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Введение.	Изучение	опухолевого	поражения	костного	мозга	–	необходимый	этап	стадирования	болезни	как	при	не-
ходжкинских	лимфомах,	 так	и	в	случае	лимфомы	Ходжкина	(ЛХ).	Стандартно	оценка	поражения	костного	мозга	
проводится	на	основании	данных	иммуногистохимического	исследования	трепанобиоптата	костного	мозга,	однако	
в	последнее	время	внедряются	компьютерные	технологии	–	позитронно-эмиссионная	томография,	совмещенная	
с	компьютерной	томографией.	Вместе	с	тем	иммунологические	методы	выявления	опухолевых	клеток	с	использо-
ванием	многоцветной	проточной	цитометрии	более	доступны.	Кроме	того,	они	позволяют	проводить	углубленное	
изучение	особенностей	опухолевого	костномозгового	микроокружения.
Цель исследования –	оценить	иммуноморфологические	особенности	костного	мозга	при	ЛХ	и	возможность	выяв-
ления	специфического	поражения	костного	мозга	методом	проточной	цитометрии.
Материалы и методы.	Проанализированы	107	образцов	пунктатов	костного	мозга	у	больных	различными	вариан-
тами	 классической	ЛХ,	 диагностика	и	 лечение	которых	проводились	на	 базе	 клинического	 госпиталя	«Лапино»	
и	МНИОИ	им.	П.	А.	Герцена	в	период	с	2018	по	2022	г.
Результаты.	Показаны	особенности	субпопуляционного	состава	лимфоцитов	костного	мозга	у	пациентов	с	класси-
ческой	ЛХ.
Заключение.	 Проведена	 иммунологическая	 оценка	 степени	 вовлечения	 костного	 мозга,	 сопоставлены	 данные	
проточной	цитометрии	и	иммуногистохимического	исследования	трепаната	при	первичной	диагностике,	оценены	
особенности	 субпопуляционного	 состава	 лимфоцитов	 костного	 мозга.	 Изучена	 взаимосвязь	 данных	 факторов	
на	диагностическом	этапе	при	классических	вариантах	ЛХ.	На	этапе	окончания	лечения	первичные	иммунологиче-
ские	данные	(степень	вовлечения	костного	мозга)	сопоставлены	с	данными	позитронно-эмиссионной	томографии,	
совмещенной	с	компьютерной	томографией.

Ключевые слова:	лимфома	Ходжкина,	костный	мозг,	клетка	Березовского–Рид–Штернберга,	проточная	цитометрия,	
субпопуляционный	состав	лимфоцитов
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Background.	 The	 study	 of	 bone	 marrow	 involvement	 is	 a	 necessary	 step	 in	 disease	 staging,	 both	 in	 non-Hodgkin	
lymphomas	and	in	the	case	of	Hodgkin	lymphoma	(HL).	The	standard	assessment	of	bone	marrow	lesion	is	carried	out	
based	 on	 immunohistochemical	 examination	 of	 bone	 marrow	 trepanobioptate,	 and	 recently	 computer	 technologies	
(positron	emission	tomography	combined	with	computed	tomography)	have	been	introduced	to	assess	bone	marrow	
involvement.	At	the	same	time,	immunological	methods	for	detecting	tumor	cells	using	multicolor	flow	cytometry	are	
more	available.	In	addition,	they	allow	for	detailed	study	of	the	tumor	bone	marrow	microenvironment.
Aim.	To	evaluate	the	immunomorphological	features	of	bone	marrow	in	HL	and	the	possibility	of	identifying	specific	
bone	marrow	lesions	using	flow	cytometry.
Materials and methods.	The	study	included	the	analysis	of	107	bone	marrow	samples.	The	samples	were	obtained	from	
107	patients	with	various	variants	of	classical	HL,	diagnosed	and	treated	at	the	Lapino	Clinical	Hospital	and	the	P.	A.	Herzen	
Moscow	State	Medical	Institute	from	2018	to	2022.
Results.	The	features	of	bone	marrow	lymphocytes	subpopulation	in	patients	with	classical	HL	are	shown.
Conclusion.	 An	 immunological	 assessment	 of	 bone	 marrow	 involvement	 degree	 was	 carried	 out,	 data	 from	 flow	
cytometry	 and	 immunohistochemical	 examination	 of	 trephine	 biopsy	 specimens	 during	 primary	 diagnosis	 were	
compared,	and	the	features	of	bone	marrow	lymphocytes	subpopulation	were	evaluated.	The	interrelation	of	these	factors	
at	the	diagnostic	stage	in	classical	variants	of	HL	was	studied.	At	the	end	of	treatment,	the	primary	immunological	data	
(the	 degree	 of	 bone	 marrow	 involvement)	 were	 compared	 with	 the	 results	 of	 the	 positron	 emission	 tomography	
combined	with	computed	tomography.

