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Резюме: Методом проточной цитофлюориметрии исследованы параметры плоидности и кинетики клеточного цикла в образ-
цах костного мозга больных лимфомами. Проведено сопоставление данных параметров с известными прогностическими 
критериями лимфом, такими как: возраст, стадия заболевания, уровень ЛДГ, СОЭ, В-симптомы, Bcl-2, Ki-67 и т. д. Анализ 
полученных результатов свидетельствует о том, что опухолевое поражение костного мозга при первичном процессе характе-
ризуется статистически значимым увеличением доли клеток, экспрессирующих Bcl2, доли клеток в фазе покоя G0-1, сниже-
нием клеток в фазах G2М и S, доли клеток пролиферативного пула S+G2M, (G2M+S) / G0-1 по сравнению с непораженными 
гемопоэтическими клетками. Для первичных и рецидивных лимфом с поражением костного мозга характерна значительная 
вариабельность параметров клеточного цикла, характеризующих пролиферативную активность мононуклеаров, что сочета-
ется с неэффективностью кроветворения. Установлены маркерные цитокинетические параметры, которые в комплексе с кли-
нико-гематологическими, цитологическими и другими показателями могут служить прогностическими критериями общей 
и беспрогрессивной выживаемости больных лимфомами.

Цель  исследования: Определить значение некоторых иммуноморфологических и биологических факторов в прогрессии 
лимфом.
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Введение

Понятие лимфома объединяет широкий спектр ново-
образований, характеризующихся злокачественной про-
лиферацией лимфоидных клеток. В течение последнего 
десятилетия заболеваемость злокачественными лимфо-
мами имеет неуклонную тенденцию к росту во всем мире. 
В возрасте до 30 лет среди больных онкологическими об-
разованиями лимфомы прочно занимают первое место, 
составляя 32 %. В возрастной группе 30–59 лет удельный 
вес злокачественных новообразований кроветворной 
и лимфатической ткани составляет 5,1 %. В целом в Рос-
сии с 2005 по 2015 г. уровень заболеваемости лимфомами 
вырос на 17,28 % [1–4].

Ведущие направления поиска молекулярно-биологи-
ческих критериев прогностической оценки опухолевой 
прогрессии тесно связаны с изучением апоптоза и жиз-
ненного цикла клетки (КЦ) [5, 6]. Однако связь между 
плоидностью, процентным содержанием клеток проли-
феративного пула (S+G2M) и риском прогрессирования 
или рецидива заболевания остается не в полной мере 
доказанной. Данных об изучении плоидности и кинетики  
КЦ клеток гемопоэтической ткани при гемобластозах 
крайне мало. Известно, что при исследовании КЦ клеток 
костного мозга (КМ) практически здоровых лиц кине-
тические показатели гемопоэтических клеток имели  

достаточно высокую устойчивость, что свидетельство-
вало о стабильности процессов нормального кровет- 
ворения. Исследование КМ, проведенное больным раз-
личными видами анемий, миелодиспластическим син-
дромом и острым лейкозом, выявило существенный 
разброс индивидуальных параметров КЦ, что отра-
жало, прежде всего, неэффективную природу гемопо-
эза и доказало, что параметры плоидности и кинетики 
КЦ гемопоэтической ткани могут служить маркерами 
степени злокачественности заболевания, а также иметь 
прогностическое значение для оценки выживаемости 
больных [7–9]. Противоречивые данные о прогнос-
тической роли показателей плоидности и кинетики 
КЦ, ограниченность информации в литературе об изу - 
че нии этих показателей у больных лимфомами обу-
словливают актуальность проведенного нами научного  
анализа.

Материалы и методы

Проведено исследование биологического материа-
ла 80 больных злокачественными лимфомами (В-кле-
точные неходжкинские лимфомы – НХЛ, лимфома 
Ходжкина – ЛХ) de novo. Первую группу (I) состави-
ли 40 пациентов с впервые установленным диагнозом 
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судить о количестве клеток, находящихся в неактивной 
фазе КЦ (G0).

Значения медианы и средней взвешенной позволяют 
сделать вывод об отличии распределения от нормального. 
Коэффициент вариации значительно превышает порого-
вое значение в 33 %, что исключает возможность нормаль-
ного распределения и подтверждает большой разброс 
значений (табл. 1, 2).

