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после экспансии указывает на определяющее влия-
ние условий культивирования, тогда как их проли-
феративный потенциал зависит от источника кле-
ток. Сохранение высокого удельного содержания 
ассоциированных со стромальным подслоем СD34+ 
и колониеобразующих гемопоэтических клеток при 
высоком их общем приросте отличает данный метод 
экспансии от аналогов, описанных ранее [3, 4, 7]. 
Высокая жизнеспособность культур как гемопоэти-
ческой, так и стромальной составляющей позволя-
ет рекомендовать использовать для трансплантации 
не только суспензионную, но и ассоциированную со 
стромой фракцию гемопоэтических клеток после 
экспансии ex vivo. Для трансляции метода в клини-
ческую практику необходимы дальнейшие исследо-
вания по репопуляции КМ полученной композицией 
клеток на модели иммунодефицитных мышей.

Коллектив авторов выражает благодарность 
за предоставленные для исследований образцы КМ, 
лейкоцитарного концентрата и пуповинной крови 
заведующему отделением анестезиологии и реани-
мации №3 УЗ 9-я городская клиническая больница 
г. Минска Александру Евгеньевичу Оводку и заведу-
ющему родильным отделением ГУ РНПЦ «Мать и 
дитя» Наталье Георгиевне Литвинович. 
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ПРИ ДИФФУЗНОЙ В-КРУПНОКЛЕТОЧНОЙ ЛИМФОМЕ
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Р е з ю м е. Поражение костного мозга при диффузной В-крупноклеточной лимфоме (В-ККЛ) явля-
ется одним из факторов, определяющих неблагоприятный прогноз при применении как стандартной, 
так и различных режимов интенсифицированной терапии. Вовлечение костного мозга устанавливается 
при гистологическом исследовании трепанобиоптата. Имеются данные, что молекулярное исследова-
ние костного мозга при верификации диагноза позволяет выявить до 25% дополнительных случаев во-
влечения костного мозга при диффузной В-ККЛ. Представлены результаты исследования В-клеточной 
клональности в костном мозге у 103 больных диффузной В-ККЛ, пролеченных по различным интенси-
фицированным программам. У 26 (25%) больных выявлена В-клеточная клональность в костном мозге. 
Гистологическое исследование трепанобиоптата подтвердило поражение костного мозга лимфомой 
только у 14 (54%) из 26 больных. При дополнительном иммуногистохимическом исследовании (окраска 
на CD20) подтверждено еще 6 случаев поражения костного мозга у пациентов, у которых была получе-
на В-клеточная клональность. При выполнении многофакторного анализа только В-клеточная клональ-
ность в костном мозге являлась независимым предиктором плохого ответа в исследованной когорте 
пациентов. При медиане наблюдения 22 мес общая и безрецидивная выживаемость больных в груп-
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пах с поражением костного мозга и без поражения, подтвержденные молекулярным исследованием, 
составили 55 и 88%, 58 и 90% соответственно (р <0,05). Детекция В-клеточной клональности является 
независимым фактором неблагоприятного прогноза при применении интенсифицированной терапии, 
в отличие от таких факторов, как МПИ, молекулярный тип диффузной В-ККЛ. Обсуждена возможность 
включения исследования В-клеточной клональности в костном мозге при первичной верификации диа-
гноза диффузной В-ККЛ. 

К л ю ч е в ы е  с л о в а:    диффузная В-крупноклеточная лимфома; химиотерапия; факторы неблагоприятно-
го прогноза; поражение костного мозга; исследование В-клеточной клональности.
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S u m m a r y. Bone marrow involvement in diffuse large B-cell lymphoma (B-LCL) is one of the factors 

determining an unfavorable prognosis in standard and intense therapies. Involvement of the bone marrow is 
detected by histological studies of trephine biopsy specimens. According to some data, molecular studies of 
the bone marrow in verification of the diagnosis detect up to 25% additional cases of bone marrow involve-
ment in diffuse B-LCL. Bone marrow B-cell clonality was studied in 103 patients with diffuse B-LCL, treated by 
different intense protocols. Bone marrow B-cell clonality was detected in 26 (25%) patients. Histological studi-
es of trephine biopsy specimens confirmed the bone marrow involvement in lymphoma in only 14 (54%) of 26 
patients. Additional immunohistochemical study (CD20 staining) confirmed 6 more cases with bone marrow 
involvement in the patients with B-cell clonality. O Multifactorial analysis showed that only B-cell clonality in 
the bone marrow was an independent predictor of a poor response in the studied cohort of patients. Overall 
and relapse-free survival in the groups with and without bone marrow involvement, confirmed by molecular 
studies, were 55 and 88%, 58 and 90%, respectively (p<0.05) during a period of 22 months. Detection of B-cell 
clonality was an independent factor of unfavorable prognosis in intensive care, in contrast to such factors as 
MPI, molecular type of diffuse B-LCL. Addition of evaluation of bone marrow B-cell clonality to the protocol for 
primary verification of diffuse B-LCL is discussed.

