным прогнозом 
выживаемости больных и высокой эффективностью 
противоопухолевых препаратов из группы ингибиторов 
иммунных контрольных точек [10, 11]. Подобные же 
зависимости прослеживаются и для пациентов с раком 
эндометрия [12].

Система MMR включает в себя несколько ключе-
вых компонентов, из которых ферменты MLH1, MSH2, 
MSH6, PMS2 регулируют репарацию коротких участков 
некомплементарности ДНК [13]. Функциональный де-
фицит именно этих белков встречается наиболее часто 
при MSI-позитивных опухолях и выражается преиму-
щественно в аберрациях мононуклеотидных повторов. 
Первая широко признанная методика лабораторной диа-
гностики MSI была предложена в 1997 году и извест-
на как панель Bethesda [14]. Ее оригинальная редакция 
предполагает определение 5 микросателлитных марке-
ров (BAT-25, BAT-26, D5S346, D2S123, D17S250), из ко-
торых только два являются мононуклеотидными. Более 
высокая специфичность коротких микросателлитов, до-
казанная в ряде исследований [15, 16], обусловила соз-
дание диагностической панели MSI из пяти мононукле-
отидных локусов (NR-21, NR-24, NR-27, BAT-25, BAT-
26), которая на настоящий момент является стандартом 
верификации MSI [17].

Технически стандартный анализ MSI заключается 
в специфической амплификации последовательностей 
мононуклеотидных повторов методом мультиплекс-
ной ПЦР с последующим фрагментным анализом 
смеси ПЦР-продуктов методом капиллярного гель-
электрофореза. Различие длин амплифицированных 
участков при сравнении материала опухолевой ткани 
и контроля (как правило, клеток периферической кро-
ви того же пациента) расценивается как признак неста-
бильности по вовлеченному локусу. Мононуклеотидные 
маркеры диагностической панели MSI являются ква-
зимономорфными [18], что означает высокую степень 
однотипности внешнего вида комплекса ПЦР-продуктов 
на электрофореграммах при подлежащем истинном ге-
нетическом разнообразии в силу гетерозиготного на-
следования аллельных вариантов микросателлитных 
повторов. Возможность существования подобного 
феномена обусловлена двумя причинами. Во-первых, 
спектр длин наиболее частых в популяции аллелей диа-
гностических мононуклеотидных маркеров ограничен 
узким диапазоном в пределах 5-6 нуклеотидов, или ква-
зимономорфным интервалом [17]. Во-вторых, ампли-
фикация микросателлитной ДНК методом ПЦР сопро-
вождается обязательным артефактом, формированием 
ложных пиков амплификации, или “stutter bands” (SB) 
[17], вызванным “соскальзыванием” ДНК-полимеразы 
со “сложной” матрицы, распадом репликационной вил-
ки и продолжением нового синтеза после некорректного 
спаривания цепей со сдвигом на кратное число монону-
клеотидных мономеров [19]. В результате внешний вид 
электрофореграммы множественных ПЦР-продуктов 
напоминает нормальное распределение длин, среднее 
которого примерно соответствует длине истинных алле-
лей. В подобной ситуации определение факта гомо- или 
гетерозиготного носительства и различение отдельных 
аллельных вариантов практически лишено смысла из-за 
подавляющего фона SB. 

Согласно результатам многочисленных исследо-
ваний [15, 17, 20, 21], при MSI-позитивных опухолях 
длины опухолевых ПЦР-продуктов выходят за границы 
квазимономорфного интервала, что делает диагности-
ку MSI возможной, несмотря на наличие артефакта. На 
этом основании рядом авторов [15, 17, 20] предполага-
лась целесообразность анализа MSI только материала 
опухоли без определения микросателлитного профиля 
контрольной ткани, что может быть особенно значимым 
при доступности только архивного материала, напри-
мер, в практике работы консультативных центров, тер-
риториально разобщенных с местом наблюдения и ле-
чения больных. 

