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Глава 1. Введение 

1.1 Актуальность темы исследования 

Диффузная В-клеточная крупноклеточная лимфома (ДВККЛ) – агрессивное 

лимфопролиферативное заболевание [165]. Эффективность лечения больных 

ДВККЛ зависит от наличия признаков неблагоприятного прогноза. Поэтому при 

наличии последних применяют интенсивную полихимиотерапию (ПХТ). Однако 

гематологическая токсичность при высокодозной ПХТ выше, чем при стандартной. 

Через 5–10 лет после высокодозной терапии по протоколу mNHL-BFM-90 

цитопенические синдромы наблюдаются у 52 % пациентов в сравнении с 11 % из 

группы терапии СНОР/R-СНОР-21. У 78 % пациентов после высокодозной терапии 

в отдаленном периоде наблюдений снижается количество CD34+ кроветворных 

клеток в отличие от 42 % больных группы после терапии СНОР/R-СНОР. Кроме 

того, Е.И. Дорохиной были выявлены выраженные вторичные изменения стромы 

костного мозга (КМ) у 43 % больных после применения терапии mNHL-BFM-90 

[10]. 

В работах И.Н. Шипуновой с соавторами было показано, что опухолевые 

клетки меняют стромальное микроокружение[111; 151; 152; 153; 154]. 

Исследования Дж. Котьяза с соавторами продемонстрировали, что различные 

опухолевые клетки секретируют цитокины и хемокины [94], которые возможно 

способны изменять стромальное микроокружение. 

Поэтому изучение стромальных клеток-предшественниц (мультипотентных 

мезенхимных стромальных клеток (МСК) и колониеобразующих единиц 

фибробластов (КОЕф)) до и после лечения, а также в отдаленном периоде после 

достижения ремиссии у больных ДВККЛ позволит уточнить степень повреждения 

стромы костного мозга и её способность к восстановлению. Полученные данные 

расширят понимание патогенеза костномозговых изменений при 

лимфопролиферативных заболеваниях. 
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1.2 Степень разработанности темы исследования 

 

ДВККЛ – гетерогенная группа лимфатических опухолей с различными 

проявлениями и с разным ответом на терапию. По литературным данным И.В. 

Поддубной, А.У. Магомедовой, Н. Бартлет, Л. Сехн и других исследователей 5–

летняя общая выживаемость больных ДВККЛ на стандартной терапии колеблется 

от 30 до 90 % в зависимости от наличия или отсутствия тех или иных 

прогностических факторов [12; 21; 145]. Больным ДВККЛ с признаками 

неблагоприятного прогноза необходимо проведение интенсивной терапии. Однако 

высокодозная ПХТ более токсична по сравнению со стандартной, а в отдаленном 

периоде сохраняются цитопении, не требующие заместительной терапии 

компонентами крови. Авторы предположили, что вероятнее всего это связано с 

повреждением стромального микроокружения цитостатическими препаратами. 

Строма КМ поддерживает и регулирует не только нормальные 

гемопоэтические стволовые клетки, но и клетки опухоли, поражающей КМ. 

Множественные сложные взаимодействия со стромой КМ влияют на физиологию 

гемопоэтических стволовых клеток, а также на патофизиологию гематологических 

злокачественных новообразований. 

Исследования стромального микроокружения КМ при 

лимфопролиферативных заболеваниях, в том числе при ДВККЛ, очень скудны, так 

как КМ при лимфопролиферативных заболеваниях не всегда вовлечен в 

опухолевый процесс. П. Свендзен с соавторами продемонстрировал изменения 

костной ткани у больных ДВККЛ после химиотерапии [164]. Результаты данной 

диссертационной работы расширят знания о стромальных предшественниках у 

больных ДВККЛ, при отсутствии детекции опухоли в КМ. Это может представлять 

интерес для международного научного сообщества. 

1.3 Цели и задачи исследования 

Цель: изучить изменения клеток-предшественниц стромального 

микроокружения КМ у больных ДВККЛ без поражения КМ в дебюте заболевания 

и на разных сроках после завершения лечения. 
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Задачи: 

1. Оценить морфологические и функциональные характеристики 

стромальных клеток-предшественниц костного мозга –МСК и КОЕф у больных 

ДВККЛ в дебюте заболевания. 

2. Проанализировать морфологические и функциональные характеристики 

стромальных клеток-предшественниц костного мозга у больных ДВККЛ на разных 

сроках после окончания химиотерапевтического лечения. 

3. Изучить изменения стромальных клеток-предшественниц костного мозга 

у больных ДВККЛ более чем через 5 лет после различных курсов химиотерапии. 

4. Проследить за изменениями костной ткани у пациентов с ДВККЛ в дебюте 

заболевания и после достижения ремиссии на отдаленных сроках после окончания 

лечения. 

5. Исследовать влияние растворимых факторов в плазме больных ДВККЛ на 

стромальные клетки предшественницы in vitro. 

1.4 Научная новизна исследования 

Проведена динамическая оценка основных характеристик клеток-

предшественниц стромы костного мозга (МСК и КОЕ-Ф) у больных первичной (de 

novo) ДВККЛ до начала и на разных сроках после завершения химиотерапии. 

Выявлены изменения костной ткани у больных ДВККЛ. 

1.5 Теоретическая и практическая значимость 

Изучение изменений клеток стромального микроокружения у пациентов с 

ДВККЛ без поражения КМ в дебюте заболевания позволит уточнить роль 

стромального микроокружения КМ в патогенезе опухолевого процесса. 

Исследование клеток-предшественниц стромального микроокружения КМ на 

разных сроках после химиотерапевтического воздействия и более чем через 5 лет 

после окончания терапии предоставит возможность оценить токсическое влияние 

различных курсов химиотерапии, исключив непосредственное влияние 

опухолевых клеток. 
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1.6 Методология и методы исследования 

Методологию данного исследования выстраивали в соответствии со 

стоящими задачами. In vitro изучали стромальные клетки-предшественницы – МСК 

и КОЕф – пациентов с ДВККЛ (n=87) и доноров (n=32) соответствующего возраста. 

Оценивали культуральные характеристики МСК, экспрессию поверхностных 

антигенов на них методом проточной цитофлуорометрии и относительный уровень 

экспрессии генов методом полимеразной цепной реакции в режиме реального 

времени. Также оценивали концентрацию КОЕф в костном мозге. Для оценки 

влияния плазмы на стромальные клетки-предшественницы МСК здоровых доноров 

культивировали в бессывороточной среде с добавлением плазмы больных ДВККЛ 

и здоровых людей. Для оценки обмена костной ткани у пациентов с ДВККЛ 

выполняли общий анализ мочи, клинический анализ крови с лейкоцитарной 

формулой, исследования дезоксипиридинолина (ДПИД) в моче, ионизированного 

кальция, кальция, фосфора, альбумина, глобулина, общего белка, мочевины, 

креатинина, щелочной фосфотазы, остеокальцина, паратгормона, витамина Д3, b-

cross-laps в крови, костную денситометрию сустава и позвоночника. 

Статистические отличия в группах оценивали при помощи t-критерия Стъюдента, 

U-критерия Манна-Уитни и Т-критерия Уилкоксона.  

1.7 Положения, выносимые на защиту 

1. У пациентов ДВККЛ без поражения КМ в дебюте заболевания 

изменяются свойства стромальных клеток КМ. 

2. Химиотерапия изменяет характеристики стромальных клеток–

предшественниц и эти изменения носят долгосрочный характер. 

3. Молекулярно-биологические и биохимические показатели 

морфогенеза костной ткани у больных ДВККЛ нарушены, однако нет изменений 

на уровне скелета.  

4. Изменения стромальных предшественников костного мозга 

происходят под действием растворимых факторов, секретируемых опухолевыми 

клетками. 
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1.8 Степень достоверности и апробация результатов 

Достоверность выводов обеспечена кропотливой работой с литературными 

источниками по теме диссертации, детальной разработкой лабораторной, 

инструментальной и экспериментальной частей исследования, включением в 

исследование образцов КМ 87 пациентов и 32 здоровых доноров, что достаточно 

для достоверного использования методов статистического анализа. 

Основные положения, результаты и материалы диссертационной работы 

доложены и обсуждены на конференциях: 

1. Всероссийская конференция с международным участием 

“StemCellBio–2018: Фундаментальная наука как основа трансляционной 

медицины” 15.11.2018 – 17.11.2018, Санкт-Петербург, Россия «Влияние 

опухолевых клеток на мультипотентные мезенхимные стромальные клетки 

больных диффузной В-крупноклеточной лимфомой без поражения костного 

мозга» 

2. V Международная конференция «Постгеном’2018» 29.10.2018 – 

02.11.2018 Казань. Россия «Изменение свойств МСК у больных диффузной В-

крупноклеточной лимфомой без поражения костного мозга»  

3. XXII Wilsede Meeting 2018 MODERN TRENDS IN HUMAN LEUKEMIA 

& CANCER, 30.10.2018 – 03.11.2018 Wilsede, Germany «Alterations in the bone 

marrow stromal microenvironment precursor cells in patients with Diffuse Large B-cell 

Lymphoma without bone marrow involvement» 

4. IV Конгресс гематологов России 12.04.2018–14.04.2018, г. Москва, 

Россия «Клетки-предшественницы стромального микроокружения костного мозга 

у больных диффузной В-клеточной крупноклеточной лимфомой на разных этапах 

терапевтического воздействия» 

5. 23 Congress of the European Hematology Association, 14.06.2018 – 

17.06.2018, Stockholm, Sweden «Bone marrow stromal microenvironment precursor 

cells in patients with Diffuse Large B-cell Lymphoma without bone marrow 

involvement» 
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6. 24 Congress of the European Hematology Association, July, 2019 Amsterdam, 

Netherlands «Changes in the secretome composition of multipotent mesenchymal stromal 

cells patients with diffuse large b-cell lymphoma without bone marrow involvement». 

7. IV Национальный конгресс по регенеративной медицине, 20.10.2019 – 

23.10.2019, Москва, Россия, «Влияние лимфоидной опухоли, не затрагивающей 

костный мозг, на мультипотентные мезенхимные стромальные клетки». 

По теме диссертации опубликовано 2 статьи, из которых – 2 в журналах, 

рекомендованных ВАК Министерства образования и науки Российской 

Федерации, а также 9 тезисных сообщений (5 на русском языке и 4 на английском 

языке). 

1.9 Структура диссертации 

Работа изложена на 127 страницах машинописного текста, состоит из 

введения, обзора литературы, материалов и методов исследования, результатов и 

обсуждения, выводов, списка литературы, приложения. Текст работы содержит 13 

таблиц, 32 рисунка. 

  

https://journals.lww.com/hemasphere/Fulltext/2019/06001/CHANGES_IN_THE_SECRETOME_COMPOSITION_OF.1201.aspx
https://journals.lww.com/hemasphere/Fulltext/2019/06001/CHANGES_IN_THE_SECRETOME_COMPOSITION_OF.1201.aspx
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Глава 2. Обзор литературы 

2.1 Диффузная В-клеточная крупноклеточная лимфома: клинические 

проявления, признаки прогноза, лечение и его последствия 

ДВККЛ представляет собой наиболее распространенный подтип 

неходжкинской лимфомы и составляет до 25–35 % всех впервые 

диагностированных случаев [165]. Она характеризуется быстрым развитием, 

агрессивным течением и неизбежным летальным исходом без соответствующей 

терапии [4; 148]. ДВККЛ – гетерогенная группа заболеваний, которая различается 

по клиническим, гистологическим, иммуногистохимическим, молекулярно-

генетическим характеристикам [41; 132]. 

Клиническая картина ДВККЛ разнородна по локализации, 

распространенности и наличию симптомов опухолевой интоксикации [165]. 

Локализация опухолевого процесса при ДВККЛ разнообразна, может встречаться 

как локальное поражение лимфатических узлов, так и генерализованная форма с и 

без вовлечения органов. Встречаются экстранодальные формы, при которых 

изолировано вовлечен в опухолевый процесс один орган или ткань – желудок, 

селезенка, кишечник, кожа, кости, печень, легкие, мягкие ткани, ЦНС и другие [45; 

113; 161; 168]. 

В большинстве случаев ДВККЛ носит генерализованный характер, т.е. имеет 

III–IV стадию по классификации Ann Arbor. По данным разных авторов у 25 – 60 

% на момент диагностики встречаются следующие В-симптомы (симптомы 

интоксикации): фебрильная лихорадка, профузная потливость, особенно в ночное 

время, снижение массы тела более 10 % за последние полгода [38]. Вовлечение КМ 

встречается в 10 – 25 % случаев и является независимым прогностически 

неблагоприятным фактором [11; 13; 165]. 

В зависимости от происхождения ДВККЛ разделяют на происходящие из В-

клеток герминального центра (GCB) и из В-клеток, подобных активированным В-

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/germinal-center
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клеткам периферической крови (ABC). Около 10–15 % случаев невозможно 

классифицировать [142; 167]. 

Поскольку результаты терапии зависят от наличия или отсутствия признаков 

неблагоприятного прогноза, постоянно ведется их активный поиск. Было показано, 

что одновременная экспрессия белков C-myc и Bcl-2 (двойной экспрессор), 

определяемая при иммуногистохимическом исследовании, ассоциирована с 

неблагоприятным прогнозом [101]. Примерно в 30 % случаев встречается 

транслокация BCL-6 в локусе хромосомы 3q27. В последующем случаи 

транслокации с вовлечением локусов гена C-MYC в сочетании с перестройкой 

локуса гена BCL-2 и/или BCL-6 были выделены всемирной организацией 

здравоохранения в отдельную нозологию[165]. Показано, что у пациентов, у 

которых выявлена транслокация с вовлечением локуса гена C-MYC, но без 

нарушений BCL-2  или BCL-6, прогноз не отличается от такового у пациентов без 

этой транслокации [49]. 

В работе А. Патрашку было показано прогностическое значение выявляемых 

иммуногистохимически высоких уровней экспрессии белков BCL-2, Ki67, C-MYC 

и P53. У пациентов с высокой экспрессией BCL-2, P53, C-MYC достоверно ниже 

пятилетняя общая и безрецидивная выживаемость по сравнению с пациентами, у 

которых экспрессия этих генов отсутствовала [130; 186]. Мутации TP53 – 

независимый предиктор плохого прогноза и присутствуют примерно в 20 % 

случаев ДВККЛ [5; 92]. 

В клинической практике в качестве основной прогностической модели 

используют Международный прогностический индекс (МПИ) [54; 155], в котором 

факторами риска являются: возраст старше 60 лет, распространенность процесса 

(стадии III–IV), активность лактатдегидрогеназы выше нормы, соматический 

статус по шкале восточной объединенной онкологической группы (ECOG) ≥2, 

количество экстранодальных очагов поражения (более 1 зоны). В зависимости от 

количества выявляемых факторов риска выделяют следующие группы прогноза:  

 низкая – 0–1 фактор, 

 промежуточно-низкая – 2 фактора, 
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 промежуточно-высокая – 3 фактора, 

 высокая – 4–5 факторов. 

У больных моложе 60 лет наличие поражения экстранодальных органов не 

сказывается на прогнозе, поэтому для этой категории пациентов применяют МПИ, 

скорректированный по возрасту [180]. К факторам риска относятся: соматический 

статус по шкале ECOG ≥ 2, ЛДГ выше нормы и стадии заболевания III–IV. В 

зависимости от их количества сформированы следующие группы риска: 

 низкая –0 факторов,  

 промежуточно-низкая – 1 фактор, 

 промежуточно-высокая – 2 фактора, 

 высокая – 3 фактора. 

Целью лечения больных ДВККЛ является достижение длительных полных 

ремиссий. 