K e y  w o r d s: diffuse large B-cell lymphoma; chemotherapy; unfavorable prognostic factors; bone marrow 
involvement; study of B-cell clonality.
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Применение моноклонального антитела к CD20 
также не привело к значительному улучшению ре-
зультатов терапии у больных диффузной В-ККЛ с 
поражением костного мозга. Общая 5-летняя вы-
живаемость больных, получивших полихимиоте-
рапию (ПХТ) по схеме R-CHOP, в группе больных 
с поражением костного мозга и без поражения со-
ставила соответственно 44,3% и 76,3%, а бессобы-
тийная 5-летняя выживаемость – 40,1% и 67,5% [4]. 
Интенсификация терапии также не позволила улуч-
шить результаты лечения для больных с поражением 
костного мозга. К тому же многофакторный анализ 
показал, что поражение костного мозга является 
чаще всего единственным независимым фактором 
неблагоприятного прогноза при данной химиотера-
пии [4, 5]. По данным исследования ученых из Ки-
тая [5], при применении режимов R-DA-EPOCH или 
R-Hyper-CVAD/MA общая выживаемость и беспро-
грессивная выживаемость при медиане наблюдения  
14 мес в группе больных с поражением костного 
мозга составила 36 и 33% соответственно. Терапия 
по программе mNHL-BFM-90 также не улучшила 
прогноз при диффузной В-ККЛ с поражением кост-
ного мозга, и общая 3-летняя выживаемость этих 
больных составила 37% [6].

Поражение костного мозга определяется при 
гистологическом исследовании трепанобиоптата. 
Частота поражения костного мозга при диффузной 
В-ККЛ достигает 20–30% [3–6]. Общепринятой ме-
тодикой является выполнение билатеральной биоп-
сии ости подвздошной кости с целью увеличения 

Определение вовлечения костного мозга при диф-
фузной В-крупноклеточной лимфоме (В-ККЛ) явля-
ется необходимым критерием диагностики при пер-
вичной верификации диагноза. Поражение костного 
мозга является одним из факторов, определяющих 
IV стадию заболевания по классификации Энн Ар-
бор, применяемую для стадирования лимфом с 1971 
г. [1]. Стадия заболевания в сочетании с такими кри-
териями, как возраст, сывороточная концентрация 
лактатдегидрогеназы (ЛДГ), вовлечение экстрано-
дальных органов, общесоматический статус по шка-
ле ECOG, позволяют определить группу прогноза 
для пациентов на основе Международного прогно-
стического индекса (МПИ) и таким образом выявить 
больных, нуждающихся в интенсификации терапии 
[2]. Кроме того, вовлечение костного мозга без учета 
других факторов неблагоприятного прогноза явля-
ется независимым предиктором плохого ответа при 
стандартной терапии, и общая пятилетняя выживае-
мость этих больных в зависимости от характера по-
ражения костного мозга составляет 10–35%, [3]. 
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вероятности попадания в очаг поражения при от-
сутствии диффузного поражения костного мозга [7]. 
Уточняющими методами диагностики вовлечения 
костного мозга являются иммуногистохимическое 
исследование трепанобиоптатов, проточная цито-
флюориметрия, цитогенетическое исследование, мо-
лекулярное исследование костного мозга. По данным 
литературы [8–10], проточная цитофлюориметрия 
позволяет определить 13–20%, а цитогенетическое 
исследование – 2–5% случаев вовлечения костного 
мозга, не подтвержденных морфологическим ис-
следованием. Молекулярное исследование, а имен-
но выявление В-клеточной клональности в костном 
мозге, позволяет выявить до 25% морфологически 
негативных случаев [11].