Несмотря на значительное число работ по MSI при 
солидных новообразованиях, феномен нестабильности 
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микросателлитов и нарушения MMR при гемобластозах 
в когортных исследованиях остается раскрытым недо-
статочно [22-24]. В рамках изучения MSI при лимфопро-
лиферативных заболеваниях на примере фолликулярной 
лимфомы (ФЛ), диффузной В-клеточной крупноклеточ-
ной лимфомы (ДВККЛ), В-клеточной лимфомы высо-
кой степени злокачественности (HGBL) нами была про-
анализирована частота аберраций мононуклеотидных 
повторов при указанных нозологиях и впервые проде-
монстрирована высокая вероятность гетерозиготного 
наследования редких аллельных вариантов диагности-
ческих локусов. Сложности интерпретации результатов 
исследования предъявляют определенные требования к 
методике определения MSI у ранее не охарактеризован-
ных групп пациентов.

Материал и методы. В исследование включили 
53 больных ФЛ, 27 пациентов с ДВККЛ, 29 пациентов 
с HGBL, которые наблюдались в отделении интенсив-
ной высокодозной химиотерапии гемобластозов ФГБУ 
«НМИЦ гематологии» Минздрава РФ с 2010 г. по 2020 
год. Группу сравнения составили 8 больных с неопухо-
левой лимфаденопатией (НЛ) по типу гранулематозного 
воспаления, преимущественно с саркоидозом, которые 
обследовались в ФГБУ «НМИЦ гематологии» Минздра-
ва РФ с подозрением на гематологическое заболевание в 
течение последних двух лет.

Анализ профиля микросателлитных маркеров про-
водили в материале биоптата опухолевого лимфатиче-
ского узла или аспирата костного мозга при его пора-
жении, доказанном гистологически и при определении 
В-клеточной клональности по перестройкам генов им-
муноглобулинов. В качестве контрольного образца здо-
ровой ткани больного были использованы лейкоциты 
периферической крови или клетки аспирата костного 
мозга (в дебюте без вовлечения или после санации), что 
было доказано путем исключения В-клеточной клональ-
ности.

Выделение ДНК из замороженного материала и па-
рафиновых блоков проводили описанным ранее спосо-
бом [25, 26]. Определение концентрации раствора ДНК 
выполняли на флуориметре Qubit 4,0 (Thermo Fisher Sci-
entific, США). 

Исследование MSI выполняли с использованием 
диагностической панели COrDIS MSI (ООО Гордиз, 
Россия), в которую включено 5 классических монону-
клеотидных маркеров: NR-21, NR-24, NR-27, BAT-25, 
BAT-26. Состав реакционной смеси соответствовал ре-
комендациям производителя. В каждую реакцию было 
внесено не менее 10 нг ДНК. Условия ПЦР реакции 
были следующими: 95°C (2 мин); 28 циклов: 95°С (10 
сек), 58°С (30 с), 72°С (30 с); 68°С (10 мин). Ампли-
фикацию проводили на автоматическом термоциклере 
DNAEngine (BioRad, США). Последующий фрагмент-
ный анализ был выполнен на генетическом анализаторе 
Нанофор-05 (ООО Синтол, Россия). 

Статистический анализ проводился в программах Mi-
crosoft Excel (Microsoft Corporation, США) и STATISTICA 
13.0 (StatSoft, Россия). Попарное сравнение выборок про-
водилось с использованием критерия χ2 Пирсона.

Результаты. Аберрации мононуклеотидных повто-
ров при сравнительном анализе материала опухолевой 
ткани и контроля были выявлены у 17 больных гемобла-
стозами, что составило 15,6%. Среди них: у 4 пациен-
тов с ФЛ (7,5%), у 3 пациентов с ДВККЛ (11%) и у 10 
больных HGBL (34,5%). В тесте Пирсона статистически 

значимых различий между группами ФЛ и ДВККЛ по-
лучено не было, в то время как частота генетических на-
рушений в группе HGBL значимо превышала таковую 
как в группе ФЛ (df=1, χ2=9,61, p=0,002), так и ДВККЛ 
(df=1, χ2=4,28, p=0,039) при попарном сравнении. В 
группе пациентов с НЛ мутации микросателлитов не 
были обнаружены. 

У всех пациентов генетические нарушения вовле-
кали только один локус из пяти. Исключение составил 
один больной HGBL, у которого были выявлены аберра-
ции мононуклеотидных повторов в двух локусах.