Keywords:	Hodgkin’s	lymphoma,	bone	marrow,	Berezovsky–Reed	–Sternberg	cell,	flow	cytometry,	immunohistochemical	
examination,	positron	emission	tomography	combined	with	computed	tomography
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Введение
Лимфома Ходжкина (ЛХ) – это В-клеточное зло-

качественное лимфопролиферативное заболевание 
с уникальной особенностью – значительным преобла-
данием клеток реактивного микроокружения над опу-
холевыми. Патологический субстрат ЛХ представлен 
гигантскими клетками Березовского–Рид–Штернбер-
га (БРШ) и их мононуклеарными аналогами (клетки 
Ходжкина), лакунарными, мумифицированными, 
LP-клетками [1].

Успехи в лечении ЛХ очевидны: 5-летняя выжива-
емость составляет 90–99 % для ранней стадии заболе-
вания и 83–95 % – для поздней [2]. Причина этого за-
ключается в биологических особенностях опухоли, ее 
очагов, а также микроокружения. Так, плохой прогноз 
в случае классического варианта ЛХ (кЛХ) ассоции-
рован с экспрессией в клетках БРШ макрофагального 
антигена CD68 и вовлечением в патологический про-
цесс костного мозга [3–5]. 

На протяжении десятилетий «золотым стандартом» 
для морфологической и иммуногистохимической 
оценки костного мозга при ЛХ является трепано- 

биопсия костного мозга (ТБМК). В свою очередь, во-
шедшая в клиническую практику позитронно-эмис-
сионная томография, совмещенная с компьютерной 
томографией (ПЭТ/КТ), с применением 18F-фторде-
зоксиглюкозы зарекомендовала себя как высокочув-
ствительный метод обнаружения поражения костного 
мозга  у больных ЛХ в сравнении с ТБКМ [6–10].

Однако у данного метода есть целый ряд лимити-
рующих факторов: стоимость, возможность проведе-
ния исследования в ограниченном числе центров. 
Недостатком же иммуногистохимического (ИГХ) ис-
следования поражения костного мозга по данным тре-
панобиопсии является то, что исследуется только не-
большой участок мозга, однако его поражение при ЛХ 
чаще имеет  фокальный характер. Таким образом, 
по-прежнему существует необходимость поиска адек-
ватных предикторов ответа на лечение, которые еще на 
доклиническом этапе позволят предсказать эффект 
от дальнейшей химиотерапии и выявить как больных 
группы неблагоприятного прогноза, так и пациентов, 
для которых нет необходимости в эскалации доз хи-
миотерапевтических препаратов. Альтернативным 

mailto:angelik_melnikova@mail.ru
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методом может стать иммуноморфологическое иссле-
дование аспирата костного мозга посредством проточ-
ной цитометрии.

Методы проточной цитометрии введены в рутинную 
диагностику резидуального рака в случае опухолей кро-
ветворной системы (лимфобластные лейкозы, ряд лим-
фом). Являясь полезным диагностическим инструмен-
том, данный подход предоставляет возможность изучения 
клеточных популяций костного мозга в качественном  
и количественном эквиваленте [11, 12].

Существенный вклад в решение проблемы изуче-
ния костного мозга при ЛХ внесли результаты иссле-
дований J. R. Fromm и соавт. [13–16], которые разра-
ботали методы выявления единичных клеток БРШ 
посредством проточной цитометрии. Данные методы 
могут быть легко применены для выявления единич-
ных клеток БРШ в костном мозге пациентов с диаг-
нозом ЛХ [17, 18]. В нашем недавнем исследовании 
апробирован метод иммунологической детекции кле-
ток БРШ с применением многопарамет ровой проточ-
ной цитометрии [19, 20].

Цель исследования – изучить иммуноморфологи-
ческие особенности костного мозга при ЛХ и оценить 
возможности метода проточной цитометрии в иссле-
довании поражения костного мозга при кЛХ.