При оценке индивидуальных и средних показателей 
КЦ больных с отсутствием поражения КМ наблюдалась 
достаточно высокая стойкость и более низкая вариабель-
ность значений всех параметров по сравнению с пациен-
тами с поражением КМ. Как при ЛХ, так и при ВНХЛ в I 
и II группах СV показателей пролиферации незначительно 
превышал пороговое значение, равное 33 %, таким обра-
зом, разброс индивидуальных значений исследуемых па-
раметров был невысок.

Как в I, так и во II группе не выявлено статистически 
значимых различий в параметрах содержания клеток 
в различных фазах КЦ диплоидного и анеуплоидного кло-
нов между индолентными и агрессивными НХЛ.

Сравнительный анализ параметров КЦ у больных 
I группы с поражением КМ выявил статистически зна-
чимое увеличение доли клеток в фазах G0-1 (U=25, 
р=0,004), G2М (U=16, р=0,0005) и S (U=34, р=0,02). Доля 
клеток пролиферативного пула (S+G2M U=28, р=0,007), 
соответственно, также была выше у данной когорты 
больных. Поражение КМ влекло за собой статистически 
значимое повышение цитокинетического индекса (ЦКИ) 
(G2M+S) / G0-1 (U=27, р=0,006). Сравнительный анализ 

параметров КЦ мононуклеаров КМ больных II группы 
с поражением КМ и без выявил статистически значимое 
увеличение доли клеток в фазах G2М (U=29,5, р=0,0003) 
у больных без поражения КМ.

Изучение особенностей кинетики КЦ мононуклеаров 
непораженного КМ больных I и II групп показало отсут-
ствие статистически значимых различий данных параме-
тров у пациентов с НХЛ. У больных с рецидивом ЛХ вы-
явлено статистически значимое увеличение доли клеток 
в фазе G0-1 (90,9±3,4 %) по сравнению с первичными па-
циентами (86,4±5,9 F=3,1 р

дисперсий=0,1). Количество кле-
ток в пролиферативном пуле в целом (S+G2M), напротив, 
было выше у больных I группы (13,6±5,9 % > 9,1±3,4 % 
F=3,1 рдисперсий=0,1).

Проведенное исследование выявило слабую экспрес-
сию белка Bcl2 в пробах КМ больных лимфомами вне его 
поражения как при ЛХ (уровень положительных клеток 
2,0±1,0 % в I группе и 3,6±1,8 % во II группе), так и при НХЛ 
(уровень положительных клеток 2,7±1,8 % в I группе 
и 4,9±2,8 % во II группе), а также прогрессивное увели-
чение данного показателя в КМ с опухолевой экспанси-
ей (уровень положительных клеток 28,9±4 % в I группе 
и 39,4±9,4 % во II группе).

Экспрессия маркера Ki67 в КМ больных лимфомами вне 
его поражения составила: при ЛХ в I группе – 2,4±1,0 %, 
во II группе – 1,6±1,8 %; при НХЛ в I группе – 4,2±2,7 %, 
во II группе – 3,0±2,3 %, что было ниже по сравнению с про-
бами пораженного КМ. В пробах КМ с опухолевым пораже-
нием отмечено повышение доли клеток, экспрессирующих 
Ki67: в I группе – до 5,18±2,3 %, во II группе – до 6,69±1,6 %.

Таблица 2. Коэффициент вариации (СV, %), средняя взвешенная ( ), медиана (Ме)  
и стандартное отклонение ( ), параметров КЦ у лиц II группы с поражением КМ, n=14

Показатель Ме
Нижний
квартиль

25 %

Верхний квартиль
75 % Cv

G0–1 (%) 94,3 95,8 5,3 88,5 99,11 5,6

S+G2M (%) 5,7 5,1 5,3 0,89 11,52 93

G2M / S 30,2 9,4 35,1 2,7 60 116

(S+G2M) / G0-1 6,4 4,4 6,2 0,90 13,0 96

S (%) 5,3 3,6 5,3 0,45 11,1 100

G2M (%) 0,4 0,4 0,3 0,23 0,6 73

Таблица 1. Коэффициент вариации (СV, %), средняя взвешенная ( ), медиана (Ме)  
и стандартное отклонение ( ) параметров КЦ у лиц I группы с поражением КМ, n=20