При анализе случаев аберраций мононуклеотидных 
повторов интерпретация электрофореграмм вызвала 
затруднения с позиций определения соответствия на-
блюдаемых нарушений феномену MSI. Классическая 
картина появления множественных опухолевых аллелей 
за пределами квазимономорфного интервала не была 
выявлена ни у одного больного. Все изменения микро-
сателлитного профиля носили характер смещения мак-
симума распределения длин в большую или меньшую 
сторону на 1-2 нуклеотида (рис. 1, а, б), и только в двух 
случаях в опухолевой ткани был достоверно визуали-
зирован (рис. 1, в) единичный новый пик на границе 
распределения ПЦР-продуктов, соответствующего кон-
тролю. За исключением двух последних примеров, на-
блюдаемые аберрации могут соответствовать как MSI 
с изменением длины маркера на незначительное число 
нуклеотидов, так и потери гетерозиготности (LOH – loss 
of heterozygosity) с утратой одного из гетерозиготных 
аллелей, ранее не определяемого на фоне SB. При этом 
с учетом отсутствия расширения границ распределения 
длин ПЦР-продуктов, которое неизбежно должно было 
бы произойти за формирования SB вокруг нового опухо-
левого аллеля, последний вариант представляется более 
вероятным.

У 9 пациентов в объединенной когорте из 117 чело-
век, что составило 7,7%, было выявлено гетерозиготное 
наследование редких вариантов аллелей, находящихся 
за пределами квазимономорфного интервала. При этом 
статистически значимых различий при уровне значимо-
сти p<0,05 между нозологическими формами (3 случая, 
5,7%, ФЛ; 2 случая, 7,4%, ДВККЛ; 3 случая, 10%, HG-
BL; 1 случай, 12,5%, НЛ) обнаружено не было.

Внешний вид распределения длин ПЦР-продуктов 
при наличии редкого аллельного варианта в гетерозигот-
ной форме подобен MSI и при изолированном исследо-
вании только опухолевого материала неизбежно должен 
быть расценен в качестве генетического нарушения. В 
нашей работе параллельный анализ образцов здоровых 
клеток позволил верифицировать наблюдаемые измене-
ния как проявление нормы. Примеры электрофореграмм 
при гетерозиготном наследовании редких аллелей пред-
ставлены на рис. 2, а, б.

Статистически значимых различий между частотами 
аберраций того или иного локуса выявлено не было (см.
таблицу). Тем не менее, создается впечатление о более 
высокой частоте редких вариантов аллелей микросател-
литов BAT-25 и NR-21, поскольку они были единствен-
ными, которые мы обнаружили в когорте из 117 паци-
ентов. 

Обсуждение. Согласно критериям Bethesda, нали-
чие в пентаплексной панели двух или более локусов с 
мутациями микросателлитных повторов должно расце-
ниваться как MSI высокой степени (MSI-H) [14]. Абер-
рации только одного маркера из пяти соответствуют 
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Рис. 1. Электрофореграммы  случаев аберраций мононуклеотидных локусов. 
а – пример невозможности дифференцировать MSI и LOH; б – пример достоверного опреде-
ления LOH; в – пример достоверного определения MSI.
Здесь и на рис. 2: по оси абсцисс – длина ПЦР продукта, п.н.; по оси ординат – интенсив-
ность флуоресценции ПЦР-продукта.

Рис. 2. Электрофореграммы  случаев гетерозиготного наследования редких 
аллелей.  
а – пример гетерозиготного и гомозиготного наследования у пациента с ДВККЛ; б – пример 
гетерозиготного наследования у пациента с HGBL.

при многих других заболеваниях, что было 
продемонстрировано ранее [14], и не имеет 
на настоящий момент доказанного клини-
ческого значения, за исключением случаев 
колоректального рака, при котором MSI-L, 
как и феномен экспансии тетрануклеотид-
ных повторов (EMAST – elevated microsat-
ellite alterations at selected tetranucleotide 
repeats), характеризует группу больных с 
агрессивным течением заболевания и не-
благоприятным прогнозом [27, 28].