Основной программой, применяемой в клинической практике, остается R-

CHOP-21 и ему подобные курсы, которые эффективны у больных без признаков 

неблагоприятного прогноза. По данным M.D. Anderson Cancer Center при ПХТ 

СНОР-21 у больных ДВККЛ без признаков неблагоприятного прогноза частота 

полных ремиссий составила 81 % [54; 117], другие исследователи показали, что 

частота полных ремиссий у этой категории пациентов при применении курсов 

химиотерапии CHOP/R-CHOP-21 достигает 100 % [14]. Однако 5–летняя общая 

выживаемость не превышает 70 % пациентов в общей группе, и того меньше в 

группе с высоким риском развития рецидива. 

К настоящему времени проведено довольно большое количество 

рандомизированных исследований: СНОР с этопозидом и без него, СНОР-14 и 

СНОР-21, 6 курсов против 8 курсов СНОР-14, R-CHOP против Обинутузумаб + 

CHOP, R-DA-EPOCH против R-CHOP [54; 131; 145; 174; 177; 182; 183]. 

Все эти исследования показали, что в группе неблагоприятного прогноза 

общая и бессобытийная выживаемость колеблется от 30 до 50 %. У 1/3 больных 

развивается рецидив заболевания и у такого же числа больных отмечается 

рефрактерность к проводимой терапии, что приводит к необходимости проведения 
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второй и последующих линий лечения, эффективность которых низка [45; 62; 79; 

131; 136; 137]. 

Интенсификация терапии в случае рефрактерности и рецидива не приводит к 

желаемому результату. Это было продемонстрировано в проведенном крупном 

многоцентровом ретроспективном исследовании по эффективности терапии 

второй линии у больных рефрактерных к индукционной терапии указанными выше 

программами, в которое были включены 636 пациентов [60]. 

Пациентам, у которых достигнута только частичная ремиссия или же 

диагностирована прогрессия ДВККЛ, показано проведение второй линии ПХТ. 

Молодым больным при достижении ремиссии после второй линии терапии 

выполняют ПХТ с последующей трансплантацией аутологичных стволовых клеток 

(аутоТСКК). Режимы второй линии терапии (DHAP, ESHAP, ICE и другие) 

включают различные производные платины, ифосфамид, гемцитабин [78; 167]. 

По рекомендациям Американского общества по трансплантации крови и КМ 

проведение аутоТСКК возможно у пациентов с промежуточным и высоким МПИ. 

Результаты ПХТ с последующим выполнением аутоТСКК у больных ДВККЛ 

зависят от этапа лечения, на котором проводится трансплантация. При выполнении 

аутоТСКК в качестве консолидирующей терапии после достижения первой полной 

или частичной ремиссии общая выживаемость выше, чем у больных вне ремиссии 

заболевания [67; 80; 98]. Было показано, что аутоТСКК увеличивает выживаемость 

без прогрессии у пациентов с высоким или промежуточным риском, у которых 

получен ответ на индукционную терапию.  

Рандомизированных проспективных исследований эффективности 

интенсивной терапии в первой полной ремиссии у пациентов с ДВККЛ с высоким 

риском очень мало. В имеющихся работах, например, по сравнению 

эффективности R-CHOP-14 и R-Mega-CHOP с и без аутоТСКК, не было 

обнаружено преимущества в группе с аутоТСКК, где 5–летняя общая 

выживаемость составила – 78 %, а без аутоТСКК – 77 % [54].  

В одном крупном рандомизированном исследовании доказана эффективность 

интенсивной консолидации, включающей аутоТСКК, в первой полной ремиссии по 
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сравнению с 8 курсами СНОР/R-CHOP у больных ДВККЛ в группе высокого риска, 

где двухлетняя выживаемость составила 82 % против 64 % соответственно [162]. 

Поэтому целесообразно проведение интенсивной индукционной терапия, 

например программы mNHL-BFM-90 или R-DA-EPOCH у пациентов с ДВККЛ и 

признаками неблагоприятного прогноза [16]. 

Несмотря на то, что применение высокодозной ПХТ приводит к лучшим 

результатам, чем терапия по программе R-CHOP, она имеет свои ограничения. 

Например, при использовании высокодозной ПХТ у пациентов отмечается более 

выраженная гематологическая и негематологическая токсичность. Это было 

подтверждено при рандомизированном исследовании при сравнении 

эффективности программ R-CHOP-21 и R-DA-EPOCH. При ПХТ R-CHOP-21 

побочные эффекты, приводящие к прекращению лечения развивались у 1,7 % 

пациентов, нейтропения 4 степени отмечалась в 56 %, тромбоцитопения 4 степени 

в 6 %. У пациентов, получавших ПХТ по программе R-DA-EPOCH побочные 

эффекты, приводящие к прекращению лечения развивались у 5,6 %, нейтропения 4 

степени в 90 % случаев, в 35 % тромбоцитопения, в 8 % анемия 3 степени [183]. 

По результатам других исследований токсичности курсов R-DA-EPOCH у 

пациентов с агрессивными В-клеточными лимфомами у 46 % пациентов 

наблюдались нейтропения 4 степени, тромбоцитопения 4 степени в 20 % и анемия 

3–4 степени в 12,5 % случаев. Дозу винкристина снижали у 52 % в связи с 

периферической нейропатией. Повышение доз химиопрепаратов представлялось 

возможным у 73 % всей когорты пациентов, но только у 38 % лиц старше 65 лет 

[127]. 

Химиотерапия по программе mNHL-BFM-90 применяется в ФГБУ «НМИЦ  

гематологии» МЗ РФ у пациентов моложе 60 лет с промежуточно-высоким и 

высоким риском по МПИ. Ее гематологическая токсичность соответствует 3–4 

степени. У подавляющего большинства пациентов отмечалось развитие 

нейтропении и тромбоцитопении 4 степени. Основные инфекционные осложнения, 

наблюдаемые в период агранулоцитоза, включают некротическую энтеропатию, 

пневмонию и стоматит [13]. 
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В связи с увеличением общей выживаемости пациентов в последние годы 

большое внимание уделяется не только непосредственному ответу на терапию, но 

и качеству жизни больных лимфомами в отдаленном периоде, а также отдаленным 

последствиям химиотерапии [33]. 

Существует зависимость качества жизни пациентов от проведенной 

химиотерапии, возраста, времени прошедшего после окончания лечения и 

отдаленной токсичности [22; 70]. 

В работе Дорохиной Е.И. изучалась отдаленная гематологическая и 

негематологическая токсичность, а также качество жизни пациентов с ДВККЛ, 

завершивших ПХТ более 10 лет назад. В исследование были включены больные, 

получавшие ПХТ по протоколу R±CHOP-21 или R±mNHL-BFM-90. По 

результатам проведенного анализа было доказано, что отдаленная кардио– и 

нефротоксичность у больных после высокодозной ПХТ не превышала таковую у 

пациентов получавших R-CHOP [9]. Кроме того, было показано отсутствие 

различий в качестве жизни у пациентов после ПХТ R±mNHL-BFM-90 или R ± 

СНОР-21. В этой же работе выявлены нарушения миелопоэза после терапии 

mNHL-BFM-90: гипоклеточность КМ у 38 % больных, у 33 % сужение 

эритроидного и у 48 % мегакариоцитарного ростков. Доказано снижение CD34+ 

клеток в периферической крови в отдаленном периоде у 78 % пациентов после 

mNHL-BFM-90 по сравнению с 42 % после СНОР/R-СНОР-21. 

Показано, что лучевая и химиотерапия вызывают количественные и 

качественные повреждения стромы КМ [58]. 

2.2 Стромальное микроокружение костного мозга 

Кроветворение у взрослого человека происходит в губчатых костях. 

Кроветворные клетки поддерживаются и регулируются стромальным 

микроокружением. Нормальное функционирование стволовых кроветворных 

клеток возможно при условии их пребывания в специальном микроокружении – 

нише [146]. Описано два типа ниш – периваскулярная и эндостальная. Полагается, 

что различные типы ниш регулируют функции разных кроветворных 

предшественников [55]. Гемопоэз регулируется стромой КМ: локально, в 
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кроветворных нишах, и дистантно, с помощью секреции ростовых факторов и 

цитокинов.  

Предшественницей клеток стромального микроокружения считается 

мезенхимная стволовая клетка. Впервые существование стромальных 

предшественников в КМ было показано А.Я. Фриденштейном [71]. Позднее 

наличие клеток, способных сформировать полноценное стромальное 

микроокружение, было подтверждено И. Л. Чертковым [29]. Выделяют 2 типа 

ранних недифференцированных стромальных предшественников in vitro – МСК и 

КОЕф. 

Основные характеристики мультипотентных мезенхимных стромальных 

клеток 

Арнольд Каплан обозначил МСК, как полипотентные клетки-

предшественницы, выделенные из КМ взрослых млекопитающих, способные 

прилипать к пластику, обладающие высоким пролиферативным потенциалом и при 

индукции дифференцироваться в жировом, костном и хрящевом направлении [83]. 

В настоящее время термин МСК обозначает клоногенные полипотентные клетки-

предшественницы способные к адгезии к пластику, дифференцировке in vitro во все 

элементы стромального микроокружения и обладающие определенным 

иммунофенотипом [19; 65; 133]. Источником МСК могут служить КМ, 

эмбриональная, жировая ткань, печень и др. При культивировании в отсутствии 

индукторов дифференцировки МСК образуют слой фибробластоподобных клеток, 

форма их разнообразна и варьируется от веретеновидной или звездчатой до 

широкой и уплощенной. Скорость роста МСК определяется по времени удвоения 

популяции и зависит от многих факторов: возраста и пола донора, источника 

клеток, числа проделанных пассажей и т.д. Для МСК из КМ человека время 

удвоения популяции в среднем составляет 30–33 ч [57]. 

МСК экспрессируют специфические поверхностные антигены CD73, CD90 и 

CD105 [24]. В связи с тем, что каждый из данных маркеров неспецифичен (CD73 

экспрессируется на клетках лимфоидной ткани, CD90 экспрессируется стволовыми 
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кроветворными клетками, CD105 экспрессируется на макрофагах, эндотелиальных 

клетках, фибробластах, синцитиотрофобласте), необходимо одновременное 

присутствие всех трех молекул для отнесения клеток к МСК [26; 110]. Кроме того, 

МСК не экспрессируют маркеры кроветворных клеток CD45, CD34, CD14 или 

CD11b, CD79a [85], антигены гистосовместимости I класса и практически не 

экспрессируют антигены гистосовместимости II класса [43]. Однако 

рекомендованные критерии не являются окончательными и могут уточняться. 

На МСК имеются также другие молекулы: CD49e, CD29, CD44, CD54, 

CD166, CD106 и CD146. Они опосредуют адгезию МСК к клеткам и к компонентам 

внеклеточного матрикса. Также присутствуют рецепторы цитокинов и факторов 

роста, такие как CD105, CD71 [107]. Также экспрессированы на МСК CD13, 

участвующий в метаболизме пептидов, контроле роста и дифференцировки, 

фагоцитозе, CD59 – белок регулирующий системы комплемента, CD200 – белок 

суперсемейства иммуноглобулинов[110]. 

При анализе профиля экспрессии генов показано наличие в МСК 

транскриптов, характерных для эпителия, эндотелия, нервной ткани, остеобластов, 

хондроцитов, адипоцитов, миобластов, а также для стромы КМ [65]. 

Остеогенный потенциал клеток костного мозга впервые был выявлен А.Я. 

Фриденштейном в экспериментах с культивированием костного мозга в 

диффузионных камерах [71]. О дифференцировке МСК в направлении остеогенеза 

может свидетельствовать активность щелочной фосфатазы [35]. Данный фермент 

активен на ранних стадиях дифференцировки клеток в остеобласты. 

Дифференцировка МСК в остеогенном направлении включает в себя 

пролиферацию, выработку и созревание внеклеточного матрикса, а также его 

минерализацию. Внеклеточный матрикс, состоит из коллагена I типа, 

остеокальцина, остеопонтина, остеонектина и костного сиалопротеина. Маркером 

дифференцировки служит отложение в матриксе солей кальция [133]. Существуют 

исследования, показывающие индуцирующее действие дексаметазона на 

дифференцировку МСК в остеобласты. Аскорбиновая кислота и β-глицерофосфат 

также необходимы для остеогенеза [88]. 
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Белок BMP-2 стимулирует остеогенную дифференцировку МСК [87]. 

Ингибирующее действие на остеогенез оказывают NOGGIN, LIF, онкостатин М, 

кальцитриол [72]. Для дифференцировки МСК в остеогенном направлении важен 

их контакт с внеклеточным матриксом, который осуществляется через интегрины. 

В регуляции дифференцировки МСК по остеогенному пути имеют значения 

молекулы адгезии экспрессированные на МСК, например, ALCAM и кадгерин 11. 

Также регуляторами остеогенеза являются факторы транскрипции RUNX2, 

который контролирует экспрессию генов, кодирующих белки костного матрикса, и 

Osterix, участвующий в Runx2-независимых путях регуляции остеогенеза, 

осуществляемых через BMP2 на более поздних стадиях дифференцировки, чем 

RUNX2. Важную роль в сигнальных путях играют протеинкиназы ERK, 

активирующиеся на ранних этапах, и JNK, функционирующие на стадии 

отложения и минерализации внеклеточного матрикса [87]. TGFβ, белки WNT, 

костные морфогенетические белки (BMPs) также направляют МСК в сторону 

остеобластной дифференцировки. Данные пути ведут к экспрессии важнейших 

регуляторов транскрипции остеобластов, включая RUNX2 [27]. 

МСК способны к дифференцировке в адипоциты. Индукторами адипогенной 

дифференцировки in vitro служит дексаметазон, индометацин и инсулин. 

Маркером адипогенной дифференцировки может служить экспрессия гена PPARG. 

Третье направление дифференцировки МСК – хондроциты. Одним из ранних 

маркеров хондрогенной дифференцировки является экспрессия гена SOX9 [106]. 

Гены, экспрессируемые мультипотентными мезенхимными стромальными 

клетками 

МСК секретируют большой спектр цитокинов и хемокинов, в том числе 

ростовые факторы, интерлейкины и др. [25; 120; 201]. Профиль секреции МСК 

может меняться под действием различных факторов. 

SDF1 – фактор, полученный из стромальных клеток (Stromal cell-derived 

factor 1, CXCL12), секретируется клетками эндотелия и стромы, участвует в 
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регуляции гемопоэза, в частности миграции, роста и дифференцировки 

гемопоэтических стволовых клеток через рецептор CXCR4 [128; 156]. 

Белок, кодируемый геном SPP1 (secreted phosphoprotein), – остеопонтин, 

секретируемый хемокиноподобный гликофосфопротеин. Оверэкспрессия SPP1 

наблюдается на ранних этапах костной дифференцировки МСК [158]. Показано, 

что остеопонтин участвует в прогрессировании опухолей, в т.ч. в пролиферации 

клеток, ангиогенезе и метастазировании. Доказано, что экспрессия остеопонтина в 

опухолевой ткани и плазме коррелирует с плохим прогнозом и снижением общей 

выживаемости у пациентов с раком молочной железы, раком простаты, 

плоскоклеточной карциномой пищевода [126; 176]. Также этот белок может 

стимулировать развитие фиброза легких, печени, сердца и почек [104]. 

BGLAP (bone gamma-carboxyglutamic acid-containing protein) – остеокальцин, 

ген, кодирующий костный белок, секретируемый остеобластами, который 

регулирует ремоделирование кости и энергетический обмен. Данный белок 

содержит гамма-карбоксиглутаминовую кислоту, обнаруженную в дентине и 

костной ткани. Она связывается с кальцием и гидроксиапатитом – минеральными 

компонентами кости. Повышение экспрессии BGLAP может служить маркером 

коммитированности МСК к остеогенной дифференцировке [69; 158]. 