Показатель Ме σ
Нижний
квартиль

25 %

Верхний квартиль
75 % Сv

G0–1 (%) 94,9 98,8 5,5 91,3 99,1 5,8

S+G2M (%) 5,2 3,7 5,9 0,9 9,9 114,7

G2M / S 42 21 47,7 0,9 83,5 113,5

S+G2M / G0-1 5,9 3,8 7 0,9 11,0 119,7

S (%) 4,7 3,4 5,7 0,3 8,4 121,2

G2M (%) 0,5 0,3 0,7 0,1 0,41 99,9

с поражением КМ и без. Во вторую группу (II) вошли  
40 пациентов с рецидивом заболевания. Пациенты обе-
их групп были распределены на подгруппы в зависи-
мости от наличия или отсутствия поражения КМ. Мор-
фологический диагноз устанавливался в соответствии 
с классификацией REAL (1994) и ВОЗ (2008) на основа-
нии гистологического и иммунологического исследова-
ния опухолевой ткани. Клиническое стадирование осу-
ществлялось согласно классификации Ann Arbor (The 
Ann Arbor classification) [10], дополненной в Costwald 
[11] для пациентов с ЛХ и адаптированной для пациен-
тов с НХЛ.

Для анализа иммунофенотипического (ИФТ) профиля 
субстратных клеток применяли метод прямого иммуно-
флюоресцентного окрашивания с использованием мо-
ноклональных антител. Флюоресцентную метку обнару-
живали с помощью проточного цитофлюориметра FACS 
Canto II (Becton Dickinson, США). Мониторинг стабиль-
ности работы прибора осуществлялся с помощью кали-
бровочной системы 7-color Setup Beads (Becton Dickinson, 
США). Для оценки ДНК использовали Cycle TESTTMPLUS 
DNA Reagent Kit (Cat. No. 340242, Becton Dickinson, США). 
Образцы (не менее 10 000 клеток) после окрашивания 
пропидиум йодидом анализировались на проточном ци-
тофлюориметре BD FACS Canto II, оборудованном моду-
лем дискриминации дуплетов. Для тестирования и под-
тверждения оптимальной работы проточного цитометра 
использовали универсальные биологические частицы DNA 
QC Particles (Becton Dickinson, Cat. No. 349523). Для ко-
личественной и качественной оценки состояния гемопо-
эза больных лимфомами проводили подсчет гемограммы 
и миелограмы.

Статистическую обработку полученных данных про-
водили с использованием пакета программ Statsoft 
Statistica V 8.0–10.0 (США). Достоверность различий 
между показателями в группах оценивали с помощью 
параметрического критерия Стьюдента для несвязанных 
совокупностей и непараметрического критерия Манна – 
Уитни для распределений, отличных от нормального. 
При малом количестве пациентов для сравнении долей 
использовали критерий Фишера. Во всех процедурах 
статистического анализа рассчитывали достигнутый уро-
вень значимости (р), критический уровень значимости 
принимался равным 0,05 [12]. Для определения наличия 
корреляций между отдельными показателями использо-
вали непараметрический коэффициент ранговой корре-
ляции Спирмена ( ) и Гамма ( ). Для установки взаимос-
вязи основных исследуемых показателей с показателями 
выживаемости больных был проведен регрессионный 
анализ по Коксу (Cox Proportional Hazards Model). Вы-
живаемость оценивалась методом Каплана – Мейера 
(Kaplan – Meier) с использованием критериев Log-Rank 
и Gehan’s Wilcoxon [11].

Результаты и обсуждение

В результате проведенного ИФТ КМ установлено, 
что у пациентов I группы процент опухолевых клеток ва-
рьировал в диапазоне 26,7–99 % со средними значения-
ми 83,5±1,7 %. У пациентов II группы он варьировал от 50 
до 94 %, в среднем – 85,3±2,4 %. Процент опухолевого 
поражения КМ при агрессивных НХЛ в I группе составил 
85,6±3,2 %, тогда как при индолентных – 75,25±2,7 %, 
p<0,05. Во II группе процент опухолевых клеток КМ 
при агрессивных НХЛ был 78,6±3,5 %, оказавшись ниже, 
чем при индолентных НХЛ – 85±2,3 %, р<0,05.