Исследование В-клеточной клональности выпол-
нено методом полимеразной цепной реакции (ПЦР) 
по протоколу BIOMED-2. Протокол был создан ввиду 
ценности метода для диагностики лимфопролифера-
тивных заболеваний, так как была необходима стан-
дартизация данной методики. В работе участвовали 7 
европейских стран, около 47 научных центров и уч-
реждений. С 1998 по 2002 гг. шла активная работа по 
подбору и синтезу праймеров, их тестированию, весь 
материал анализировала команда экспертов-патоло-
гов. В результате были разработаны эффективные 
праймеры, протестированы и определены качество и 
концентрации Taq-полимеразы, создана стандартная 
программа ПЦР, подобраны оптимальные буферы для 
проведения реакции, утверждены 2 метода детекции 
полученных результатов. Итоги более чем 4-летней 
работы опубликованы в 2003 г. в журнале ”Leukemia“ 
как отчет BIOMED-2 Concerted Action [12]. При ис-
следовании В-клеточной клональности в качестве 
анализируемых мишеней выступают гены тяжелых 
(IgH) и легких (IgK, IgL) цепей иммуноглобулинов, 
данные гены перестроены в каждом лимфоците уни-
кальным образом, эта перестройка и является пред-
метом анализа. Данный метод обладает высокой 
чувствительностью и позволяет обнаружить опухо-
левые клетки при их концентрации от 1% в образце. 
Однако могут быть ложноположительные результаты, 
что встречается при доброкачественных опухолях, 
инфицированности вирусом цитомегалии, вирусом  
Эпштейна–Барр, вирусами гепатитов В и С [13].

В настоящее время нет данных о значении обна-
ружения В-клеточной клональности в костном моз-
ге при диффузной В-ККЛ и других неходжкинских 
лимфом. Соответственно, остается неясным, как 
можно интерпретировать обнаружение В-клеточной 
клональности при негативном морфологическом ис-
следовании трепанобиоптата, и есть ли необходи-
мость в выполнении этого исследования при вери-
фикации диагноза диффузной В-ККЛ.

Цель настоящей работы – определить значение 
детекции В-клеточной клональности в пунктате 
костного мозга при верификации диагноза диффуз-
ной В-ККЛ. 

Материалы и методы
С января 2009 г. по май 2014 г. в исследование включе-

ны 103 больных (56 мужчин и 47 женщин) в возрасте от 

17 до 73 лет (медиана возраста 45 лет) с впервые верифи-
цированным диагнозом диффузной В-крупноклеточной 
лимфомы. Всем больным установлен диагноз по данным 
гистологического и иммуногистохимического исследова-
ния биоптата опухоли.

Клинико-морфологические характеристики больных: 
МПИ, группа низкого риска – 19 больных, низко-среднего 
– 20 больных, высоко-среднего – 20 больных, высокого ри-
ска – 44 больных; с молекулярным типом GCB (из клеток 
герминального центра) – 40 больных, non-GCB (из клеток 
негерминального центра) – 43 больных, у 20 больных тип 
не определен. Поражение более одного экстранодального 
органа выявлено у 42 больных, вовлечение костного мозга – 
у 14 больных. У 82 больных выполнена терапия по про-
грамме mNHL-BFM-90, у 10 – по программе R-EPOCH, 
у 11 – R-DA-EPOCH/R-HMA. Трансплантация аутологич-
ных гемопоэтических клеток крови выполнена 10 боль-
ным с поражением костного мозга. У всех больных были 
выполнены гистологическое исследование трепанобиоп-
тата и исследование В-клеточной клональности в пункта-
те костного мозга. У 68 больных проведено исследование 
В-клеточной клональности в биоптате опухоли.

ДНК выделяли из свежей или замороженной ткани 
(биоптата опухоли или пунктата костного мозга) методом, 
основанным на растворении ткани в концентрированном 
аммиаке и последующей нейтрализации ледяной уксус-
ной кислотой и высаливании белков [14]. Концентрацию 
ДНК определяли на UV-спектрофотометре. Образцы ДНК 
хранили при температуре –20°С.