BMP2 (bone morphogenetic protein 2) – ген, кодирующий лиганд 

суперсемейства белков TGF-β (трансформирующий фактор роста- β). Лиганды 

этого семейства связывают различные TGF-β-рецепторы, что приводит к 

рекрутированию и активации факторов транскрипции семейства SMAD, которые 

регулируют экспрессию генов. Этот белок играет роль в развитии костей и хрящей. 

[93]. Показана связь снижения транскрипционной активности промотора BMP2 с 

остеопорозом [138]. 

Ген BMP4 (bone morphogenetic protein 4) кодирует секретируемый лиганд 

суперсемейства белков TGF-β. Этот белок участвует в формировании костной 

ткани. Показано, что этот белок вовлечен в патогенез лейкемии. При остром 

лимфобластном лейкозе продуция BMP4 опухолевыми клетками вероятно 
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способствует образованию поддерживающего опухолевый процесс 

микроокружения [169; 172].  

Ген MMP2 (matrix metallopeptidase) – член семейства генов матричной 

металлопротеазы. Металлопротеазы представляют собой цинк-зависимые 

ферменты, способные расщеплять компоненты внеклеточного матрикса и 

молекулы, участвующие в трансдукции сигнала. В отличие от большинства членов 

семейства металлопротеаз активация MMP2 может происходить на клеточной 

мембране. Физиологически MMP2 необходима для нормального развития тканей, 

например, для скелета. MMP2 имеет решающее значение для инвазии раковых 

клеток, воспалительных поражений костей и суставов, регуляции васкуляризации. 

Мутации в этом гене были описаны при синдроме Винчестера и синдроме 

нодулеза-артропатии-остеолиза [143]. 

Ген SOX9 (SRY-box transcription factor 9) кодирует белок участвующий в 

дифференцировке хондроцитов [61]. Известно, что SOX9 играет ключевую роль в 

патогенезе остеоартрита и может служить потенциальной мишенью при его 

лечении [125]. 

Ген PPARg (peroxisome proliferator activated receptor gamma) кодирует белок 

– регулятор метаболизма жирных кислот и дифференцировки адипоцитов. 

Повышение экспрессии PPARg служит маркером жировой дифференцировки МСК. 

Показана роль этого белка в патогенезе многочисленных заболеваний, включая 

ожирение, диабет, атеросклероз и онкологические заболевания [66]. 

Ген SMURF1 (SMAD specific E3 ubiquitin protein ligase 1) кодирует 

убиквитинлигазу, которая специфична для регулируемых рецептором SMAD 

белков, участвующих в сигнальных путях белков семейства BMP. SMURF1 

участвует в модулировании клеточных процессов, включая морфогенез, 

аутофагию, рост и миграцию клеток. Исследования показали, что SMURF1 

участвует в патогенезе многих злокачественных опухолей у человека [50; 166]. 

Белок, кодируемый геном VEGF (vascular endothelial growth factor), – один из 

основных регуляторов ангиогенеза. Показано, что уровень экспрессии белка VEGF 

у пациентов с остеоартритом значительно выше, чем у здоровых людей [187]. 
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Результаты метаанализа показали, что у больных ДВККЛ с повышенной 

экспрессией VEGF в опухолевой ткани более высокий риск по МПИ, чем у 

пациентов, у которых экспрессия VEGF в опухоли не определяется (P <0,001) [163]. 

Ген MCAM (melanoma cell adhesion molecule) кодирует молекулу адгезии, 

ассоциированную с опухолевым процессом. MCAM широко экспрессируется в 

жировой ткани, плаценте и других тканях [53].  

Ген ICAM1 (intercellular adhesion molecule 1) кодирует молекулу адгезии – 

гликопротеин на поверхности клетки. Он связывается с интегринами типа 

CD11a/CD18 или CD11b/CD18. Данный ген экспрессируется в КМ, легочной и 

других тканях. В кроветворении эта молекула играет важную роль в прикреплении 

стволовых кроветворных клеток к строме КМ. Известно, что ICAM1 участвует в 

прикреплении опухолевых бластов к строме КМ при остром миелобластном 

лейкозе [190]. 

Белок, кодируемый геном FGF2 (fibroblast growth factor 2), принадлежит к 

семейству факторов роста фибробластов (FGF). Известно, что рост мезенхимных 

клеток регулируется через сигнальные пути FGF, PDGF и TGF [120]. Члены 

семейства FGF стимулируют пролиферацию клеток и ангиогенез. Эти белки 

участвуют в разнообразных биологических процессах, таких как заживление ран и 

рост новообразований. МСК КМ секретируют FGF2 в составе экзосом, которые 

защищают лейкозные клетки от ингибиторов тирозинкиназы. Экспрессия FGF2 и 

его рецептора FGFR1 увеличена как в стромальных клеточных линиях, так и в 

первичной строме больных острым миелобластным лейкозом. Повышенная 

передача сигналов FGF2/FGFR1 связана с увеличенной секрецией экзосом. 

Ингибирование FGFR1 снижает секрецию экзосом, содержащих FGF2, что 

приводит к уменьшению защиты лейкозных клеток [90]. 

Белок, кодируемый геном FGFR1 (fibroblast growth factor receptor 1), – член 

семейства рецепторов FGFR. Члены семейства FGFR отличаются по сродству к 

лиганду и распределению в тканях. Хромосомные аберрации с участием этого гена 

связаны с лимфопролиферативными и миелопролиферативными заболеваниями, а 

также лейкозами [106]. 
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FGFR2 (fibroblast growth factor receptor 2) кодирует белок, который также 

относится к семейству рецепторов фактора роста фибробластов. На примере 

колоректального рака показано, что активированный FGFR2 индуцирует 

экспрессию PD-L1 через сигнальный путь JAK/STAT3 в опухолевых клетках, что 

вызывает апоптоз T-клеток. FGFR2 также способствует экспрессии PD-L1 [100]. 

Белок, кодируемый геном PDGFRβ (platelet derived growth factor receptor β), – 

поверхностный рецептор тирозинкиназ семейства тромбоцитарных факторов 

роста. Это митогеннные факторы для клеток мезенхимного происхождения. 

Рецидивирующие мутации PDGFRβ в стромальных клетках могут играть важную 

роль в патогенезе болезни Кастельмана [102]. 

Ген TGFβ1 (transforming growth factor β1) кодирует секретируемый лиганд 

суперсемейства белков трансформирующего фактора роста. Этот белок регулирует 

пролиферацию, дифференцировку и рост клеток, и может модулировать 

экспрессию и активацию других факторов роста и провоспалительных факторов, 

включая гамма-интерферон и фактор некроза опухоли альфа (TNFa). Этот ген часто 

активирован в опухолевых клетках [188]. 

Ген IL6 (интерлейкин 6) кодирует провоспалительный цитокин, 

участвующий в регуляции созревания В-клеток. Было показано, что кодируемый 

этин геном белок является эндогенным пирогеном, способным вызывать лихорадку 

у людей с аутоиммунными заболеваниями или инфекциями. Белок в основном 

продуцируется в местах острого и хронического воспаления, где он секретируется 

в плазму и вызывает транскрипционный воспалительный ответ через альфа 

рецептор интерлейкина-6. Описано участие этого фактора в широком спектре 

связанных с воспалением состояний, а также его вовлечение в патогенез 

онкологических процессов. Показано, что повышенная экспрессия рецептора 

интерлейкина-6 CD126 приводит к устойчивости клеток хронического 

лимфолейкоза к химиотерапии и ухудшает прогноз заболевания [175]. 

Белок, кодируемый IL8 (интерлейкин 8), – член семейства хемокинов СХС и 

один из основных медиаторов воспалительного ответа. IL-8 секретируется 

мононуклеарными макрофагами, нейтрофилами, эозинофилами, T-лимфоцитами, 
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эпителиальными клетками и фибробластами. Он действует как хемотаксический 

фактор, направляя нейтрофилы к очагу воспаления. IL-8 также участвует с другими 

цитокинами в каскадах провоспалительных реакций и играет роль в синдроме 

системного воспалительного ответа. Этот белок также секретируется опухолевыми 

клетками и способствует миграции опухолевых клеток, инвазии, ангиогенезу[189]. 

Колониеобразующие единицы фибробластов 

КОЕф более зрелые, чем МСК, клетки-предшественницы. Впервые этот класс 

стромальных предшественников был описан А.Я. Фриденштейном. КОЕф – это 

полипотентные клетки-предшественницы, которые не способны к переносу 

кроветворного микроокружения in vivo, однако обладают пролиферативным 

потенциалом, достаточным для образования клеточных колоний in vitro [152]. 

КОЕф образуют колонии фибробластов, которые синтезируют коллаген I и III типа, 

фибронектин. Популяция КОЕф гетерогенна, из одного образца КМ образуются 

колонии разного размера, с различным пролиферативным потенциалом и 

различной степенью коммитированности к дифференцировке [71; 121]. 

По данным разных исследователей КОЕф могут экспрессировать молекулы 

Sca-1, CD29, CD44, CD106, CD6, CD49a, CD10, CD146, CD90, CD105, CD73, STRO-

1, VCAM-1 [35]. Для выделения КОЕф при помощи проточной цитофлуориметрии 

исследователи используют различные сочетания указанных маркеров. 

Изменения стромального микроокружения костного мозга при 

гемобластозах 

Известно, что опухолевые клетки могут модифицировать стромальное 

микроокружение КМ [191]. Факторы, более активно продуцируемые стромальным 

микроокружением в этом случае способствуют активной пролиферации 

опухолевых клеток [176]. Показано, что изменения в МСК больных не одинаковы 

при различных нозологиях [23]. При острых лейкозах в КМ изменена концентрация 

КОЕф, некоторые свойства МСК, экспрессия генов в этих клетках-

предшественницах [52; 118; 151]. У больных острыми лейкозами, которым 

выполнялась трансплантация аллогенного и аутологичного КМ, даже в отдаленные 
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сроки наблюдений клеточность КМ не восстанавливается. Помимо сокращения 

кроветворной территории у больных имеют место значительные изменения в 

строме КМ [7; 153]. 

Клетки острого лимфобластного лейкоза активно стимулируют 

неоваскуляризацию [170]. Клетки острого миелоидного лейкоза стимулируют 

остеогенную дифференцировку, но ингибируют адипогенную дифференцировку 

МСК [40]. При миелопролиферативной неоплазии происходит образование 

аномальных остеобластических клеток. При остром Т-лимфобластном лейкозе 

происходит быстрое ремоделирование эндостального пространства, что приводит 

к потере остеобластных клеток [82]. В МСК из КМ пациентов с хроническим 

миелолейкозом повышена экспрессия белков HIF1A, FOXO3, BCL2, TRP53, MAPK 

и STAT5 (phospho-Tyr694) [86] При миелодиспластическом синдроме в МСК 

нарушаются и структура ДНК, и их функциональные характеристики [108; 114; 

160; 173]. При множественной миеломе в МСК больных меняется молекулярный 

профиль и способность к иммуномодуляции. Они продуцируют VEGFA, IL-6, SCF, 

IL-10, увеличивающие неоваскуляризацию, что ассоциировано с худшим 

прогнозом [96]. У пациентов множественной миеломой в МСК отмечается 

повышенная экспрессия IL-1β, TNFa и ряда других факторов, которые могут 

ингибировать нормальный рост клеток-предшественников. Пролиферация МСК 

при множественной миеломе и скорость остеогенной дифференцировки медленнее, 

чем у здоровых людей из-за сниженной экспрессии рецепторов факторов роста и 

повышенной экспрессии воспалительных цитокинов таких как TNFa [139]. 

Изменения стромального микроокружения происходят за счет различных 

механизмов. Описаны изменения сигнальных путей [42], выявлены генетические 

[44; 117; 149]и функциональные [56; 134; 181] нарушения в клетках стромы КМ 

больных с патологией кроветворения. 

Многими исследователями показано, что опухоли изменяют стромальное 

микроокружение КМ не только за счет прямого межклеточного взаимодействия, но 

и за счет секретируемых факторов. Интерлейкин-1β, продуцируемый опухолевыми 

клетками при миелопролиферативной неоплазии, вызывает повреждение МСК и 
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нейронов в КМ [34]. IL-8 увеличивает количество МСК при остром миелобластном 

лейкозе [95]. TNFa усиливает пролиферацию и выживание опухолевых клеток [73]. 

Секреция хемокина CCL3 клетками острого лимфобластного лейкоза приводит к 

уменьшению остеобластных клеток, минерализации кости, ингибированию 

функции остеобластов [72]. VEGF и ангиопоэтин 2, секретируемые лейкозными 

клетками, участвуют в пролиферации эндотелиальных клеток при остром 

лимфобластном лейкозе [170], остром миелобластном лейкозе [81] и хроническом 

лимфолейкозе [109]. 

При ДВККЛ у 25 % больных [165] выявляется поражение КМ. Считается, что 

КМ у остальных пациентов не вовлечен в опухолевой процесс. Однако 

исследования микроокружения КМ при неходжкинских лимфомах покали, что 

злокачественный процесс может вызвать значительное нарушение в равновесии 

этой микросреды. При исследовании микроокружения КМ у пациентов 

неходжкинской лимфомой (поражение КМ было диагностировано у 75 % 

пациентов) было выявлено повышение концентрации L-селектина, TNFa, 

увеличение числа стромальных клеток в КМ и снижение уровня фибронектина в 

сравнении с контрольной группой [157]. После завершения терапии, несмотря на 

достижение полной ремиссии, у этих пациентов уровни L-селектина и TNFa в КМ 

сохранялись повышенными. Показано, что МСК из КМ стимулируют прогрессию 

ДВККЛ через секрецию IL-6 и активацию IL-17A [192]. 

Влияние химиотерапии на стромальное микроокружение костного мозга 

Наблюдаемые после терапии изменения могут иметь разную этиологию. 

МСК могут быть изменены за счет взаимодействия с опухолевыми клетками, 

находящимися в КМ, а также в результате повреждения цитостатическими 

препаратами в процессе лечения [99]. 

Стромальное микроокружение обладает более высокой, чем кроветворная 

ткань, радио– и химиорезистентностью, что, возможно, связано с низкой 

интенсивностью его самообновления [97]. При введении животным бусульфана, 

метотрексата, циклофосфамида или 5-фторурацила часть КОЕф выживают и 
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сохраняют свои характеристики. Клетки, входящие в состав популяции МСК, 

имеют разную чувствительностью к цитотостатикам. Так, к цитозин арабинозиду 

наименее восприимчивы клетки с высокой пролиферативной активностью [99]. 

Отмечено увеличение апоптоза МСК под воздействием блеомицина, в то время как 

морфология, экспрессия поверхностных маркеров стволовых клеток и способность 

к адгезии и миграции остается неизменными. Обработка клеток блеомицетином 

также приводит к снижению адипогенной дифференцировки этих клеток [122]. 

В исследованиях показано, что ПХТ при онкологических заболеваниях 

повреждает клетки микроокружения КМ [74]. 

При обработке МСК КМ цитарабином, даунорубицином или винкристином 

происходит изменение морфологии, снижение пролиферации и способности МСК 

к дифференцировке в остеогенном и адипогенном направлениях. Также 

происходит снижение экспресии некоторых рецепторов на клеточной поверхности 

(CD13, CD29, CD44, CD49E). При удалении винкристина из среды МСК 

восстанавливают свои свойства, а действие цитарабина и даунорубицина обратимо 

не полностью, и клетки лишь частично возвращают свою способность к 

пролиферации и дифференцировке и исходный фенотип. При дальнейшем 

культивировании в среде без цитостатиков морфологическое строение МСК 

нормализовалось [159]. 

При исследовании КМ, полученного от пациентов с лифомой Ходжкина и 

неходжкинской лимфомой, которым было проведено кондиционирование в 

режиме BEAM и аутоТСКК, показано достоверное снижение концентрации КОЕф 

и увеличение времени удвоения популяции в сравнении с контрольной группой 

[103]. 