Диплоидный тип гистограмм в I группе определялся 
в 78 % случаев (31 из 40 больных), анеуплоидный – в 22 % 
(9 из 40 больных). Во II группе отмечена тенденция к уве-
личению доли гистограмм с содержанием ДНК, отличного 
от 1,0. Анеуплоидия у данной группы пациентов выявлена 
в 25 % случаев (10 из 40 больных). У больных без пораже-
ния КМ диплоидного типа гистограммы определялись: 
в I группе – в 90 % случаев (18 пациентов из 20), во II груп-
пе – в 89 % (23 из 26). У больных с поражением КМ отме-
чено снижение доли диплоидного клона до 50 % (7 пациен-
тов из 14) и 65 % (13 из 20) во II и I группах соответственно. 
Доля анеуплоидного клона увеличилась с 10 до 35 % 
и с 12 до 50 % в гистограммах первичных и рецидивных 
больных с поражением КМ соответственно. В I группе 
без поражения КМ, также как и во II группе с поражением 
и без, индекс ДНК в среднем составил 1,11±0,01 (в преде-
лах митотического цикла). Во II группе с поражением КМ 
этот показатель был несколько выше, составив в среднем 
1,13±0,02 (р>0,05).

В группах пациентов с анеуплоидными гистограмма-
ми (19 образцов) доля анеуплоидных клеток составила: 
20 % – в 16 % случаев (3 пациента); от 20 до 40 % – в 63 % 
случаев (12 пациентов) и от 40 до 50 % – в 21 % случаев 
(4 пациента). Содержание анеуплоидных клеток в КМ па-
циентов I группы без его поражения в среднем составило 
24,4±2,9 %, тогда как с поражением процент несколько 
больше – 28,3±2,8 %. Среднее значение анеуплоидных 
клеток в пробах больных II группы без поражения КМ 
составило 27,6±3,1 %, с поражением – 31,5±4,5 %. Стати-
стически значимой разницы показателей среднего содер-
жания анеуплоидных клеток в КМ у пациентов I и II групп 
нами не получено.

Наибольшей вариабельностью как в I, так и во II груп-
пе обладали показатели, характеризующие проли-
феративную активность мононуклеаров: доля клеток 
в фазе синтеза, премитотической и митотической фазах  
(S и G2M); показатель отношения уровня митотической 
активности к полиплоидизации (G2M / S); показатель, 
отражающий пролиферацию клона в целом (S+G2M); 
цитокинетический индекс – ЦКИ ((S+G2M) / G0-1), 
не только отражающий процент клеток клона, всту-
пивших в пролиферативные стадии, но и позволяющий 
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экспрессии Bcl2 ≥28 %, Ki67 ≥5,21 %, показателей (S+G2M) /  
G0–1 ≥5,8 %, S+G2M ≥2 %, увеличении клеток в фазе  
S ≥4,7 % и снижении параметра G2M / S ≤42 % отмечалось 
статистически значимое снижение показателей не только 
беспрогрессивной, но и общей выживаемости пациентов. 
Наличие анеуплоидии, бластно-лимфоидного типа пора-
жения КМ, БК в ПК ≥5 % и лейкоцитоза ≥15 × 109 / л также 
статистически значимо снижало показатели беспрогрес-
сивной и общей выживаемости больных (р<0,05). Напри-
мер, при оценке зависимости выживаемости от уровня 
ЦКИ выявлено статистически значимое увеличение общей 
и беспрогрессивной выживаемости пациентов с показате-
лями (G2М+S) / G0-1<5,8 (рис. 1 и 2).