Определение В-клеточной клональности проводили на 
основе анализа перестроек вариабельного региона генов 
тяжелой цепи иммуноглобулина. Для этого использовали 
систему праймеров BIOMED-2 к фрагментам FR1, FR2, 
FR3 вариабельного региона генов IgH, консенсусный 
праймер к J-региону IgH был помечен флюоресцентной 
краской FAM [12]. ПЦР проводили на автоматическом 
термоциклере DNA Engine (“BioRad, Hercules”, США). 
Реакционная смесь в конечном объеме 20 мкл содержа-
ла 100 нг ДНК, 10 мкл смеси 2Х для ПЦР (PCR Master 
Mix, “Promega”, США), 5 пмоль каждого праймера. Усло-
вия ПЦР: предварительная денатурация при температуре 
95°С (5 мин), 35 циклов ПЦР – 92°С (35 с), 60°С (35 с), 
72°С (35 с), окончательная элонгация – 72°С (10 мин). По-
лученный ПЦР-продукт разводили в 40 раз. Разведенные 
продукты смешивали с формамидом (Hi-di formamid, “Ap-
plied Biosystems”, США): 2 мкл продукта, 10 мкл форма-
мида, 0,05 мкл внутреннего стандарта Genescan 500LIZ 
(“Applied Biosystems”, США), после чего денатурировали 
(95°С – 5 мин, 4°С – 10 мин) и проводили фрагментный 
анализ на автоматическом секвенаторе ABI Prism 3130 
(“Applied Biosystems”, США). Полученные сырые данные 
анализировали с помощью программного обеспечения 
GeneMapper 4.0 («Applied Biosystems», США). Результат 
фрагментного анализа был виден как набор пиков в об-
ласти амплификации. Отрицательный (поликлональный) 
результат определяли при наличии множества пиков 
ПЦР-продукта. Результат считали положительным (моно-
клональным) при наличии одного или двух четких доми-
нантных пиков ПЦР-продукта (в случае биаллельной реа-
ранжировки). При этом пики ПЦР-продукта должны были 
преобладать и превышать поликлональный фон более чем 
в 3 раза. Если имелось 3 четких пика или более, то резуль-
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тат оценивали как олигоклональный. При 
наличии одного или двух четких пиков, 
которые превышали поликлональный фон 
менее чем в 3 раза, результат оценивали 
как сомнительный моноклональный.

При анализе данных были применены 
стандартные методы описательной стати-
стики, частотного и событийного анализа. 
Общую выживаемость рассчитывали для 
всей группы от даты начала лечения до 
смерти от любых причин, безрецидивную – 
для группы больных, достигших ремиссии, 
от даты ремиссии до рецидива или смерти. 
В стартовый набор признаков включали 
следующие факторы: возраст, пол, концен-
трацию сывороточного ЛДГ, МПИ, молеку-
лярный тип диффузной В-ККЛ, количество 
экстранодальных очагов поражения, пора-
жение костного мозга морфологически и 
по данным молекулярного исследования. 
Обработку данных и аналитические расче-
ты проводили с помощью статистического 
пакета SAS v. 9.1.3 [15].

Результаты и обсуждение
В-клеточная клональность в пун-

ктате костного мозга обнаружена у 26 
(25%) из 103 больных. У 14 (54%) из 
26 больных поражение костного моз-
га подтверждено гистологическими 
исследованиями, т.е. у всех больных 
с морфологически выявленным пора-
жением костного мозга обнаружена клональность в 
пунктате. У остальных 12 (46%) больных выявлена 
только клональность в костном мозге. У 65 (96%) 
из 68 больных, которым выполнено исследование 
В-клеточной клональности в биоптате опухоли, 
выявлена моноклональная популяция клеток, а у 
остальных 3 больных – сомнительная моноклональ-
ная. Ложноотрицательных результатов по данным 
исследования биоптатов опухоли не выявлено.

Проведен анализ клинико-морфологических ха-
рактеристик больных с выявленной и невыявленной 
В-клеточной клональностью в пунктате костного 
мозга (см. таблицу). Группа больных с поражени-
ем костного мозга в 93% случаев характеризовалась 
non-GCB молекулярным типом диффузной В-ККЛ, 
в 46% – поражением более одного экстранодального 
органа, в 58% – высоким индексом пролиферативной 
активности Ki-67, в 42% – моноклональной секреци-

Клиническая и морфологическая характеристика больных,  
включенных в исследование

Характеристика

Больные  
без клональности 
в костном мозге  

(n = 77)

Больные с клональностью  
в костном мозге (n = 26)

pморфологически 
подтверждено  

(n = 14)

морфологически 
не подтверждено 

(n = 12)
Пол:

м. 37 11 7
ж. 40 3 5

Возраст, годы 17–73 23–72 28–67
медиана 45 55 60

Международный  
прогностический индекс:

I 17 (22%) 0 2 (17%)
II 17 (22%) 1 (7%) 4 (33%)
III 12 (16%) 4 (29%) 4 (33%)
IV 31 (40%) 9 (64%) 4 (33%)

Молекулярный тип: n = 65 n = 6 n = 8
GCB 35 (54%) 0 1 (12%) 0,001
Non-GCB 30 (46%) 6 (100%) 7 (88%) 0,03
Не определялся 12 (16%) 8 (57%) 4 (33%)

Экстранодальное  
поражение более 1 30 (39%) 7(50%) 5 (42%) 0,5

Ki-67 более 80% 33 (43%) 8 (57%) 7 (58%) 0,2
Моноклональная секреция 
белков в сыворотке и моче

1 (2%) 5 (36%) 6 (43%) < 0,0001

П р и м е ч а н и е. p –статистическая значимость различий при сравнении групп с  
клональностью и без клональности в костном мозге.