Влияние онкогематологических процессов на костную ткань 

В костной ткани протекает непрерывный процесс обновления, позволяющий 

поддерживать механическую прочность кости в условиях постоянной 

микротравматизации [3]. Образование костной ткани осуществляется 

остеобластами, дифференцирующимися из мезенхимных стволовых клеток. 
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Остеокласты – это основные медиаторы резорбции кости. От баланса работы этих 

двух структур зависит минеральная прочность кости (МПК). 

Контроль над соотношением процессов костной резорбции и формированием 

костной ткани осуществляется местными и системными регулирующими 

факторами через основные системы остеобластогенеза (канонический wnt-

сигнальный путь) и остеокластогенеза (RANKL/RANK/OPG) [68; 115]. 

Образование и активность остеокластов стимулируются цитокинами, гормонами, 

факторами роста и свободными радикалами. Также им требуется секреция 

макрофагального колониестимулирующего фактора (M-CSF) и рецепторного 

активатора лиганда NF-κB (RANKL) дополнительными клетками в кортикальном 

слое кости, в том числе остеобластами и иммунными клетками. Экспрессия 

фактора 6, связанного с рецептором фактора некроза опухоли, необходима 

предшественникам остеокластов для RANKL-индуцированной активации NF-κB, 

требуемой для образования и активности остеокластов. TRAF3, напротив, 

ограничивает RANKL-индуцированное образование остеокластов, стимулируя 

протеасомную деградацию NF-κB-индуцирующей киназы в комплексе с TRAF2 и 

клеточным ингибитором белков апоптоза (cIAP). TRAF3 также ограничивает 

образование остеокластов, индуцированное фактором некроза опухоли, который 

обеспечивает воспаление и разрушение суставов при различных заболеваниях [46]. 

Структура костной ткани зависит от паратиреоидного гормона, фосфорно-

кальциевого обмена, гормона роста, витамина D, кальцитонина, тиреоидных 

гормонов, гормонов, глюкокортикоидов и т.д. [37; 48]. 

Несмотря на стабильную систему костеобразования и остеорезобции, костная 

структура претерпевает изменения в зависимости от воздействия внутренних или 

внешних факторов на организм. Так, немаловажную роль играют сопутствующие 

патологические и физиологические процессы, протекающие в организме. 

Считается, что стимулирующая остеобласты активность опухолевых клеток 

обусловлена способностью этих клеток экспрессировать многие из факторов, 

которые могут управлять образованием остеобластов. Опухолевые клетки 

благодаря белковым взаимодействиям, осуществляемым через интегрины 
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(например, α4β1 – молекула адгезии сосудистых клеток 1) и хемокины, а именно 

CXCL12, ВМР, Notch, нестин и остеопонтин, изменяют функции остеобластов и 

остеокластов, что приводит к деструкции костной ткани [178]. В последние годы 

достигнут прогресс в изучении процесса ремоделирования костной ткани путем 

определения изменений специфических молекулярных и генетических маркеров 

[32; 111]. 

Повреждение костной структуры чаще всего встречается при гемобластозах 

и раке молочной железы. В большинстве случаев резорбция костей связана с 

прямым воздействием опухолевых клеток или моноцитов, которые находятся в 

непосредственном контакте с костью [59; 150]. При множественной миеломе 

опухолевые клетки преимущественно располагаются в КМ, осуществляя 

непосредственное взаимодействие со стромальным микроокружением [6]. Наличие 

остеолитических поражений – отличительный признак миеломной болезни, оно 

связано с дисбалансом функционирования костной ткани [47]. Снижение 

количества и функциональной активности остеобластов приводит к увеличению 

остеолизиса и развитию деструкции костей [139]. В то же время цитокины и 

хемокины, секретируемые плазмоклеточной опухолью, увеличивают продукцию 

активированных остеокластов. В свою очередь, активированные остеокласты в 

ответ на воздействие секретируют IL-6, который стимулирует рост клеток 

множественной миеломы и тем самым поддерживает эту петлю обратной связи 

[30]. Повышенная функциональная активность остеокластов приводит к усилению 

остеорезорбции и высвобождению дополнительных факторов роста IGF1 и TGFβ, 

которые способствуют прогрессии множественной миеломы [112; 120]. 

При острых лейкозах описано снижение массы костной ткани [184]. 

Механизм повреждения костной ткани при лейкозах может быть связан с 

непосредственным воздействием опухолевых клеток на кость. Т-клеточный 

лейкоз/лимфома связаны с инфекцией вируса Т-клеточного лейкоза человека типа 

1. В исследовании Xiang показано, что оба онкогена данного вируса Tax и HBZ 

независимо друг от друга регулируют экспрессию клеточных генов, участвующих 

в активации и развитии остеокластов, и способствуют потере костной массы. Tax-
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положительные опухолевые клетки продуцируют факторы IL-6, MCSF, IL-1α и IL-

1β, TNFa и TGF-β, которые активируют остеокласты и ведут к потере костной 

массы [75]. 

Описаны деструктивные поражения костей при хроническом миелоидном 

лейкозе [123]. У пациентов с остеолитическими поражениями хронический 

миелоидный лейкоз чаще всего сопровождается гиперкальциемией [36; 150]. 

Известно, что при волосатоклеточном лейкозе TNFa участвует в контроле 

аутокринного роста и обладает сильным резорбтивным влиянием на кости [64]. 

Было показано, что в КОЕф больных хроническим миелолейкозом повышена 

экспрессия маркеров костной дифференцировки [20]. 

Показано, что при лимфоме костей, опухолевые клетки продуцируют 

растворимые медиаторы цитокинов, которые могут повышать остеокластическую 

активность. В этом случае происходит резорбция кости с замещением опухолевой 

тканью. Это один из механизмов, посредством которых лимфома выходит из 

интрамедуллярного пространства и распространяется на окружающие мягкие 

ткани [84]. 

Известно, что при лимфопролиферативных заболеваниях опухоль 

продуцирует факторы, активирующие остеокласты: IL-1α, IL-6, TNFβ, TGF-β, 

TNFa, а также белок воспаления макрофагов. Данные факторы в небольшом 

количестве продуцируются нормальными лимфоцитами, однако при 

онкологическом процессе происходит их гиперэкспрессия [144]. 

Прием цитостатиков и использование глюкокортикостероидов, применяемых 

при гематологических заболеваниях, влияют на костеобразование и костную 

резорбцию [91; 135]. 

У 30–50% пациентов, получающих длительную терапию 

глюкокортикостероидами, возникают патологические переломы костей, и у 9–40% 

- остеонекроз [179]. Это связано с тем, что глюкокортикостероиды снижают 

пролиферацию и активность остеобластов, экспрессию остеопротегерина. У 

больных, которые длительно или в больших суточных дозах, принимают 
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глюкокортикостероиды, происходит уменьшение МПК и разрежение костной 

ткани, приводящее к развитию переломов[1]. 

Известно, что метотрексат вызывает нарушение функций клеток, в том числе 

остеобластов и МСК [77]. Лечение высокими дозами этого препарата может 

привести к потере костной массы и повышает риск возникновения костных 

дефектов у пациентов [40]. Показано, что винкристин и даунорубицин ингибируют 

активность щелочной фосфотазы, опосредованную 1,25-дигидроксивитамином D3 

[63]. Исследования in vitro показывают, что цитостатические препараты влияют на 

функцию остеобластов, ухудшают их чувствительность к 1,25-

дигидроксивитамину D3 и могут вызывать неблагоприятные воздействия на 

минерализацию остеобластами [48; 63]. 

В доступной литературе почти нет работ, посвященных изменениям костной 

ткани у больных ДВККЛ до и после химиотерапии. 

В единственной ретроспективной работе оценили изменения плотности 

костей позвоночника у 111 пациентов с ДВККЛ. После терапии R-CHOP плотность 

костей снизилась до 86 % от исходной (р < 0,001), и через два года после 

завершения лечения также оставалась ниже исходной (р  < 0,001). Компрессионные 

переломы позвонков, визуализированные с помощью КТ, были обнаружены в этой 

работе у 14 % пациентов [164]. 

Методы диагностики повреждения костной ткани 

Большинство исследований, посвященных резорбции кости, основаны на 

нарушении концентрации кальция в организме. Регулировка баланса 

сывороточного кальция осуществляется тремя гормонами: кальцитриолом (1,25-

дигидроксивитамин Д), кальцитонином и паратиреоидным гормоном. Паратгормон 

увеличивает выработку кальцитриола, реабсорбцию кальция и выделение фосфора 

[17]. Уменьшение костной ткани происходит вследствие изменений происходящих 

в почках и кишечнике, которые реагируют на воздействие паратгормона. При этом 

происходит усиление резорбции кости и компенсаторное уменьшение выведение 

ионов кальция [28]. Витамин D участвует в регуляции транспорта кальция в 
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кишечнике и активации остеогенеза, индуцируя дифференцировку и 

пролиферацию остеобластов. Помимо этого, он оказывает влияние на 

минерализацию и обновление костей, регулирует образование паратгормона и 

способствует восстановлению микроархитектоники костной ткани. Кальцитриол, 

связываясь с рецептором, обеспечивает всасывание фосфора и кальция в 

кишечнике, вместе с другими гормонами регулирует реабсорбцию кальция в 

почках. Повышение костного метаболизма при гиперпаратиреозе связано со 

снижением концентрации кальцитриола, что коррелирует с уменьшением МПК. 

Для оценки резорбции костной ткани большое значение имеют 

инструментальные и лабораторные методы исследования костной структуры. 

Наиболее достоверным методом ранней диагностики остеодеструкции считается 

денситометрия костей [2]. Лабораторные параметры костного обмена используют 

для оценки скорости обмена и ремоделирования кости. Состояние костной ткани 

может быть оценено по активности ферментов, которые синтезируются 

преимущественно остеобластами и остеокластами, и при анализе компонентов 

костного матрикса, которые высвобождаются в кровь и выделяются с мочой. 

Остеобласты синтезируют и выделяют в кровь ряд факторов роста, цитокинов и 

ферментов. Концентрация этих веществ в крови отражает скорость формирования 

кости. К маркерам костеобразования относятся остеокальцин, общая щелочная 

фосфатаза и ее костный изофермент, карбокси– и аминотерминальные пропептиды 

проколлагена типа I [25]. При костной резорбции продукты распада выделяются в 

кровь и далее выводятся с мочой. Маркерами костной резорбции являются окси– и 

дезоксипиридинолины (ДПИД), кальций и оксипролин в моче, N– и С-телопептиды 

молекул коллагена I типа (b-Cross-laps), связанные поперечными сшивками, в 

сыворотке крови или моче, а также тартрат резистентная кислая фосфатаза в плазме 

крови, характеризующая активность остеокластов [76]. 

Несмотря на множество работ, описывающих изменения в строме КМ у 

больных гематологическими заболеваниями, строма больных ДВККЛ и ее клетки-

предшественницы остаются мало исследованными. Работа посвящена изучению 

стромальных предшественников и изменению костной ткани больных ДВККЛ без 
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вовлечения КМ в динамике, до начала лечения и в различное время после 

достижения ремиссии заболевания. Такое исследование, с одной стороны, 

позволяет выявить изменения, связанные с развитием заболевания, а с другой, 

оценить влияние химиотерапии и ее отдаленные последствия.  
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Глава 3. Материалы и методы 

3.1 Характеристика больных 

В исследование включено 86 больных, 40 мужчин и 46 женщин, в возрасте от 

30 до 79 лет (медиана – 60 лет), которым установлен диагноз ДВККЛ, без 

вовлечения КМ, согласившихся принять участие в исследовании. Всем пациентам 

выполнена трепанбиопсия с последующим гистологическим исследованием КМ 

для исключения поражения КМ. 

Пациенты были разделены на две подгруппы по следующим критериям: 

 первая группа: 40 пациентов с впервые установленным диагнозом 

ДВККЛ, не получавших гормональную или цитостатическую терапию до 

включения в исследование (Таблица 1). 

 вторая группа: 46 пациентов, завершивших лечение 5 и более лет назад, 

которым химиотерапия была проведена с 2004 по 2014гг. в ФГБУ «НМИЦ 

гематологии» МЗ РФ (Таблица 2). 

Контрольную группу составили образцы КМ, полученные от здоровых 

доноров, в возрасте 30–78 лет. 

Для каждой из исследуемых групп были подобраны группы доноров, 

сопоставимые с группой больных по возрасту (Таблица 1, 2). 

У всех пациентов и доноров, включенных в исследование получено 

информированное согласие на обследование и обработку данных. 
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Таблица 1 – Характеристика пациентов с впервые установленным диагнозом 

ДВККЛ и доноров 

Показатели Всего Ветвь терапии Доноры 

R-

CHOP 

R-mNHL-

BFM-90 

R-DA-

EPOCH 

ПХТ+аутоТ

СКК 

(из 40 

пациентов) 

Число пациентов 40 17 13 10 8 30 

Возраст, годы 30–78 34–78 34–60 38–68 34–64 30–78 

Медиана 

возраста, лет 

54 68 51 50,5 51,5 54 

Соотношение 

мужчин/женщин 

14/26 3/14 7/6 4/6 3/5 10/20 

МПИ: 

0–1 

2 

3 

4-5 

 

11 

5 

9 

15 

 

7 

2 

0 

8 

 

4 

1 

5 

3 

 

0 

2 

4 

4 

 

0 

1 

5 

2 

- 

Стадия по Ann 

Anbor 

I– II 

III–IV 

 

 

14 

26 

 

 

8 

9 

 

 

5 

8 

 

 

1 

9 

 

 

1 

7 

Более одного 

экстранодального 

очага, количество 

пациентов 

26 8 6 7 5 

Наличие В-

симптомов, 

количество 

пациентов 

11 5 1 6 2 
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Таблица 2 – Характеристика пациентов, завершивших лечение 5 и более лет 

назад, и доноров 

 

Показатели Всего 
После 

R±CHOP 

После R±mNHL-

BFM-90 
Доноры 

Число пациентов 46 19 27 14 

Возраст на момент 

исследования, годы 
32–79 32–79 34–75 52–78 

Медиана возраста, лет 61 63 61 59 

Соотношение 

мужчин/женщин 
26/20 13/6 13/14 10/4 

МПИ: 

0–1 

2 

3 

4-5 

 

16 

9 

12 

9 

 

11 

4 

3 

1 

 

5 

5 

9 

8 

- 

Стадия по Ann Anbor: 

0–I 

III–IV 

 

27 

19 

 

16 

3 

 

11 

16 

Более одного 

экстранодального очага 
20 5 15 

Наличие В-симптомов 27 10 17 

 

Диагноз пациентам установлен соответственно критериям классификации 

ВОЗ 2008, 2017 для опухолей гемопоэтической и лимфоидной ткани [165]. 

Лечение пациентов проводилось в отделении интенсивной высокодозной 

химиотерапии гемобластозов с круглосуточным и дневным стационарами 

(заведующий отделением к.м.н. С.К. Кравченко). Исследование основных 

характеристик стромальных клеток-предшественниц МСК и КОЕ-Ф 

осуществлялось в лаборатории физиологии кроветворения (заведующая 

лабораторией д.б.н. Н.И. Дризе) и лаборатории иммунофенотипирования клеток 

крови и костного мозга (заведующая лабораторией к.м.н. И.В. Гальцева). Образцы 

КМ доноров получали во время эксфузии в отделении трансплантации КМ в ФГБУ 

НМИЦ гематологии МЗ РФ (заведующая отделением к.м.н. Л.А. Кузьмина, 

руководитель отдела д.м.н. Е.Н. Паровичникова), а также в отделении ортопедии 
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(заведующий отделением к.м.н. В.Е. Мамонов) после подписания 

информированного согласия. 