Заключение

Таким образом, плоидность, кинетика и параметры 
апоптотической активности мононуклеаров КМ больных 
злокачественными лимфомами позволяют пополнить све-
дения об общих патогенетических механизмах опухолевой 
прогрессии. Установлено, что в основе неблагоприятного 
течения опухолевого процесса лежит не только характе-
ристика опухолевых клеток, но и клеточное взаимодей-
ствие, определяющее кинетику и пролиферацию иммуно-
компетентных клеток.
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Проведенный в исследовании корреляционный ана-
лиз выявил, что наличие анеуплоидии в КМ (p<0,05) 
прямо коррелировало: с показателем процентного со-
держания бластных клеток (БК) в периферической кро-
ви (ПК) ( =0,5); показателем содержания ЛДГ крови  
( =0,5); повышением клеток, экспрессирующих Bcl2  
( =0,5), и, что закономерно, с повышением процента БК 
в ПК ( =0,5). Повышение экспрессии Bcl2 коррелиро-
вало: с повышением процентного содержания БК в КМ  
( =0,7) и ПК ( =0,6); наличием анеуплоилии в КМ  
( =0,5); повышением доли клеток в фазах G0-1 ( =0,5), 
S ( =0,5), пролиферативного пула в целом S+G2M  
( =0,6), ЦКИ (р=0,6); повышением экспрессии Ki67  
( =0,5), а также лейкоцитов в ПК ( =0,5). Повышение 
экспрессии Bcl2 высоко и весьма высоко отрицательно 
коррелировало с показателями общей ( =–0,8) и беспро-
грессивной ( =–0,9) выживаемости больных. Экспрес-
сия маркера Ki67 прямо коррелировала с показателями 
общей ( =0,5) и беспрогрессивной ( =0,6) выживаемо-
сти, а также с показателями кинетики КЦ (G0-1, S+G2M, 
(S+G2M) / G0-1, S, G2M).

Анализ гамма-корреляции выявил, что повыше-
ние отношения G2M / S ассоциировалось с наличием 
В-симптомов (γ=0,9) и в большей степени было харак-
терно для лиц женского пола (p<0,05). Возникновение  
«отрицательного события» заметно коррелировало с нали-
чием анеуплоидии (γ=0,7). Риск возникновения прогресси-
рования заболевания был выше у лиц мужского пола.

У пациентов II группы с поражением КМ выявлен 
ряд статистически значимых корреляций. Показатель 
доли клеток в G0-1 фазе отрицательно коррелировал 
с уровнем экспрессии Ki67 ( =–0,6) и Bcl2 ( =–0,8). 
Повышение процента клеток в фазе G2M КЦ было со-
пряжено с повышением ЛДГ ( =0,7) в биохимическом 

анализе крови. Повышение экспрессии Ki67 и Bcl2 кор-
релировало положительно с повышением доли клеток 
пролиферативного пула S+G2M и повышением ЦКИ. 
Данное обстоятельство отражало степень активности 
зло качественного процесса. Повышение G2M / S кор-
релировало положительно с классическими клинико- 
морфологических факторами прогноза, такими как ЛДГ 
и СОЭ ( =0,7), и было сопряжено с более низкой экс-
прессией Bcl2 ( =–0,8). Наличие анеуплоидного кло-
на в КМ больных II группы коррелировало статистиче-
ски значимо с повышением ЛДГ и СОЭ ( =0,6), а также  
показателя G2M / S ( =0,7) и отмечалось преимущественно 
у лиц женского пола. Гамма-анализ выявил дополнитель-
ные заметные положительные корреляции (γ=0,5) между 
процентным содержанием мононуклеаров в фазе G2M КЦ 
и процентным содержанием БК в миелограмме.

Для пациентов I и II групп с отсутствием поражения 
КМ не выявлено значимых корреляций. Наблюдались 
корреляции между общеизвестными классическими кли-
нико-морфологическими факторами прогноза, такими 
как СОЭ, ЛДГ, уровень гемоглобина крови. Данные по-
казатели обладали автокорреляцией, ассоциировались 
с распространенностью процесса и в достоверной степени 
не были сопряжены с риском возникновения «отрицатель-
ного события».