Материалы и методы
Мы проанализировали 107 образцов пунктатов 

костного мозга больных (50 мужчин и 57 женщин) 
различными вариантами кЛХ, получавших диагности-
ку и лечение на базе клинического госпиталя «Лапино» 
и МНИОИ им. П. А. Герцена за период с 2018 по 2022 г. 
Все пациенты подписали информированное согласие 
на участие в исследовании.

Для отработки методики апробирован метод про-
точной цитометрии для выявления клеток БРШ в тка-
ни лимфатических узлов. В исследование включен 
биопсийный материал лимфатических узлов 8 паци-
ентов с подтвержденным диагнозом кЛХ и 3 пациентов 
с подозрением на лимфому [20].

По данным инструментальных методов исследо-
вания и опросников пациентов в соответствии с меж-
дународными системами стадирования Cotswald и Ann 
Arbor в исследуемой когорте выделены следующие груп-
пы: 3 (2,8 %) пациента с I стадией заболевания, 
55 (51,4 %) – с II стадией, 15 (14,0 %) – с III стадией, 
34 (31,8 %) – с IV стадией. Таким образом, наибольшее 
число исследуемых пациентов имели II или IV стадию. 
Все пациенты с I стадией – мужчины, среди пациен-
тов со II стадией достоверно преобладали женщины 
(р = 0,035), а среди пациентов с III и IV стадиями – 
мужчины (р <0,05).

У всех пациентов на диагностическом этапе про-
ведено морфологическое исследование и у большин-
ства (67 %) – ИГХ-исследование биоптата опухоли. 
При ИГХ-исследовании оценена мембранная / цито-
плазматическая экспрессия маркеров с применением 

широкой панели моноклональных антител к антигенам 
CD15, CD30, CD3, CD45, CD20, Pax-5, у части паци-
ентов исследована экспрессия белков вируса Эпштей-
на–Барр. Применение такой панели дало возможность 
не только оценить опухоль и выявить клетки БРШ, 
но и охарактеризовать Т- и В-клеточное микроокру-
жение.

По данным гистологического и ИГХ-исследований 
всем пациентам поставлен диагноз кЛХ с преобладанием 
варианта нодулярный склероз (93 (86,9 %) из 107),  
у 3 (2,8 %) пациентов определено лимфоидное истощение 
и у 11 (10,3 %) – смешанно-клеточный вариант кЛХ.

Для оценки поражения костного мозга всем паци-
ентам выполнена ТБКМ с морфологическим и / или 
ИГХ-исследованием, большинству (70 (65,4 %) из 107) 
на диагностическом этапе выполнена ПЭТ / КТ. Для 
оценки метаболического ответа выполнена контроль-
ная ПЭТ / КТ по за вершении курса специфической 
терапии. На диаг ностическом этапе 63 (58,8 %) паци-
ентам в целях дифференциальной диагностики выпол-
нена аспирационная биопсия костного мозга с мор-
фологическим исследованием клеточного состава [21]. 
Аспират костного мозга во всех случаях исследован 
иммунологически с применением метода многоцвет-
ной (6-параметровой) проточной цитометрии.

В результате детально изучен популяционный со-
став лимфоцитов костного мозга. Определялось число 
зрелых Т- и В-клеток и NK-клеток на основании экс-
прессии среди лимфоцитов (CD45+-клетки) антигенов 
CD3 (Т-клетки), СD4 (Т-хелперы), CD8 (Т-супрессо-
ры), популяций СD19+CD20+ (зрелые В-клетки) 
и CD3-CD16+CD56+ (эффекторные NK-клетки).

Анализ количества популяций лимфоцитов кост-
ного мозга проводили методом проточной цитометрии 
на 2-лазерном 6-параметровом проточном цитометре 
Facs Canto II (Becton Dickinson, США). Последующую 
обработку данных проточной цитометрии осуществляли 
с применением программного обеспечения FSC 3.0.

Полученные данные обрабатывали с применением 
программы IBM SPSS 2023 для Windows. Статистиче-
скую обработку осуществляли с помощью непараме-
трического критерия Манна–Уитни, отражающего 
достоверность различий между анализируемыми груп-
пами, при уровне значимости p <0,05.

Результаты
По ранее описанной и апробированной методике 

на диагностическом этапе у всех пациентов выполнена 
проточно-цитометрическая детекция клеток БРШ 
в образцах костного мозга (рис. 1) [22]. Иммунологиче-
ские данные сопоставлены в группах с поражением кост-
ного мозга, выявленным в дебюте болезни на основании 
данных ПЭТ / КТ и ТБКМ, и без такового. Анализ пока-
зал высокую достоверность различий в количестве им-
мунологически выявленных БРШ (табл. 1).