Костная денситометрия и лабораторные исследования маркеров метаболизма 

костей осуществлялись ООО «Медикал Клаб Консилиум». Денситометрия 

проводилась на двухэнергетическом рентгеновском остеоденсиметре Discovery A, 

«Hologic». 

3.2 Контрольные точки обследования 

Пациентам, которые завершили ПХТ более 5 лет назад (вторая группа), 

проводилась стернальная пункция (в ходе которой отбирали 3–5 мл КМ), ПЭТ-КТ 

(для подтверждения ремиссии заболевания), лабораторные исследования мочи и 

крови. 

В группе первичных пациентов с ДВККЛ (первая группа) перед началом ПХТ 

выполнялись все вышеперечисленные исследования. КМ у этих пациентов был 

исследован на следующих контрольных сроках: 

 до начала ПХТ – 40 пациентов; 

 через месяц после завершения ПХТ – 38 пациентов (один пациент умер 

вследствие осложнений ПХТ и одна больная проходила лечение в другом лечебном 

учреждении); 

 через месяц после аутоТСКК – 8 пациентов; 

через 6 месяцев с момента завершения терапии – 32 пациента. 

Остальные пациенты не смогли приехать на обследование, известно, что они 

находились в ремиссии заболевания. 

Первичным пациентам выполнялось ПЭТ/КТ в дебюте заболевания, а также 

спустя месяц после окончания терапии (для определения первичного поражения и 

ремиссии заболевания). 

Комплексное обследование костной ткани проведено 11 больным (8 женщин, 

3 мужчин, медиана возраста 57 лет) ДВККЛ до начала химиотерапии, 24 больным, 

завершившим ПХТ по программе R±CHOP-21 (11 пациентов: 3 женщин, 8 мужчин, 

медиана возраста 50 лет) и по программе R±mNHL-BFM (13 пациентов: 9 женщин, 

4 мужчин, медиана возраста 50 лет) более 5 лет назад. Контрольную группу 
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составили 14 человек соответствующего возраста, не имеющих гематологических 

заболеваний (медиана возраста 61 год). 

3.3 Основные программы химиотерапии 

Пациентам с первично установленным диагнозом ДВККЛ с промежуточным 

и высоким риском по МПИ проводилась ПХТ в рамках рандомизированного 

исследования ДВККЛ–2015. В протокол включали больных со впервые выявленной 

ДВККЛ моложе 60 лет с 2 и более признаками неблагоприятного прогноза (МПИ 

2–4), не получавших ранее терапии и удовлетворяющих критериям включения в 

протокол [15]. 

Больные были рандомизированы на: 

 R-DA-EPOСH-21; 

 R-mNHL-BFM-90; 

 R-DA-EPOСH-21+аутоТСКК; 

 R-mNHL-BFM-90+аутоТСКК. 

Пациентам было проведено 4–6 курсов химиотерапии и аутоТСКК при 

рандомизировании их на ветвь с трансплантацией. 

Пациентам с возрастными противопоказаниями (возраст старше 60 лет) и/или 

низкой группы риска проводилась терапия по протоколу R-CHOP-21 (4–6 курсов 

химиотерапии). 

3.4 Метод получения мезенхимных стромальных клеток 

КМ получали при выполнении стернальной пункции. Его помещали в 

стерильные пробирки, содержащие гепарин (50 Ед/мл), разводили в 2 раза средой 

с aМЕМ (ICN) и 0,2 % метилцеллулозы (1500 сП, Sigma). После этого при 

комнатной температуре оставляли на 45 минут. За 45 минут основная часть 

гранулоцитов и эритроцитов оседала, в то время, как мононуклеарные клетки 

оставались во взвеси. Собирали надосадочную жидкость и осаждали 

центрифугированием при температуре 10–12°С в течение 10 минут при 1500 

оборотах в минуту. Определяли количество ядерных клеток при подсчете с 

генцианвиолетом (1 % раствор на 3 % уксусной кислоте) в камере Горяева. Далее 
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клетки сажали по 3x106 во флакон для культивирования с площадью поверхности 

дна 25 см2 в среде альфа-МЕМ с 10 % эмбриональной телячьей сывороткой (ЭТС) 

(HyClone), 1 % раствором L-глутамина (ICN), 0,5 % раствором пенициллина 

(Ferein) и инкубировали в условиях гипоксии при 370С с 5 % O2 и 5 % CO2. После 

формирования монослоя клетки промывали раствором Версена (0,02 % раствор 

этилендиаминтетрауксусной кислоты в физиологическом растворе (Sigma)) и 

обрабатывали 0,25 % раствором трипсина (ICN). После того, как клетки 

откреплялись от пластика, подсчитывали их количество и рассаживали по 100x103 

на флакон. В камере Горяева определяли количество снятых со дна флакона клеток. 

По отсутствию окраски трипановым синим определяли жизнеспособность клеток. 

Остаток клеток нулевого, второго и третьего пассажа замораживали в среде с 

добавлением равного объёма полиглюкина (ОАО «Биохимик») и 10 % 

диметилсульфоксида (AppliChem). РНК выделяли из клеток первого пассажа. 

Клетки культивировали до третьего пассажа. 

3.5 Получение колониеобразующих единиц фибробластов 

Для подсчета КОЕ-Ф 1x106 ядросодержащих клеток костного мозга сажали 

на флакон с площадью поверхности дна 25 см2. Всего производилась посадка 3 

флаконов. Культивировали клетки в среде αМЕМ с 20 % ЭТС, 100 Ед пенициллина 

и 50 мкг стрептомицина (Ferein) и 2 мМ L-глутамина (ICN). Клетки культивировали 

в течение 2–х недель, при 5 % СO2 370С. После этого клетки окрашивали 0,1 % 

раствором кристаллического фиолетового на 20 % метаноле для подсчета колоний. 

Под бинокулярной лупой подсчитывали окрашенные колонии. Из клеток в двух 

других флаконах выделяли РНК. 

3.6 Определение иммунофенотипа мезенхимных стромальных клеток 

Методом проточной цитометрии определяли уровень экспрессии антигенов 

на поверхности МСК. МСК дважды отмывали раствором CellWash (BD Biosciences, 

США), а затем 2×104 клеток инкубировали в течение 20 минут в темноте с 

моноклональными антителами анти-CD90, мечеными PE (BD Pharmingen, США), 

анти-HLA-ABC, мечеными FITC (Biolegend, США), анти-HLA-DR, мечеными APC 
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(Biolegend, США), анти-CD54, мечеными APC (Biolegend, США), анти-CD73, 

мечеными PE (BD Pharmingen, США), анти-CD105, меченными FITC (Biolegend, 

США), анти-CD146, мечеными PE (BD Pharmingen, США). Анализ данных 

осуществляли с помощью проточного цитометра FACSCanto II (BD Biosciences, 

США). Анализ полученных результаты происходил с помощью программы 

FACSDiva (BD Biosciences, США). 

Популяцию МСК определяли по параметрам прямого и бокового 

светорассеяния и экспрессии на поверхности клеток антигена CD90. Оценивали 

средний уровень флуоресценции (MFI/СУФ) по каналам FITC, APC и PE. 

3.7 Выделение рибонуклеиновых кислот из мультипотентных 

мезенхимных стромальных клеток и колониеобразующих единиц 

фибробластов 

Для выделения РНК клетки промывали в фосфатно-солевом буфере 2–3 раза, 

далее к осадку добавляли 800 мкл тризола. Затем содержимое переносили в 2 мл 

пробирку и инкубировали при комнатной температуре в течение 5 минут. К 

образцам добавляли 160 мкл хлороформа. Далее пробирки перемешивали 15 

секунд и инкубировали при комнатной температуре 2–3 минуты. Пробы 

центрифугировали при 40С в течение 15 минут, при 12000 оборотах в минуту. 

Отбирали верхнюю фазу и переносили ее в новые пробирки 1,5 мл. В пробирки 

добавляли по 2 мкл раствора гликогена (RNAse free, 5 мг/мл). Далее в каждую 

пробирку прибавляли 400 мкл изопропанола и инкубировали при комнатной 

температуре 10 минут. После этого пробирки центрифугировали при 4°С со 

скоростью 12000 оборотов в минуту 10 минут. Осадок РНК промывали 1 мл 75 % 

ледяного этанола, а после разбивали на Вортексе. Затем пробы центрифугировали 

при 4°С 5 минут на скорости 7500 оборотов в минуту. Этанол сливали, капли 

осаждали и отбирали. Осадок высушивали на воздухе 5–10 минут. 

После очистки РНК растворяли в 100 мкл воды, обработанной ДЭПК. 

Аликвоту, равную 1/10 объема пробы, использовали для определения 

концентрации РНК на спектрофотометре, для чего РНК разводили водой 
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соответственно объему имеющейся кюветы. На спектрофотометре определяли 

поглощение на длинах волн 260, 280 и 320 нм.  

Выход оценивали по А260, 1 оптическая единица при А260=40 мкг РНК/мл. 

Чистоту образца оценивали по соотношению А260/А280 (допустимые значения 1,7 

– 2,0). К оставшейся пробе добавляли 9 мкл ацетата натрия (3М, рН 5,2) и 225 мкл 

96 % этанола. Пробы хранили при – 200С. 

3.8 Построение комплементарных цепей дезоксирибонуклеиновых 

кислот 

При построении комплементарной ДНК (кДНК) отбирали по 2 мкг РНК из 

каждой пробирки, растворенной в воде, обработанной ДЭПК (в концентрации 1 мкг 

в мкл). Присоединение затравки происходило следующим образом: 2 мкл РНК, 2,5 

мкл смеси Т13-праймеров и случайных гексамеров (20 пкмоль/мкл), 5,5 мкл воды, 

обработанной ДЭПК, смешивали и инкубировали при 700С 10 минут и при 40С 10 

минут в амплификаторе (Терцик, ДНК-Технология). Затем проводили ревертазную 

реакцию. Для этого в каждую пробирку добавляли по 5 мкл буфера для реверетазы, 

2,5 мкл 10мМ дезоксинуклеотидтрифосфата, 1 мкл Рназина (40ЕД), 5,5 мкл воды и 

1 мкл ревертазы M-MLV (200ЕД). Все это перемешивали и инкубировали в 

амплификаторе в течение 1 часа при 420С, после чего пробы охлаждали, добавляли 

75 мкл воды и использовали в качестве раствора кДНК соответствующего образца. 

3.9 Анализ экспрессии генов 

Интересующие гены определяли с помощью полимеразной цепной реакцией 

в режиме реального времени, модификация Taqman, с использованием 

специфических праймеров и зондов, которые синтезированны фирмой Синтол. В 

качестве флуоресцентного красителя использовали карбокси-X-родамин (ROX) 

для генов «домашнего хозяйства» GAPDH и BACT и гена ICAM1 и 

карбоксифлуоресцеин (FAM) для всех остальных генов. В качестве гасителей 

флуоресценции для флуорофора ROX использовали RTQ2, для флуорофора FAM – 

RTQ1. Все полимеразные цепные реакции в режиме реального времени проводили 

на приборе ABI Prism 7000 Applied Biosystems. 
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При проведении полимеразной цепной реакцией в режиме реального времени 

брали 1 мкл кДНК на пробу. Реакцию проводили в объеме 25 мкл в NH4
+ ПЦР 

буфере с рабочей концентрацией ионов Mg+2 3,5мМ, 0,25мМ 

дезоксинуклеотидтрифосфата, с 0,4 пкмоль/мкл соответствующих праймеров, 0,2 

пкмоль/мкл флуоресцентного зонда и 0,05 ЕД/мкл SmarTaq полимеразы с 

ингибирующими активность антителами. Нуклеотидные последовательности 

специфичных к соответствующим генам праймеров и зондов приведены в Таблице 

3. 
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Таблица 3 – Нуклеотидные последовательности праймеров и зондов к 

исследуемым генам 

Название 

гена 

Праймер/ 

зонд 

Нуклеотидная последовательность 

BACT 

Прямой  CAACCGCGAGAAGATGACC 

Обратный CAGAGGCGTACAGGGATAGC  

Зонд ROX–AGACCTTCAACACCCCAGCCATGTACG–RTQ2  

GAPDH 

Прямой GGTGAAGGTCGGAGTCAACG 

Обратный TGGGTGGAATCATATTGGAACA 

Зонд 

ROX–CTCTGGTAAAGTGGATATTGTTGCCATCA–

RTQ2 

IL–6 

Прямой ACCTGAACCTTCCAAAGATG 

Обратный CTCCAAAAGACCAGTGATGA 

Зонд FAM–ATTCAATGAGGAGACTTGCCTGGTG–RTQ1 

IL–10 

Прямой CCGTGGAGCAGGTGAAGA 

Обратный TTGTCATGTAGGCTTCTATGTAGT 

Зонд FAM–ATAAGCTCCAAGAGAAAGGCATCTAC–RTQ1 

SMURF 

Прямой AAACGGATTCGATAACCATTAG 

Обратный GTATCTGAGGGGTTTAGTTTG 

Зонд FAM–CCAGCTCCCTGTTTCTTGTGAATTTTC–RTQ1 

PPARG 

Прямой TACTGTCGGTTTCAGAAATGC 

Обратный CAACAGCTTCTCCTTCTCG 

Зонд FAM–CCATCAGGTTTGGGCGGATGCC–RTQ1 

SOX9 

Прямой AGCAAGACGCTGGGCAAG 

Обратный GTTCTTCACCGACTTCCTC 

Зонд FAM–CTGGAGACTTCTGAACGAGAGC–RTQ1 

FGF2 

Прямой GAAGAGCGACCCTCACATCAAG 

Обратный TCCGTAACACATTTAGAAGCCAGTA 

Зонд 

FAM–TCATAGCCAGGTAACGGTTAGCACACACTCCT–

RTQ1 

FGFR1 

Прямой CAGAATTGGAGGCTACAAGG 

Обратный TGATGCTGCCGTACTCATTC 

Зонд FAM– CATCATAATGGACTCTGTGGTGC–RTQ1 

FGFR2 

Прямой GCAGCGAGGTAGTGAAGAG 

Обратный GAAAGCCGATGTGGTCAG 

Зонд FAM–CTCCCAGCCATTGATACAGGTAGC–RTQ1 
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Продолжение Таблицы 1 

Режим ПЦР включал предварительную денатурацию образца длительностью 

10 мин при температуре 950С, циклическую денатурацию в течение 20 секунд при 

950С, гибридизацию матрицы с праймерами и элонгацию в течение 60 с при 

Название 

гена 

Праймер/ 

зонд 

Нуклеотидная последовательность 

VEGF 

Прямой AGG CGA GGC AGC TTG AGT TA 

Обратный ACC CTG AGG GAG GCT CCT T 

Зонд 

FAM–CCT CGG CTT GTC ACA TCT GCA AGT ACG 

T–RTQ1 

SPP1 

Прямой ATAGTGTGGTTTATGGACTGAG 

Обратный ATTCAACTCCTCGCTTTCC 

Зонд FAM–CCAGTACCCTGATGCTACAGACGAG–RTQ1 

ICAM1 

Прямой GCAATGTGCAAGAAGATAGC 

Обратный CTCCACCTGGCAGCGTAG 

Зонд ROX–CACGGTGAGGAAGGTTTTAGCTGTT–RTQ2 

BGLAP 

Прямой GCAGCGAGGTAGTGAAGAG 

Обратный GAAAGCCGATGTGGTCAG 

Зонд FAM–CTCCCAGCCATTGATACAGGTAGC–RTQ1 

BMP4 

Прямой ACAGCACTGGTCTTGAGTATC 

Обратный TGGGATGTTCTCCAGATGTTC 

Зонд FAM– AACACCGTGAGGAGCTTCCACCA –RTQ1 

MMP2 

Прямой TGAGAAGGATGGCAAGTACG 

Обратный TGCGGCCCTCAGTGGTGC 

Зонд FAM–CCGCTTCCAGGGCACATCCTATGAC–RTQ1 

BMP2 

Прямой AGCCGAGCCAACACTGTGC 

Обратный TCTCGGAAAACCTGAAGCTC 

Зонд FAM–TTTAATTTAAGTTCTATCCCCACGG–RTQ1 

TGFΒ1 

Прямой TGCGTCTGCTGAGGCTCAA 

Обратный CGGTGACATCAAAAGATAACC 

Зонд FAM–AGGAATTGTTGCTGTATTTCTGGTAC–RTQ1 

PDGFRβ 

Прямой CTCCCTTATCATCCTCATCA 

Обратный TCCACGTAGATGTACTCATG 

Зонд FAM–TCACAGACTCAATCACCTTCCATC–RTQ1 
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температуре 600С. Реакцию проводили в 3 повторах для каждого образца. Для 

каждого гена в программе 7500 System SDS software был подобран уровень базовой 

флуоресценции. На основании измерений сигнала репортерной флуоресценции с 

учетом уровня базовой флуоресценции программа рассчитывала пороговый цикл 

Ct, т.е. такой цикл, на котором достигается некий заданный уровень репортерной 

флуоресценции. Значение Сt прямо пропорционально логарифму количества 

субстрата для каждого образца. 