При солидных новообразованиях анализ 
аберраций мононуклеотидных повторов, 
как правило, не вызывает затруднений, по-
скольку при MSI-H вследствие дефицита 
MMR происходят выраженные измене-
ния исходных аллелей в сторону значимо-
го уменьшения длины с формированием 
множественных новых ПЦР-продуктов. В 
предшествующих работах по исследова-
нию мутаций микросателлитов было пока-
зано существование двух вариантов неста-
бильности, один из которых соответствует 
описанному выше, а другой отражает ми-
нимальные отклонения от контроля и по-
явление опухолевого продукта только одной 
новой длины [29]. Авторами эти варианты 
были обозначены как тип I и тип II MSI, со-
ответственно. MSI-H при синдроме Линча 
и Lynch-like новообразованиях всегда соот-
ветствует I типу нестабильности. Интерес-
но, что длина интервала между нормальным 
и опухолевым ПЦР-продуктами при MSI, 
коррелирует с общей мутационной нагруз-
кой в кодирующей ДНК [30]. Вероятно, этот 
факт отражает связь между количеством ре-
пликационных циклов, выраженном в про-
грессирующем накоплении мутаций микро-
сателлитов, и линейным развитием опухо-
лей этой группы. 

В нашем исследовании только у одного 
пациента были выявлены аберрации двух 
микросателлитных локусов из пентаплекс-
ной панели. По формальным критериям 
Bethesda этот случай соответствует опре-
делению MSI-H [14], однако с учетом не-
возможности разграничения MSI и LOH 
по полученным электрофореграммам и 
как минимум их принадлежности к II типу 
нестабильности, следует признать, что фе-
номен MSI-Н в том качестве, в котором он 
известен при солидных опухолях, не имеет 
места при В-клеточных лимфомах. На этом 
же основании мы предполагаем, что дефи-
цит ферментов комплекса MMR не прини-
мает участия в развитии генетических на-
рушений микросателлитных повторов при 
исследованных нозологиях. Подобный вы-
вод согласуется с результатами иммуноги-
стохимического анализа экспрессии белков 
MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 [31-33].

Возвращаясь к вопросу невозможности 
дифференциации MSI и LOH, формирование SB сле-
дует признать основным техническим препятствием в 
решении данного вопроса. Причиной возникновения 

MSI низкой степени (MSI-L) [14]. MSI-H характерна для 
синдрома Линча и подобных ему (Lynch-like) споради-
ческих опухолей [7], в то время как MSI-L встречается 
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SB считают термические условия проведения ПЦР [34], 
поэтому в попытке уменьшить влияние артефакта на ре-
зультат исследования MSI были апробированы разные 
варианты изотермической амплификации, такие как 
LAMP (loop-mediated isothermal amplification) [35] и RPA 
(recombinase polymerase amplification) [35]. Целевой ре-
зультат уменьшения количества SB был достигнут толь-
ко при применении методики RPA [34], которую можно 
признать альтернативой ПЦР при анализе MSI.

В нашем исследовании была продемонстрирована 
возможность гетерозиготного наследования редких ва-
риантов аллелей мононуклеотидных локусов. В опубли-
кованных ранее источниках вероятность обнаружения 
аллельных вариантов за пределами квазимономорфного 
интервала варьировала от 0 до 57% по отдельным локу-
сам в зависимости от выбранной этнической группы [17]. 
Согласно нашим результатам, частота выявления паци-
ента с гетерозиготным носительством составила 2,6% 
для маркера BAT-25 и 5,1% для маркера NR-21 при вдвое 
меньшей аллельной частоте: 1,3% и 2,55% соответствен-
но. Интерес подробного анализа этого феномена заклю-
чается в том, что в случае гетерозиготного носительства 
редкого аллеля изолированное исследование материала 
опухоли без контрольной ткани может привести к ложно-
му выводу о наличии MSI. На настоящий момент парал-
лельный анализ парных образцов является стандартом, 
однако с учетом квазимономорфного характера монону-
клеотидных локусов ранее высказывались предложения 
[15, 17, 20] о возможности упрощения методики и опре-
деления MSI только в биоптате. Следует отметить, что в 
клинической онкологической практике подобное предло-
жение может быть правомочным, поскольку на больших 
когортах пациентов было доказано, что феномен MSI-H, 
определяющий прогноз заболевание и лечение, характе-
ризуется сочетанием аберраций нескольких микросател-
литов, как правило, от 3 до 5 [17]. Вероятность подобного 
сочетания в силу совпадения редких аллельных вариан-
тов стремится к нулю. Однако при изучении не охарак-
теризованных столь подробно групп больных в рамках 
экспериментальных исследований анализ каждого слу-
чая генетических нарушений имеет самостоятельное 
значение. Поэтому мы считает нужным подчеркнуть, что 
определение микросателлитного профиля контрольно-
го образца является обязательным при любых условиях, 

возможность гетерозиготного наследования ред-
ких аллелей должна быть принята во внимание, 
а “неклассический” вид электрофореграммы ква-
зимономорфных локусов может быть вариантом 
нормы.