В группе без поражения костного мозга, по данным 
ТБКМ, медиана содержания клеток БРШ составила 
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25 (0–103, среднее значение 49), а в группе с пораже-
нием костного мозга – 109 (103–340, среднее значение 
188). В группе без поражения костного мозга по дан-
ным ПЭТ / КТ медиана содержания клеток БРШ со-
ставила 13 (0–215, среднее значение 30), при этом  
в 20 образцах из 21 содержание клеток менее 100. 
В группе с поражением костного мозга медиана соста-
вила 132 (95–340, среднее значение 189).

Оценка числа клеток БРШ в группах без пораже-
ния костного мозга позволила предположить порого-
вый уровень данных клеток как индикатор поражения 
костного мозга. Анализ показал, что результат ТБКМ 

с вероятностью 100 % будет отрицательным при со-
держании в костном мозге <90 клеток БРШ, выяв-
ленных методом проточной цитометрии, а результат 
ПЭТ / КТ – при содержании <60 клеток.

Анализ популяционного состава лимфоцитов кост-
ного мозга показал наличие разнонаправленных из-
менений иммунологических показателей. Данные 
показатели сопоставлены с количеством соответству-
ющих популяций доноров костного мозга (табл. 2).

При сопоставлении числа основных субпопуляций 
лимфоцитов костного мозга у больных кЛХ в сравнении 
с показателями контрольной группы установлены 

Таблица 1. Частота выявления клеток с иммунофенотипом Березовского–Рид–Штернберга с фактом поражения костного мозга по данным 
трепанобиопсии костного мозга и позитронно‑эмиссионной томографии, совмещенной с компьютерной томографией

Table 1. Detection frequency of cells with the Berezovsky–Reed–Sternberg immunophenotype with bone marrow involvement, established according to bone 
marrow trephine biopsy and positron emission tomography combined with computed tomography data

Группа 
Group

Число клеток Березовского–Рид–Штернберга ± 
стандартная ошибка 

Number of Reed–Berezovsky–Sternberg cells ± standard error
p

Трепанобиопсия костного мозга: 
Bone marrow trephine biopsy:

с поражением костного мозга (n = 7) 
with bone marrow involvement (n = 7)
без поражения костного мозга (n = 44) 
without bone marrow involvement (n = 44) 

188 ± 40

49 ± 8

0,0001

Позитронно-эмиссионная томография, совмещенная 
с компьютерной томографией: 
Positron emission tomography combined with computed tomography:

с поражением костного мозга (n = 15) 
with bone marrow involvement (n = 15)
без поражения костного мозга (n = 36) 
without bone marrow involvement (n = 36) 

169 ± 50

30 ± 10

0,045

Рис. 1. Результаты трепанобиопсии костного мозга при подтвержденном диагнозе: а – цитограмма, подтверждающая присутствие значитель‑
ного количества клеток Березовского–Рид–Штернберга в аспирационном пунктате костного мозга (203 клетки), выявленных методом проточ‑
ной цитометрии при анализе 10 млн миелокариоцитов; б – результаты морфологического исследования трепанобиопсии костного мозга, подтвер‑
ждающие поражение костного мозга, ×400 (в центре – крупная клетка Березовского–Рид–Штернберга на фоне гетерогенного клеточного 
микроокружения)
Fig. 1. Results of bone marrow trephine biopsy confirming the diagnosis: а – cytogram confirming the presence of a significant number of Berezovsky–Reed– 
Sternberg cells in a bone marrow aspiration specimen (203 cells), detected by flow cytometry during analysis of 10 million myelokaryocytes; б – results  
of morphological examination of bone marrow trephine biopsy confirming bone marrow involvement, ×400 (in the center – a large Berezovsky–Reed–Sternberg 
cell with heterogeneous cellular microenvironment)
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отличия костномозгового иммунопоэза: достоверные 
снижение числа зрелых В-клеток (CD19+CD20+), более 
низкое содержание NK-клеток и более высокое содер-
жание зрелых Т-клеток, повышение которых обусловле-
но большим числом CD8+ цитотоксических / супрессор-
ных популяций. Взаимосвязи между числом изученных 
популяций лимфоцитов и числом клеток БРШ костного 
мозга при анализе всей группы не выявлено.