Использовали метод дельта Ct для анализа полученных данных. После 

проведения полимеразной цепной реакцией вычисляли средние значения 

порогового цикла Ct из 3–х проб для каждого из образцов. Вычисляли разницу 

средних значений порогового цикла для исследуемого гена между опытным и 

референсным образцом (в качестве референсного образца была взята смесь кДНК 

из проб от 8 доноров). Ненормированную разницу экспрессии гена вычисляли по 

формуле: 

D=2–ΔCt  (1), 

где D – ненормированная разница в экспрессии исследуемого гена, а ΔСt – 

разница средних значений порогового цикла опытного и референсного образцов. 

Для нормирования количества кДНК в исходных пробах использовали гены 

«домашнего хозяйства», кодирующие GAPDH и BACT. Для каждого из этих генов 

проводили полимеразную цепную реакцию в режиме реального времени с 

соответствующими праймерами и зондом. Определяли показатель D по каждому из 

этих генов. Показатель D в случае гена «домашнего хозяйства» отражает разницу 

в количестве исходного материала (тотальной РНК) в разных пробах. Суммарный 

фактор нормализации вычисляли как среднее геометрическое из факторов 

нормализации по отдельным генам «домашнего хозяйства». Нормированную 

разницу экспрессии интересующих нас генов вычисляли по формуле: 

n

D
D

NF


 (2), 
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где Dn – нормированная разница экспрессии гена, D – ненормированная 

разница экспрессии гена, NF – суммарный фактор нормализации по 2 генам 

«домашнего хозяйства». 

3.10 Методы исследования изменений в плазме больных, и ее влияние 

на мезенхимные стромальные клетки 

Для анализа действия плазмы больных ДВККЛ на МСК из КМ здоровых 

доноров были использованы 10 образов донорских МСК (4 мужчин и 6 женщин, в 

возрасте от 14 до 50 лет, медиана возраста 33 года). МСК культивировали 10 дней 

в бессывороточной среде (StemPro, Gibco) в присутствии 10 % плазмы 5 здоровых 

доноров (1 муж 34 года, 4 женщины, в возрасте 34, 40, 59 и 66 лет) и плазмы 8 

больных ДВККЛ до и через месяц после окончания лечения. Анализировали СУФ 

и относительный уровень экспрессии некоторых генов. 

3.11 Исследование метаболических изменений костной ткани 

Денситометрия выполнялась на костном двухэнергетическом рентгеновском 

остеоденситометре Discovery A, «Hologic» (США).  

Оценка осуществлялась на основании двух параметров: T- и Z-критериев. 

Алгоритм расшифровки исследования установлен и рекомендован Российской 

Ассоциацией по Остеопорозу и Всемирной организацией здравоохранения. 

Вышеописанные критерии сравнивают плотность костей пациентов с идеальным 

показателем (среднее значение у молодых людей 30–35 лет соответствующего 

пола). Для мужчин старше 50–ти лет и для женщин после менопаузы используется 

Т-критерий. Нормой является значение в 1 одно стандартное отклонение. Если 

стандартное отклонение варьирует от –1 до –2.5, то диагностируется остеопения, 

значение менее –2,5 – остеопороз [8; 18]. 

Проводили остеоденситометрию в стандартных участках скелета, для 

которых имеются референсные нормативные значения (шейке бедра и поясничных 

позвонках L1-L4). В губчатой кости позвонков идет активное кроветворение, 

остеобласты и МСК участвуют в формировании ниши для кроветворных стволовых 

клеток. Кроме того, в этих областях происходят активные обменные процессы.  
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Маркеры ремоделирования костной ткани оценивались до начала лечения в 

группе пациентов до начала химиотерапевтического воздействия и в группе 

больных, которые завершили терапию более чем 5 лет назад.  

Исследование крови (остеокальцин, b-cross-laps, паратгормон, витамин Д3) и 

мочи (ДПИД и общий анализ мочи) проводилось в лаборатории ООО «Медикал 

Клаб Консилиум». Ионизированный кальций определяли с помощью 

ионселективных электродов на приборе Thermo Scientific Konelab Prime 60S. 

Неорганический фосфор определяли колориметрическим методом с молибдатом 

аммония на анализаторе Architect4000. ДПИД и N-остеокальцин анализировали с 

помощью иммунохимического метода на приборе Immulite2000. 25-ОН витамин Д 

и паратиреоидный гормон исследовали иммунохимическим методом на 

анализаторе Architect4000. B-cross-laps определяли на приборе Elecsys 2010 

иммунохимическим методом. 

3.12 Анализ результатов 

Статистические отличия в группах оценивали при помощи t-критерия 

Стъюдента, U-критерия Манна-Уитни и Т-критерия Уилкоксона. Достоверными 

считали отличия при p ≤ 0,05. Тесноту и направление корреляционной связи при 

анализе относительного уровня экспрессии генов определяли методом ранговой 

корреляции Спирмена. Коэффициент более 0,7 считали показателем высокой 

тесноты связи, от 0,4 до 0,7 –умеренной тесноты связи. Результаты были 

обработаны с помощью программ GraphPad Prism.  
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Глава 4. Результаты и обсуждение 

4.1 Изменение культуральных свойств клеток-предшественниц 

стромального микроокружения при диффузной В-клеточной 

крупноклеточной лимфоме до и после терапевтического воздействия 

Изменение стромального микроокружения у больных ДВККЛ в дебюте 

заболевания 

В исследование были включены образцы КМ 40 больных ДВККЛ в дебюте 

заболевания. Известно, что у больных острыми лейкозами МСК отличаются от 

клеток здоровых людей [129; 147; 153]. Практически отсутствуют данные о 

стромальных клетках-предшественницах (МСК и КОЕф) у больных ДВККЛ. Было 

выдвинуто предположение, что у пациентов с ДВККЛ без поражения КМ 

стромальные предшественники не затронуты опухолью и не отличаются по своим 

характеристикам от донорских. Оказалось, что несмотря на отсутствие признаков 

поражения КМ, суммарная клеточная продукция МСК за 4 пассажа у пациентов в 

дебюте заболевания была достоверно выше по сравнению с донорами 

соответствующего возраста (Рисунок 1). 
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Рисунок 1 – Суммарная клеточная продукция МСК за 4 пассажа здоровых доноров 

и больных ДВККЛ в дебюте заболевания. Границы бокса — первый и третий 

квартили (5–й и 95–й процентили), линия в центре ранжированного ряда — 

медиана (50–й процентиль). Концы усов — минимальное и максимальное значения 

полученных данных. 

 

Время, необходимое для достижения конфлуентности после исходной 

посадки (время до P0), не отличалось в культурах МСК больных ДВККЛ и 

здоровых доноров. Концентрация КОЕф в КМ пациентов с ДВККЛ также 

достоверно не отличалась от таковой у доноров (Таблица 4). 

 

Таблица 4 – Культуральные характеристики МСК и концентрация КОЕф на 

106 клеток КМ у пациентов до начала терапии 

* – достоверные различия между МСК контрольной группы и пациентов в 

дебюте заболевания 

 

Анализ морфологических и иммунофенотипических характеристик МСК из 

КМ больных ДВККЛ показал, что МСК доноров имеют более высокий показатель 

прямого светорассеяния в сравнении с МСК пациентов до начала ПХТ (p < 0,0001) 

(Рисунок 2). Это говорит о том, что изменены не только культуральные 

характеристики клеток-предшественниц КМ, но и морфологические. Изменение 

прямого светорассеяния отражает изменения размера клеток и состояния 

цитоскелета МСК у пациентов в дебюте заболевания [124]. 

 

Исследуемые 

группы 

Суммарная продукция 

МСК за 4 пассажа, х106 

Концентрация КОЕф 

на 106 клеток КМ 

Время до 

Р0, сутки 

Доноры 6,8 ± 1,0 19,2 ± 5,5 13,7 ± 0,5 

Пациенты с ДВККЛ 

перед ПХТ 9,6 ± 1,1* 11,8 ± 2,1 12,9 ± 0,3 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9A%D0%B2%D0%B0%D1%80%D1%82%D0%B8%D0%BB%D1%8C
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9F%D1%80%D0%BE%D1%86%D0%B5%D0%BD%D1%82%D0%B8%D0%BB%D1%8C
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Рисунок 2 – Анализ светорассеивания МСК доноров и пациентов с ДВККЛ в 

дебюте заболевания. А. Показатель прямого светорассеяния. Б – показатель 

бокового светорассеяния. Границы бокса — первый и третий квартили (5–й и 95–й 

процентили), линия в центре ранжированного ряда — медиана (50–й процентиль). 

Концы усов — минимальное и максимальное значения полученных данных. 

 

Анализ СУФ поверхностных антигенов выявил отличия МСК больных по 

сравнению с донорами. В дебюте заболевания отмечено повышение уровня 

экспрессии CD54 на МСК больных по сравнению с клетками доноров. CD54 

(ICAM-1) экспрессируется на поверхности различных типов клеток, в том числе 

МСК КМ. Усиление экспрессии этого белка происходит в ответ на нарушение 

гомеостаза, а также при воздействии различных медиаторов воспаления, включая 

провоспалительные цитокины и гормоны. Эти явления увеличивают экспрессию 

ICAM-1 главным образом посредством активации гена ICAM-1 [141]. Возможно, 

повышение СУФ данного антигена связано с воспалительной реакцией, которая 

сопровождает онкологический процесс. Отмечено повышение в дебюте 

заболевания CD73 – маркера МСК, молекулы, способной индуцировать адгезию и 

дифференцировку лимфоцитов и моноцитов [31]. Вероятно, увеличение 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9A%D0%B2%D0%B0%D1%80%D1%82%D0%B8%D0%BB%D1%8C
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9F%D1%80%D0%BE%D1%86%D0%B5%D0%BD%D1%82%D0%B8%D0%BB%D1%8C
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экспрессии молекул адгезии – признак активного взаимодействия МСК с 

кроветворными клетками. CD105 (ENG) – эндоглин, который является 

компонентом рецептора TGFβ1, обладающий высокой аффинностью [140]. TGFβ1 

– один из регуляторов состояния покоя кроветворных стволовых клеток [185]. 

Отмечено повышение экспрессии этой молекулы в 2 раза на МСК больных ДВККЛ 

в дебюте заболевания по сравнению с донорами. CD90 (THY1) предположительно 

вовлечен в межклеточное взаимодействие. Экспрессия данной молекулы на МСК 

пациентов снижена в дебюте заболевания в 1,3 раза по сравнению с донорами 

(Таблица 5). 

 

Таблица 5 – Средний уровень флуоресценции основных поверхностных 

антигенов МСК 

 

Исследуемые 

группы 

CD54 

(ICAM1) 

CD146 

(MCAM) 

CD73 

(NT5E) 

CD90 

(THY1) 

CD105 

(ENG) 

Доноры 72 ± 16 291 ± 69 632 ± 57 6760 ± 761 610 ± 139 

Пациенты с 

ДВККЛ в 

дебюте 

заболевания 

110 ± 28 292 ± 130 907 ± 285 5130 ± 980 1147 ± 431 

 

Была проанализирована экспрессия генов IL-6, IL-8, SPP1, BGLAP, FGF2, 

FGFR1, FGFR2, VEGF, PDGFRβ, MCAM, ICAM, SOX9, PPARg, BMP2, BMP4, 

SMURF1, SDF1, FGFRb1, MMP2 в МСК пациентов с ДВККЛ в дебюте заболевания. 

Было обнаружено достоверное повышение относительного уровня экспрессии гена 

FGF2 (Рисунок 3), его рецептора FGFR2 и снижение FGFR1 (Рисунок 4). 

Повышение FGF2, одного из основных факторов роста МСК согласуется с 

увеличением суммарной клеточной продукции МСК больных в дебюте 

заболевания (Таблица 6). Описано участие FGF2 в прогрессе опухоли, в том числе 

при ДВККЛ [171]. Показано, что FGF2 секретируется стромальными клетками 

костного мозга в экзосомах, которые поглощаются опухолевыми клетками и 

увеличивают их устойчивость к терапии [89].  
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Таблица 6 – Относительный уровень экспрессии генов в МСК доноров и у 

пациентов до начала терапии 

Относительный уровень 

экспрессии 

Доноры Пациенты с ДВККЛ до 

начала ПХТ 

ММР2 3,9 ± 0,4 3,2 ± 0,3 

SPP1 0,1 ± 0,01 0,1 ± 0,02 

BGLAP 2,0 ± 0,7 1,8 ± 0,2 

IL6 11,3 ± 3,1 14,1 ± 2,4 

TGFb 1,1 ± 0,1 0,9 ± 0,1 

PDGFRβ 0,8 ± 0,1 0,7 ± 0,05 

PPARg 1,5 ± 0,1 1,7 ± 0,1 

SOX9 1,5 ± 0,2 1,1 ± 0,1 

FGF2 5,1 ± 0,6 8,7 ± 1,4* 

FGFR1 0,9 ± 0,1 0,7 ± 0,05 

FGFR2 2,2 ± 0,2 3,4 ± 0,3* 

VEGF 0,2 ± 0,04 0,2 ± 0,03 

ICAM1 1,2 ± 0,2 0,9 ± 0,2 

SMURF 3,7 ± 0,2 3,3 ± 0,2 

BMP4 1,2 ± 0,2 0,8 ± 0,08 

BMP2 1,2 ± 0,3 1,0 ± 0,2 

IL8 0,2 ± 0,06 2,3 ± 0,7* 

MCAM 5,3 ± 0,8 6,3 ± 0,8 

SDF1 1,6 ± 0,1 2,5 ± 0,2* 

* – достоверные различия между МСК доноров и пациентов в дебюте 

заболевания 
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Рисунок 3 – Относительный уровень экспрессии FGF2 в МСК у доноров и 

пациентов с ДВККЛ до начала терапии. Границы бокса — первый и третий 

квартили (5–й и 95–й процентили), линия в центре ранжированного ряда — 

медиана (50–й процентиль). Концы усов — минимальное и максимальное значения 

полученных данных. 

 

Снижение в МСК экспрессии FGFR1 у пациентов с ДВККЛ в дебюте 

заболевания может изменять стромальное микроокружение и снижать 

устойчивость опухоли к терапии, как это было показано для ОМЛ [90]. Повышение 

FGFR2 возможно отражается на состоянии костной ткани, так как нарушение 

экспрессии FGFR2 и мутации в нем ведут к деструкции костей [181]. 