Рис. 1. Экспрессия опухолевыми клетками CD20 у больного с выявленной В-клеточной клональностью в костном мозге без морфо-
логического подтверждения поражения по данным гистологического исследования трепанобиоптата.
а – ув. 200; б – ув. 630.
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ей белков в сыворотке крови и моче. В другой груп-
пе (без молекулярного поражения костного мозга) 
моноклональная секреция белков в сыворотке крови 
и моче выявлена лишь у 1 (2%) больного. Выполнен 
анализ клинико-морфологических характеристик 
между группами с выявленной клональностью и 
без клональности в костном мозге. Были получены 
статистически значимые различия в молекулярном 
типе диффузной В-ККЛ: для группы с поражением 
костного мозга характерен non-GCB-тип (р = 0,03) и 
не характерен GCB-тип (р = 0,001). Моноклональная 
секреция белков в сыворотке и крови является до-
стоверным признаком диффузной В-ККЛ с пораже-
нием костного мозга (р < 0,0001).

Если поражение костного мозга, выявленное 
только молекулярным методом, считать критерием, 
подтверждающим его поражение, то стадия диф-
фузной В-ККЛ могла быть пересмотрена у 7 (7%) из 
103 больных. Соответственно в 7% риск по данным 
МПИ должен был быть пересмотрен. 

В 12 случаях, при которых выявлена только 
В-клеточная клональность в костном мозге, без 
морфологического подтверждения препараты были 

пересмотрены и выполнено иммуногистохимиче-
ское исследование с окраской на CD20. По данным 
иммуногистохимического исследования у 6 (50%) 
из 12 больных выявлены опухолевые клетки с экс-
прессией CD20, концентрация которых в препарате 
не превышала 10%, а в части из этих случаев отме-
чались лишь единичные опухолевые клетки (рис. 1). 
У 11 (92%) из этих 12 больных молекулярное иссле-
дование выполнено и в биоптате опухоли, и в кост-
ном мозге. Подтверждено, что клоны, выявленные в 
биоптате опухоли и в пунктате костного мозга, были 
одинаковы (рис. 2).

При анализе всей группы исследованных боль-
ных (n=103) медиана наблюдения составила 22 мес 
(4–73 мес). Общая и безрецидивная выживаемость 
составила 78 и 81% соответственно. По данным 
мультивариантного анализа при исследовании таких 
критериев, как возраст, пол, концентрация сыворо-
точной ЛДГ, МПИ, молекулярный тип диффузной 
В-ККЛ, количество экстранодальных очагов пора-
жения, поражение костного мозга морфологически 
и по данным молекулярного исследования, только 
выявление В-клеточной клональности в костном 

Рис. 2. Выявление моноклональной реаранжировки иммуноглобулинов методом фрагментного анализа. В биоптате опухоли 
желудка и в пунктате костного мозга у одного пациента выявлены одинаковые моноклональные пики. 

а – биоптат опухоли желудка; б – пунктат костного мозга.

Рис. 3. Общая и безрецидивная выживаемость в группе больных с поражением костного мозга по данным исследования 
В-клеточной клональности, 55% и 88%, 58% и 90% соответственно (р < 0,05).
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мозге достоверно предсказывало неблагоприятный 
прогноз в исследованной когорте больных. Общая 
и безрецидивная выживаемость больных в группах 
с поражением костного мозга и без поражения, под-
твержденного молекулярным исследованием, соста-
вили 55 и 88%, 58 и 90% соответственно (р < 0,05) 
(рис. 3).

Таким образом, полученные данные свидетель-
ствуют, что выполнение исследования В-клеточной 
клональности в костном мозге при первичной вери-
фикации диагноза диффузной В-ККЛ может позво-
лить достоверно увеличить количество диагностиро-
ванных случаев вовлечения костного мозга. Детек-
ция поражения костного мозга необходима с целью 
определения группы неблагоприятного прогноза 
даже при выполнении интенсифицированных схем 
терапии. Были выявлены клинико-морфологические 
признаки, характерные для диффузной В-ККЛ с по-
ражением костного мозга: non-GCB молекулярная 
диффузной В-ККЛ и моноклональная секреция бел-
ков. Исследование В-клеточной клональности может 
применяться как метод диагностики с высокой чув-
ствительностью и специфичностью и обсуждаться 
как критерий, определяющий поражение костного 
мозга при первичном обследовании. 
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