Для установления взаимосвязи основных показа-
телей апоптоза и кинетики КЦ с показателями вы-
живаемости больных, а также характера этой взаи-
мосвязи проведен регрессионный анализ по Коксу. 
Для каждого из факторов на основании критерия χ2 было 
сформировано пороговое значение признака, что по-
зволило рассчитать беспрогрессивную и общую выжи-
ваемость по методу Каплана – Майера соответственно 
найденным пороговым значениям. Так, при повышении 

Рисунок 1. Беспрогрессивная выживаемость в группе пер-
вичных пациентов с поражением КМ в зависимости от кри-
тического уровня ЦКИ (Log-Rank p=0,008; Gehan’s Wilcoxon 
p=0,005)

 

Рисунок 2. Общая выживаемость в группе первичных пациен-
тов с поражением КМ в зависимости от уровня ЦКИ (Log-Rank 
p=0,007; Gehan’s Wilcoxon p=0,009)
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Morphofunctional characteristics of hematopoietic tissue 
in lymphoma patients

K. A. Novoselova1, L. Yu. Vladimirova1, I. B. Lysenko1, N. A. Abramova1, A. E. Storozhakova1, I. L. Popova1, N. M. Tikhanovskaya1, L. A. Ryadinskaya1, 
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1 Rostov Research Institute of Oncology, Rostov-on-Don, Russia 
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Abstract. Parameters of ploidity and kinetics of cell cycle in bone marrow samples of lymphoma patients were studied by flow 
cytometry. These parameters were compared to the lymphoma prognostic criteria: disease stage, levels of lactate dehydrogenase, 
sed rate test, B-symptoms, Bcl-2, Ki-67 etc. Analysis of the results shows, that bone marrow lesions in primary tumors are 
characterized by a statistically significant increase in Bcl2-expressing cells and percentage of cells in G0-1 stage of the cell cycle, as 
well as decrease in percentage of cells in G2М and S stages and percentage of cells of the proliferative pool S+G2M, (G2M+S) / G0-1 
compared to non-affected hematopoietic cells. Primary and recurrent lymphomas with bone marrow lesions are characterized by 
significant variability in cell cycle parameters describing proliferative activity of mononuclear cells combined with inefficiency of 
hematopoiesis. Marker cytokinetic parameters can be used as prognostic criteria for overall and relapse-free survival of patients 
with lymphomas.

Keywords: malignant lymphomas, flow cytofluorimetry, bone marrow, cell cycle

Information about the authors

Kristina A. Novoselova, MD, PhD Med, Oncologist of the Tumor Drug Therapy Department No. 1, Rostov Research Institute of Oncology,  
e-mail: knovoselova@me.com

Luibov Yu. Vladimirova, MD, DSc Med, oncologist, Professor, Head of the Tumor Drug Therapy Department No. 1, Rostov Research Institute  
of Oncology, e-mail: vlu@aaanet.ru

Irina B. Lysenko, MD, DSc Med, Hematologist, Professor, Honored Medic of the Russian Federation, Head of the Oncohematology Department, 
Rostov Research Institute of Oncology, e-mail: iralyss@rambler.ru

Nataliya A. Abramova, MD, PhD Med, Oncologist of the Tumor Drug Therapy Department No. 1, Rostov Research Institute of Oncology,  
e-mail: pylulkin@mail.ru

Anna E. Storozhakova, MD, PhD Med, Oncologist of the Tumor Drug Therapy Department No. 1, Rostov Research Institute of Oncology,  
e-mail: maymur@list.ru

Irina L. Popova, MD, PhD, Oncologist of the Tumor Drug Therapy Department No. 1, Rostov Research Institute of Oncology,  
e-mail: sofira09@rambler.ru

Nataliya M. Tikhanovskaya, MD, Oncologist of the Tumor Drug Therapy Department No. 1, Rostov Research Institute of Oncology,  
e-mail: ntihanovskaya@mail.ru

Luidmila A. Ryadinskaya, MD, PhD Med, Oncologist of the Tumor Drug Therapy Department No. 1, Rostov Research Institute of Oncology,  
e-mail: riadinskaya10@mail.ru

Aza A. Lyanova, MD, oncologist of the Tumor Drug Therapy Department No. 1, Rostov Research Institute of Oncology,  
e-mail: blackswan-11@mail.ru

Tatyana A. Snezhko, MD, PhD Med, Oncologist of the Tumor Drug Therapy Department No. 1, Rostov Research Institute of Oncology,  
e-mail: tatyana_snezhko@mail.ru

Georgy V. Salamov, fifth year student, Samara State Medical University (SamSMU), e-mail: Georgye22@gmail.com