 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9A%D0%B2%D0%B0%D1%80%D1%82%D0%B8%D0%BB%D1%8C
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9F%D1%80%D0%BE%D1%86%D0%B5%D0%BD%D1%82%D0%B8%D0%BB%D1%8C
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Рисунок 4 – Исследование относительного уровня экспрессии в МСК. А. 

Экспрессия гена FGFR1 у доноров и пациентов с ДВККЛ до начала терапии. Б. 

Экспрессия гена FGFR2 у доноров и пациентов с ДВККЛ до начала терапии. 

Границы бокса — первый и третий квартили (5–й и 95–й процентили), линия в 

центре ранжированного ряда — медиана (50–й процентиль). Концы усов — 

минимальное и максимальное значения полученных данных. 

 

Показано достоверное повышение экспрессии гена фактора, регулирующего 

миграцию гемопоэтических клеток в КМ – SDF1 (Рисунок 5). Известно, что 

повышение экспрессии его рецептора CXCR4 на кроветворных клетках 

способствует выживанию клеток лимфомы и способствует прогрессии 

заболевания, при этом экспрессия SDF1 в опухолевом микроокружении снижается 

[51]. Таким образом, можно предполагать, что повышение экспрессии SDF1 в 

клетках-предшественницах КМ отражает один из путей подготовки для 

распространения опухоли. Вместе с тем, экспрессия SDF1 в МСК больных с 

локализованным опухолевым поражением была достоверно выше, чем при 

генерализованном процессе. 

 

доноры

n=28

пациенты с

ДВККЛ

в дебюте заболевания

n=40

0.1

1

10

О
тн

ос
и

те
л

ь
н

ы
й

ур
ов

ен
ь

эк
сп

р
ес

си
и

р=0.01806

доноры

n=28

пациенты с 

ДВККЛ

в дебюте заболевания

n=40

0.1

1

10

О
тн

ос
и

те
ль

н
ы

й
ур

ов
ен

ь
эк

сп
ре

сс
и

и

p=0.001750

А Б 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9A%D0%B2%D0%B0%D1%80%D1%82%D0%B8%D0%BB%D1%8C
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9F%D1%80%D0%BE%D1%86%D0%B5%D0%BD%D1%82%D0%B8%D0%BB%D1%8C
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Рисунок 5 – Относительный уровень экспрессии SDF1 в МСК у пациентов до 

начала терапии 

Границы бокса — первый и третий квартили (5–й и 95–й процентили), линия 

в центре ранжированного ряда — медиана (50–й процентиль). Концы усов — 

минимальное и максимальное значения полученных данных. 

 

Выявлено достоверное повышение экспрессии гена провоспалительного 

фактора IL-8, что может быть связано с системным ответом организма на 

опухолевый процесс (Рисунок 6). 

 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9A%D0%B2%D0%B0%D1%80%D1%82%D0%B8%D0%BB%D1%8C
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9F%D1%80%D0%BE%D1%86%D0%B5%D0%BD%D1%82%D0%B8%D0%BB%D1%8C
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Рисунок 6 – Относительный уровень экспрессии IL8 в МСК у доноров и 

пациентов с ДВККЛ до начала терапии. 

Границы бокса — первый и третий квартили (5–й и 95–й процентили), линия 

в центре ранжированного ряда — медиана (50–й процентиль). Концы усов — 

минимальное и максимальное значения полученных данных. 

 

Таким образом, культуральные, морфологические и функциональные 

характеристики МСК у больных ДВККЛ в дебюте заболевания изменены. Наличие 

данных изменений позволяет предположить влияние внекостномозговых 

опухолевых клеток на стромальные клетки-предшественницы КМ, несмотря на 

отсутствие непосредственного взаимодействия между ними. 

 

Изменение стромального микроокружения у больных ДВККЛ через месяц и 

6 месяцев после проведения терапии 

Через месяц после завершения ПХТ, у 38 из описанных выше первичных 

пациентов с ДВККЛ были получены образцы КМ. У двух пациентов материал 

получен не был, поскольку один пациент умер от осложнений ПХТ и одна 

пациентка проходила лечение в другом лечебном учреждении. Восемь образцов 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9A%D0%B2%D0%B0%D1%80%D1%82%D0%B8%D0%BB%D1%8C
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9F%D1%80%D0%BE%D1%86%D0%B5%D0%BD%D1%82%D0%B8%D0%BB%D1%8C
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КМ больных ДВККЛ были набраны через месяц после проведения аутоТСКК. 

Тридцать два образца КМ пациентов взяты через 6 месяцев после завершения всех 

курсов ПХТ. Остальные пациенты на этом сроке не смогли приехать на 

обследование. Все пациенты, включенные в исследование, находились в ремиссии 

заболевания. 

В работе приведена единая группа пациентов после окончания терапии, так 

как различий в МСК пациентов через месяц и полгода после окончания терапии в 

зависимости от проведенного лечения выявлено не было. Вероятнее всего это 

связано с тем, что стромальные клетки-предшественники КМ более резистентны к 

химиотерапии, чем гемопоэтические клетки-предшественники и физиологически 

медленнее обмениваются в организме.  

Не было выявлено достоверных отличий в культуральных свойствах МСК 

через месяц, 6 месяцев после окончания терапии и после аутоТСКК по сравнению 

с дебютом заболевания (Таблица 7).  

 

Таблица 7 – Культуральные характеристики МСК и концентрация КОЕф у 

пациентов после окончания терапии 

* достоверные различия по сравнению с донорами 

Исследуемые группы Суммарная 

продукция МСК 

за 4 пассажа, х106 

Концентрация 

КОЕф на 106 

клеток КМ 

Время до 

Р0, сутки 

Доноры 6,8 ± 1,01 19,3 ± 5,5 13,7 ± 0,5 

Пациенты с ДВККЛ до начала 

ПХТ 

9,6 ± 1,1* 11,8 ± 2,1 12,9 ± 0,3 

Пациенты с ДВККЛ через месяц 

после ПХТ: 

10,8 ± 1,1* 22,6 ± 4,5 12,3 ± 0,3 

Пациенты с ДВККЛ через 6 

месяцев после ПХТ 

10,7 ± 1,9 15,4 ± 3,5 12,0 ± 0,3 
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У пациентов через месяц после окончания терапии сохранялись достоверные 

отличия суммарной клеточной продукции МСК за 4 пассажа по сравнению с 

донорами (Рисунок 7). 
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Рисунок 7 – Суммарная клеточная продукция МСК за 4 пассажа здоровых 

доноров и больных ДВККЛ на разных этапах терапии 

Границы бокса — первый и третий квартили (5–й и 95–й процентили), линия 

в центре ранжированного ряда — медиана (50–й процентиль). Концы усов — 

минимальное и максимальное значения полученных данных. 

 

У пациентов до начала терапии наблюдалась тенденция к снижению 

концентрации КОЕф в КМ по сравнению с донорами, однако разница 

недостоверна. Через месяц после завершения ПХТ концентрация КОЕф в КМ 

пациентов была достоверно выше по сравнению с дебютом заболевания (Рисунок 

8) и при этом приближена к таковой у здоровых доноров. Это свидетельствует о 

восстановлении клеток-предшественниц после достижения ремиссии. 

 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9A%D0%B2%D0%B0%D1%80%D1%82%D0%B8%D0%BB%D1%8C
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9F%D1%80%D0%BE%D1%86%D0%B5%D0%BD%D1%82%D0%B8%D0%BB%D1%8C
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Рисунок 8 – Концентрация КОЕф в КМ доноров и больных ДВККЛ на разных 

этапах терапии 

Границы бокса — первый и третий квартили (5–й и 95–й процентили), линия 

в центре ранжированного ряда — медиана (50–й процентиль). Концы усов — 

минимальное и максимальное значения полученных данных. 

 

В остальных группах сравнения достоверных различий в концентрации 

КОЕф и времени до Р0 выявлено не было. 

Таким образом, культуральные свойства МСК изменены не только в дебюте 

заболевания, но и через месяц после окончания терапии. После элиминации 

опухоли, которая повреждала МСК, отмечалось постепенное восстановление 

большинства свойств клеток-предшественниц КМ. Т.к. МСК и КОЕф более 

устойчивы к действию химиотерапии, чем гемопоэтические стволовые клетки, то 

через месяц после окончания ПХТ в большинстве их культуральных характеристик 

отсутствовали достоверные изменения. 

Показатель прямого светорассеяния МСК у пациентов через месяц после 

завершения ПХТ был более высоким, чем у тех же пациентов в дебюте 

заболевания, при этом достоверно не отличался от значения у МСК доноров 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9A%D0%B2%D0%B0%D1%80%D1%82%D0%B8%D0%BB%D1%8C
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9F%D1%80%D0%BE%D1%86%D0%B5%D0%BD%D1%82%D0%B8%D0%BB%D1%8C
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(Рисунок 9). Показатель бокового светорассеяния у больных ДВККЛ через месяц 

после окончания лечения возрастал по сравнению с дебютом заболевания. 

Таким образом морфологические характеристики МСК у больных ДВККЛ 

после завершения терапии частично восстанавливаются. 

 

Рисунок 9 – Анализ светорассеивания МСК доноров и больных ДВККЛ на 

разных этапах терапии. А. Показатель прямого светорассеяния. Б показатель 

бокового светорассеяния. Границы бокса — первый и третий квартили (5–й и 95–й 

процентили), линия в центре ранжированного ряда — медиана (50–й процентиль). 

Концы усов — минимальное и максимальное значения полученных данных. 

 

При анализе СУФ некоторых антигенов в МСК больных после завершения 

терапии в сравнении с МСК пациентов до начала лечения были выявлены 

значительных отличия (Таблица 8). 

  

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9A%D0%B2%D0%B0%D1%80%D1%82%D0%B8%D0%BB%D1%8C
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9F%D1%80%D0%BE%D1%86%D0%B5%D0%BD%D1%82%D0%B8%D0%BB%D1%8C
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Таблица 8 – Средний уровень флуоресценции основных поверхностных 

антигенов МСК через месяц после завершения терапии 

 

Исследуемые 

группы 

CD54 

(ICAM1) 

CD146 

(MCAM) 

CD73 

(NT5E) 

CD90 

(THY1) 

CD105 

(ENG) 

Доноры 72 ± 16 291 ± 69 632 ± 57 6760 ± 

761 

610 ± 139 

Больные 

ДВККЛ до ПХТ 

110 ± 

28** 

292 ± 130** 907 ± 285** 5130 ± 

980 

1147 ± 

431** 

Больные 

ДВККЛ после 

ПХТ 

456 ± 

124Δ** 

1007 ± 

245Δ** 

1433 ± 

433** 

5739 ± 

651 

4578 ± 

1159Δ** 

 

Δ – достоверное отличие от доноров 

** – достоверное отличие между группами до и после лечения 

После лечения достоверно возрастала экспрессия молекул адгезии ICAM1 

(CD54), повышенной и в дебюте заболевания, и MCAM (CD146). Также через 

месяц после завершения ПХТ достоверно увеличивалась экспрессия CD73. Все эти 

молекулы регулируют удержание кроветворных клеток в нише. 

Таким образом, после достижения ремиссии происходит дальнейшее 

усиление взаимодействия МСК больных ДВККЛ с кроветворными клетками, что, 

наиболее вероятно, связано с проведенной химиотерапией. Также после 

достижения ремиссии на МСК продолжала достоверно возрастать экспрессия 

CD105 (ENG), отвечая не на присутствие опухоли в организме, а на воздействие 

химиопрепаратов. 

После проведения химиотерапии отмечено изменение экспрессии генов в 

МСК (Таблица 9). 
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Таблица 9 – Относительный уровень экспрессии генов в МСК пациентов на 

разных этапах терапии 

* достоверные различия по сравнению с контрольной группой 

× достоверные различия по сравнению с больными ДВККЛ в дебюте 

заболевания 

IL6 – провоспалительный цитокин. У пациентов через месяц после ПХТ 

экспрессия IL6 достоверно возрастала по сравнению с дебютом заболевания 

(Рисунок 10). По мере лечения экспрессия данного гена постепенно снижалась, 

однако все равно оставалась достоверно выше, чем у доноров. 

 

Относительный 

уровень 

экспрессии 

Доноры Пациенты с 

ДВККЛ до 

ПХТ 

Пациенты 

через месяц 

после ПХТ 

Пациенты через 6 

месяцев после 

ПХТ 

ММР2 3,9 ± 0,4 3,2 ± 0,3 2,3 ± 0,3 2,4 ± 0,3 

SPP1 0,1 ± 0,01 0,1 ± 0,02 0,1 ± 0,04 0,2 ± 0,05* 

BGLAP 2,0 ± 0,7 1,8 ± 0,2 1,4 ± 0,2 1,8 ± 0,3 

IL6 11,3 ± 3,1 14,1 ± 2,4 21,3 ± 2,9*× 16,9 ± 4,03* 

TGFb 1,1 ± 0,07 0,9 ± 0,06 0,8 ± 0,1*× 0,7 ± 0,1*× 

PDGFRβ 0,8 ± 0,07 0,7 ± 0,05 0,5 ± 0,07* 0,5 ± 0,08* 

PPARg 1,5 ± 0,1 1,7 ± 0,1 1,8 ± 0,4*× 1,4 ± 0,2 

SOX9 1,5 ± 0,2 1,1 ± 0,1 1,6 ± 0,5 1,2 ± 0,1 

FGF2 5,1 ± 0,6 8,7 ± 1,4* 9,4 ± 1,9* 7,2 ± 1,8 

FGFR1 0,9 ± 0,07 0,7 ± 0,05* 0,7 ± 0,1* 0,6 ± 0,1* 

FGFR2 2,2 ± 0,2 3,4 ± 0,3* 2,6 ± 0,3* 2,6 ± 0,4* 

VEGF 0,2 ± 0,04 0,2 ± 0,03 0,2 ± 0,05 0,1 ± 0,02 

ICAM1 1,2 ± 0,2 0,9 ± 0,2 1,1 ± 0,3 0,5 ± 0,1 

SMURF 3,7 ± 0,2 3,3 ± 0,2 2,5 ± 0,2*× 2,4 ± 0,2 

BMP4 1,2 ± 0,2 0,8 ± 0,09 0,8 ± 0,1 1,4 ± 0,3 

BMP2 1,2 ± 0,4 1,1 ± 0,2 1,3 ± 0,3 0,9 ± 0,2 

IL8 0,2 ± 0,06 2,3 ± 0,7* 4,8 ± 1,6*× 2,2 ± 0,9*× 

MCAM 5,3 ± 0,8 6,3 ± 0,8 5,2 ± 0,9 4,2 ± 0,9 

SDF1 1,6 ± 0,1 2,5 ± 0,7* 2,4 ± 0,3 1,9 ± 0,5 
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Рисунок 10 – Относительный уровень экспрессии IL6 в МСК доноров и 

больных ДВККЛ на разных этапах терапии 

Границы бокса — первый и третий квартили (5–й и 95–й процентили), линия 

в центре ранжированного ряда — медиана (50–й процентиль). Концы усов — 

минимальное и максимальное значения полученных данных. 

 

У пациентов с ДВККЛ до начала терапии была увеличена экспрессия IL8 по 

сравнению с донорами (Рисунок 11). Через месяц после завершения курсов ПХТ 

экспрессия IL8 достоверно продолжала повышаться. После 6 месяцев наблюдалась 

тенденция к нормализации, однако уровень все еще сохранялся достоверно выше, 

чем у пациентов до начала терапии и здоровых доноров. 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9A%D0%B2%D0%B0%D1%80%D1%82%D0%B8%D0%BB%D1%8C
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9F%D1%80%D0%BE%D1%86%D0%B5%D0%BD%D1%82%D0%B8%D0%BB%D1%8C
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Рисунок 11 – Относительный уровень экспрессии IL8 в МСК доноров и 

больных ДВККЛ на разных этапах терапии 

Границы бокса — первый и третий квартили (5–й и 95–й процентили), линия 

в центре ранжированного ряда — медиана (50–й процентиль). Концы усов — 

минимальное и максимальное значения полученных данных. 