Определение клинического значения нару-
шений мононуклеотидных повторов у больных 
гемобластозами не являлось задачей настоящей 
работы методологического характера и будет вы-
полнено коллективом авторов в последующем. 
Однако стоит отметить два следствия проведен-
ного исследования, которые могут иметь практи-
ческое применение в клинической медицине. Во-
первых, показанные различия между аберрация-
ми микросателлитов при В-клеточных лимфомах 
и MSI при солидных опухолях не позволяют про-
водить параллель между этими феноменами и 
переносить закономерности формирования про-
гноза и терапии из онкологической практики в 
практику ведения гематологических больных. В 
первую очередь это касается перспектив приме-

нения ингибиторов иммунных контрольных точек, ниша 
использования которых в онкогематологии определена 
и, возможно, должна быть расширена, однако уже не на 
основании определения MSI.

Во-вторых, различия генетического профиля, вы-
явленные между проанализированными нозологиче-
скими формами, могут отражать неизвестные ранее 
особенности патогенеза лимфом. Высокая степень ге-
нетической нестабильности, продемонстрированная 
для HGBL в ряде исследований [36, 37], согласуется 
с полученными нами результатами и показывает, что 
нарушения на разных уровнях организации ДНК взаи-
мосвязаны и, вероятно, имеют общие причины. Более 
глубокое изучение механизмов генетической неста-
бильности необходимо для понимания путей лимфомо-
генеза, что особенно актуально для разработки новых 
терапевтических подходов. 

Заключение. В работе представлены результаты 
исследования MSI при В-клеточных лимфомах: ФЛ, 
ДВККЛ и HGBL. Показано, что частота аберраций мо-
нонуклеотидных повторов при изученных нозологиях 
составляет 15,6%. Выявлены статистически значимые 
различия между группами: частота генетических нару-
шений при HGBL (34,5%) значимо превышает таковую 
при ФЛ (7,5%) и при ДВККЛ (11%), что может быть от-
ражением особенностей патогенеза этих заболеваний.

Характер изменений микросателлитов при В-кле-
точных лимфомах не соответствует стандартным про-
явлениям MSI при солидных новообразованиях. Абер-
рации мононуклеотидных повторов в материале биопта-
та были ограничены незначительными отклонениями 
от микросателлитного профиля контрольного образца 
на 1-2 нуклеотида. В большинстве случаев разделение 
феноменов MSI и LOH оказалось невозможным. Парал-
лельный анализ опухолевой и контрольный ткани по-
зволил выявить варианты гетерозиготного наследования 
редких аллелей квазимономорфных мононуклеотидных 
локусов и исключить ложное определение MSI.

Различия между генетическими нарушениями при 
изученных В-клеточных лимфомах и MSI при солид-
ных опухолях не позволяют проводить параллель между 
этими феноменами в онкогематологии и онкологии как 
с точки зрения особенностей их патогенеза, так и в от-
ношении их клинического значения.

 Частоты генетических нарушений и гетерозиготного наследования редких 
аллелей по мононуклеотидным локусам 

Показатели BAT-25 BAT-26 NR-21 NR-24 NR-27
ФЛ MSI/LOH 2/53* 

(3,8%)
0 1/53 

(1,9%)
0 1/53 

(1,9%)
Гетеро 2/53 

(3,8%)
0 1/53 

(1,9%)
0 0

GHBL MSI/LOH 3/27 
(11,1%)

1/23 
(4,3%)

3/28 
(10,7%)

2/29 
(6,9%)

2/29 
(6,9%)

Гетеро 1/27 
(3,7%)

0 2/28 
(7,1%)

0 0

ДВККЛ MSI/LOH 3/27 
(11,1%)

0 0 0 0

Гетеро 0 0 2/27 
(7,4%)

0 0

НЛ MSI/LOH 0 0 0 0 0
Гетеро 0 0 1/8 

(12,5%)
0 0

П р и м е ч а н и е . * – Вторая цифра каждой ячейки отражает число образцов 
с успешной амплификацией по конкретному локусу.
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