Заключение
Стандартом оценки поражения костного мозга 

при ЛХ является ИГХ-исследование образцов трепано-
биоптата. Однако в последние годы оно вытесняется 
неинвазивной инструментальной методикой ПЭТ / КТ 
с 18F-фтордезоксиглюкозой, хорошо зарекомендовав-
шей себя при выявлении факта поражения костного 
мозга.

У обоих методов, несмотря на их объективность, 
есть недостатки. Так, при ТБКМ анализируется не-
большой объем ткани костного мозга, что с учетом фо-
кальности его поражения при ЛХ может привести 
к ложноотрицательным результатам. В случае с ПЭТ / КТ 
имеются технические сложности – не во всех центрах 
есть необходимое оборудование. Важно также, что при 
ПЭТ / КТ невозможно оценить гистологическую кар-
тину костного мозга. Наконец, для ЛХ типична особая 
картина костного мозга, а именно наличие фиброза, 
связанного с продукцией цитокинов клетками воспа-
лительного фона (лимфоциты, гистиоциты, зрелые 
эозинофилы и плазматические клетки), то есть выра- 

женный воспалительный фон, что может привести 
к ложноположительным результатам ПЭТ / КТ.

Таким образом, с учетом важности оценки факта 
поражения костного мозга при первичной диагности-
ке ЛХ в целях стадирования болезни актуальна разра-
ботка более точных методов. Один из возможных ва-
риантов – исследование аспирата костного мозга 
с использованием методов проточной цитометрии 
высокого разрешения. До недавнего времени их при-
менение при кЛХ было ограничено в силу недостаточ-
ных технических возможностей. Однако с приходом 
в клиническую практику проточных цитометров но-
вого поколения и детального изучения иммунофено-
типических особенностей опухолевых клеток при кЛХ 
идентификация единичных клеток БРШ данным ме-
тодом стала возможной.

Мы продемонстрировали высокую частоту присут-
ствия клеток БРШ в костном мозге у пациентов с кЛХ 
и установили пороговые значения этого показателя, при 
которых данные ПЭТ / КТ и ТБКМ будут отрицательны-
ми. Дополнительно изучены особенности костномозго-
вого микроокружения, которые, согласно  результатам 
нашего исследования, не отличались у пациентов с кЛХ 
с поражением костного мозга и без него, но вместе с тем 
имели целый ряд особенностей в сравнении с донорской 
группой. Полученные данные закладывают основу 
для дальнейшего детального изучения костного мозга 
при ЛХ методом проточной цитометрии для выявления 
клинической значимости его минимального поражения, 
оцененного иммунологически.

Таблица 2. Состав иммунокомпетентных клеток костного мозга в сравнении с референcными интервалами и данными доноров

Table 2. The composition of immunocompetent bone marrow cells in comparison with reference intervals and donor data

Показатель* 
Parameter*

Анализируемая группа (n = 44) 
Analyzed group (n = 44) 

Группа сравнения 
(здоровые доноры, n = 15) 

Comparison group (healthy 
donors, n =1 5) 

Среднее значение ± 
стандартная ошибка 

Mean value ± standard error

Медиана 
(диапазон) 

Median (range) 
р

Среднее 
значение 
Mean value

Диапазон 
Range

Т-клетки (CD3+) 
T-cells (CD3+) 

75,0 ± 2,4 75,0 (40,0–98,0) 0,035 62,9 ± 1,6 53,4–70,4

Т-хелперы (CD3+CD4+) 
T-helpers (CD3+CD4+) 

20,3 ± 1,4 20,8 (1,6–41,0) 
Нет 

данных 
No data

29,3 ± 1,3, 20,4–39,6

Т-цитотоксические / супрессорные 
популяции (CD3+CD8+) 
T-cytotoxic / suppressor populations (CD3+CD8+) 

54,7 ± 3,02 49,0 (24,9–93,7) 0,0023 30,6 ± 2,3 20,0–38,1

В-клетки (CD19+CD20+) 
B-cells (CD19+CD20+) 

6,4 ± 0,91 4,3 (0,25–20,3) 0,001 20,4 ± 1,5 15,0–29,9

NK-клетки СD3-CD16+CD56+ 
NK-cells СD3-CD16+CD56+ 11,2 ± 1,4 8,5 (0,0–36,0) 0,045 14,2 ± 2,2 12,8–21,0

*Показатели представлены в виде относительных значений (от уровня лимфоцитов). 
*The parameters are presented as relative values (from the lymphocytes level).
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