 

Повышение провоспалительных цитокинов через месяц после окончания 

лечения может быть обусловлено реакцией организма на распад опухолевой ткани, 

а также инфекционными процессами, которыми осложняются межкурсовые 

периоды. В пользу данных предположений свидетельствует дальнейшее 

постепенное снижение уровней экспрессии этих интерлейкинов. Аналогичная 

картина описана при острых лейкозах [153]. 

Экспрессия FGF2 была повышена в МСК больных по сравнению с донорами, 

что хорошо согласуется с повышением суммарной клеточной продукции МСК у 

пациентов с ДВККЛ (Рисунок 12). Не отмечалось достоверной разницы в 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9A%D0%B2%D0%B0%D1%80%D1%82%D0%B8%D0%BB%D1%8C
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9F%D1%80%D0%BE%D1%86%D0%B5%D0%BD%D1%82%D0%B8%D0%BB%D1%8C
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экспрессии FGF2 в МСК из КМ пациентов в дебюте заболевания и в течение 

полугода после завершения терапии. Экспрессия FGF2 оставалась повышенной, и 

только после 6 месяцев отличия от здоровых доноров становились 

недостоверными. 
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Рисунок 12 – Относительный уровень экспрессии FGF2 в МСК доноров и 

больных ДВККЛ на разных этапах терапии 

Границы бокса — первый и третий квартили (5–й и 95–й процентили), линия 

в центре ранжированного ряда — медиана (50–й процентиль). Концы усов — 

минимальное и максимальное значения полученных данных. 

 

В МСК КМ больных в дебюте заболевания отмечено достоверное снижение 

экспрессии FGFR1 по сравнению с донорами (Рисунок 13). Возможно, это 

снижение происходит в результате компенсаторной реакции МСК на повышение 

экспрессии FGF2. После ПХТ отмечается дальнейшее снижение экспрессии этого 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9A%D0%B2%D0%B0%D1%80%D1%82%D0%B8%D0%BB%D1%8C
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9F%D1%80%D0%BE%D1%86%D0%B5%D0%BD%D1%82%D0%B8%D0%BB%D1%8C
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гена. При этом снижена суммарная клеточная продукция МСК (Рисунок 7). 

Достоверность отличий от доноров при этом возрастает (Рисунок 13). 
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Рисунок 13 – Относительный уровень экспрессии FGFR1 в МСК доноров и 

больных ДВККЛ на разных этапах терапии 

Границы бокса — первый и третий квартили (5–й и 95–й процентили), линия 

в центре ранжированного ряда — медиана (50–й процентиль). Концы усов — 

минимальное и максимальное значения полученных данных. 

 

Описано снижение уровня экспрессии FGFR1 в МСК пациентов после 

траснплантации аллогенных стволовых кроветворных клеток. Это свидетельствует 

от том, что экспрессия этого гена в МСК меняется под действием ПХТ [153]. 

Относительный уровень экспрессии FGFR2 в МСК больных ДВККЛ 

достоверно снижен через месяц после окончания лечения, и отмечено его 

частичное восстановление после 6 месяцев по сравнению с дебютом заболевания 

(Рисунок 14). 

 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9A%D0%B2%D0%B0%D1%80%D1%82%D0%B8%D0%BB%D1%8C
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9F%D1%80%D0%BE%D1%86%D0%B5%D0%BD%D1%82%D0%B8%D0%BB%D1%8C


66 

 

доноры пациенты с

ДВККЛ

в дебюте заболевания

пациенты с

ДВККЛ

через месяц

после ХТ

пациенты с

ДВККЛ

через 6 месяцев

после ХТ

0.1

1

10

О
т
н

о
си

т
ел

ь
н

ы
й

у
р

о
в

ен
ь

эк
сп

р
е
сс

и
и

p=0.001750
p=0.03643

p=0.04084

 

Рисунок 14 – Относительный уровень экспрессии FGFR2 в МСК доноров и 

больных ДВККЛ на разных этапах терапии 

Границы бокса — первый и третий квартили (5–й и 95–й процентили), линия 

в центре ранжированного ряда — медиана (50–й процентиль). Концы усов — 

минимальное и максимальное значения полученных данных. 

 

FGFR1 и FGFR2 – рецепторы, отличающиеся своими связывающими 

свойствами и каталитическими киназными доменами. Описано повышение 

экспрессии FGFR1 при адипогенной дифференцировке МСК, и FGFR2 при 

остеогенной [181]. Показано повышение FGFR1 в различных опухолевых клетках. 

Через него происходит активация FSS2-MARK сигнального пути. FGFR2 

стимулирует клеточную пролиферацию и миграцию опухолевых клеток. Также 

через него происходит активация TGFb [26]. 

В дебюте заболевания отсутствовали достоверные различия экспрессии в 

МСК КМ гена TGFb. Однако через 1 и 6 месяцев после завершения ПХТ отмечено 

достоверное снижение экспрессии этого гена (Рисунок 15). 

 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9A%D0%B2%D0%B0%D1%80%D1%82%D0%B8%D0%BB%D1%8C
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9F%D1%80%D0%BE%D1%86%D0%B5%D0%BD%D1%82%D0%B8%D0%BB%D1%8C
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Рисунок 15 – Относительный уровень экспрессии TGFb в МСК доноров и 

больных ДВККЛ на разных этапах терапии 

Границы бокса — первый и третий квартили (5–й и 95–й процентили), линия 

в центре ранжированного ряда — медиана (50–й процентиль). Концы усов — 

минимальное и максимальное значения полученных данных. 

 

TGFb удерживает стволовые гемопоэтические клетки в состоянии покоя. 

Снижение экспрессии гена этого фактора указывает на опосредованную 

стимуляцию СКК в ответ на ПХТ [126]. 

В МСК не выявлено изменение экспрессии PDGFRβ у пациентов в дебюте 

заболевания в сравнении с МСК доноров. После окончания ПХТ отмечено 

постепенное снижение экспрессии данного гена в МСК (Рисунок 16). 

 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9A%D0%B2%D0%B0%D1%80%D1%82%D0%B8%D0%BB%D1%8C
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9F%D1%80%D0%BE%D1%86%D0%B5%D0%BD%D1%82%D0%B8%D0%BB%D1%8C
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Рисунок 16 – Относительный уровень экспрессии PDGFRb в МСК доноров и 

больных ДВККЛ на разных этапах терапии 

Границы бокса — первый и третий квартили (5–й и 95–й процентили), линия 

в центре ранжированного ряда — медиана (50–й процентиль). Концы усов — 

минимальное и максимальное значения полученных данных. 

 

Пролиферация МСК активируется через сигнальные пути FGF, PDGF и TGFb 

[120]. Отсутствие изменений в экспрессии PDGFRb и TGFb в дебюте заболевания 

и постепенное ее снижение после окончания ПХТ может носить компенсаторный 

характер, связанный с сохраняющейся повышенной экспрессией FGF2 и 

повышенной пролиферативой активностью МСК. 

Несмотря на отсутствие достоверных различий в экспрессии SPP1 в МСК 

первичных пациентов и доноров, экспрессия данного гена у пациентов через 6 

месяцев после окончания терапии была достоверно выше по сравнению с донорами 

(Рисунок 17). Это может свидетельствовать о нарушениях остеогенной 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9A%D0%B2%D0%B0%D1%80%D1%82%D0%B8%D0%BB%D1%8C
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9F%D1%80%D0%BE%D1%86%D0%B5%D0%BD%D1%82%D0%B8%D0%BB%D1%8C
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дифференцировки, которые проявляются лишь через некоторое время после начала 

болезни. 
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Рисунок 17 – Относительный уровень экспрессии SPP1 в МСК доноров и 

больных ДВККЛ на разных этапах терапии 

Границы бокса — первый и третий квартили (5–й и 95–й процентили), линия 

в центре ранжированного ряда — медиана (50–й процентиль). Концы усов — 

минимальное и максимальное значения полученных данных. 

 

В МСК больных ДВККЛ в дебюте заболевания экспрессия SMURF не была 

изменена. После окончания лечения экспрессия этого гена снижена и остается 

таковой, как минимум на протяжении 6 месяцев (Рисунок 18). 

 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9A%D0%B2%D0%B0%D1%80%D1%82%D0%B8%D0%BB%D1%8C
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9F%D1%80%D0%BE%D1%86%D0%B5%D0%BD%D1%82%D0%B8%D0%BB%D1%8C
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Рисунок 18 – Относительный уровень экспрессии SMURF в МСК доноров и 

больных ДВККЛ на разных этапах терапии 

Границы бокса — первый и третий квартили (5–й и 95–й процентили), линия 

в центре ранжированного ряда — медиана (50–й процентиль). Концы усов — 

минимальное и максимальное значения полученных данных. 

 

Кодируемый этим геном белок участвует в морфогенезе кости и изменение 

его экспрессии подтверждает нарушение костной дифференцировки МСК. 

Выявлено достоверное снижение уровня экспрессии PPARg через месяц 

после окончания терапии (р = 0,027). Через 6 месяцев разницы в экспрессии этого 

гена по сравнению с дебютом заболевания и здоровыми донорами не было. 

Возможно, это связано с нормализацией адипогенной дифференцировки МСК. 

В данном разделе описаны изменения, связанные с наличием лимфоидной 

опухоли в организме и проводимым лечением, и показано, что некоторые из них 

сохраняются, как минимум, полгода после окончания терапии. Следующий раздел 

описывает отдаленные последствия заболевания и химиотерапии, которые были 

выявлены более чем через 5 лет после окончания лечения. 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9A%D0%B2%D0%B0%D1%80%D1%82%D0%B8%D0%BB%D1%8C
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9F%D1%80%D0%BE%D1%86%D0%B5%D0%BD%D1%82%D0%B8%D0%BB%D1%8C
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Изменение стромального микроокружения у больных ДВККЛ 5 лет и более 

назад, завершивших химиотерапию 

По данным ПЭТ-КТ у всех пациентов на момент взятия КМ сохранялась 

ремиссия заболевания.  

Культуральные характеристики МСК более чем через 5 лет после ПХТ 

нормализовались. Суммарная клеточная продукция МСК за 4 пассажа, время до P0, 

концентрация КОЕф не отличались в культурах клеток-предшественниц из КМ 

пациентов с ДВККЛ, которые завершили ПХТ более 5 лет назад, по сравнению с 

донорами и пациентами до начала ПХТ (Таблица 10). 

 

Таблица 10 – Культуральные характеристики МСК и концентрация КОЕф у 

пациентов, более 5 лет после окончания терапии 

 

У пациентов, которых лечили по программе R±mNHL-BFM-90, отмечалось 

повышение концентрации КОЕф и суммарной клеточной продукции МСК. 

Несмотря на то, что изменения недостоверны, можно предполагать, что после 

тяжелых курсов ПХТ стромальные клетки-предшественницы кроветворного 

микроокружения активированы. Это может быть связано с необходимостью 

Параметр Доноры 

n=19 

Пациенты с ДВККЛ 

через 5 лет и более 

после R±CHOP 

n=16 

Пациенты с ДВККЛ 

через 5 лет после и более 

после R±mNHL-BFM-90 

n=23 

Суммарная 

продукция 

МСК за 4 

пассажа, х106 

7,306 ± 1,3 8,426 ± 1,3 11,42 ± 1,4 

Концентрация 

КОЕф на 106 

клеток КМ 

19,86 ± 7,9 8,1 ± 2,4 22,65 ± 5,6 

время до Р0, 

сутки 

13,38 ± 0,5 13,8 ± 0,5 12,54 ± 0,5 
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поддержания нормального кроветворения после повреждения стромального 

микроокружения. 

МСК доноров имели достоверно более высокий показатель прямого 

светорассеяния в сравнении с больными на отдаленных сроках после проведенной 

терапии независимо от проведенного курса ПХТ (Рисунок 19). Показатель 

бокового светорассеяния у больных ДВККЛ на отдаленных сроках после терапии 

по программе R±mNHL-BFM-90 был достоверно ниже, чем в группе доноров. 

 

 

Рисунок 19 – Показатель прямого и бокового светорассеивания МСК доноров 

и больных ДВККЛ на разных этапах терапии 

Границы бокса — первый и третий квартили (5–й и 95–й процентили), линия 

в центре ранжированного ряда — медиана (50–й процентиль). Концы усов — 

минимальное и максимальное значения полученных данных. 

 

Несмотря на то, что включенные в исследование больные ДВККЛ в течение 

многих лет находились в полной ремиссии, не все характеристики их МСК 

нормализовались. Полученные данные указывают на изменения морфологических 

характеристик МСК, сохраняющихся в течение многих лет у пациентов с полной 

ремиссией заболевания. 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9A%D0%B2%D0%B0%D1%80%D1%82%D0%B8%D0%BB%D1%8C
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9F%D1%80%D0%BE%D1%86%D0%B5%D0%BD%D1%82%D0%B8%D0%BB%D1%8C
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При анализе среднего уровня флуоресценции антигенов были выявлены 

изменения, сохраняющиеся у пациентов в отдаленном периоде после завершения 

ПХТ. 

 

Таблица 11 – Средний уровень флуоресценции основных поверхностных 

антигенов МСК у пациентов с ДВККЛ через 5 и более лет после завершения ПХТ 

Δ – достоверное отличие от доноров 

* – достоверные отличия между группами больных через много лет после 

лечения 

 

Через годы после ПХТ по программе R±mNHL-BFM-90 экспрессия CD54 на 

поверхности МСК пациентов оставалась достоверно повышенной в сравнении с 

МСК доноров. Уровень экспрессии CD146 нормализовался, однако, после ПХТ по 

программе R±CHOP он был достоверно выше, чем на МСК больных после 

R±mNHL-BFM-90. Экспрессия CD73 сохранялась повышенной в течение многих 

лет после завершения ПХТ, и эти изменения более выражены после R±CHOP, чем 

после R±mNHL-BFM-90. Описанные поверхностные антигены – молекулы 

адгезии, и увеличение их экспрессии говорит о более активном взаимодействии 

МСК больных ДВККЛ после лечения с кроветворными клетками, несмотря на 

длительное отсутствие химиотерапевтических препаратов. Через много лет после 

лечения экспрессия CD105 оставалась достоверно выше, чем в контрольной 

группе. Несмотря на то, что экспрессия CD90 (THY1) через месяц после лечения 

Исследуемые 

группы 

CD54 

(ICAM1) 

CD146 

(MCAM) 

CD73 

(NT5E) 

CD90 

(THY1) 

CD105 

(ENG) 

Доноры 72 ± 16 291 ± 69 632 ± 57 6760 ± 761 610 ± 139 

Более 5 лет после 

R±CHOP 

242 ± 104 486 ± 72* 1998 ± 

250*Δ 

4527 ± 

335Δ 

1757 ± 

274Δ 

Более 5 лет после 

R±mNHL-BFM-90 

208 ± 51Δ 284 ± 74 920 ± 108Δ 6820 ± 967 1332 ± 

265Δ 
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не отличалась от доноров, через много лет после ПХТ по программе R±CHOP она 

была достоверно ниже в сравнении с донорами. Учитывая, что в дебюте 

заболевания достоверных отличий от поверхностных антигенов доноров выявлено 

не было, вероятнее всего эта активация – следствие цитостатической терапии. 

Экспрессия некоторых генов сохраняется изменённой даже через годы после 

завершения ПХТ (Таблица 12). 

 

Таблица 12 – Относительный уровень экспрессии генов в МСК пациентов с 

ДВККЛ через многие годы после завершения ПХТ 

Относительный 

уровень 

экспрессии 

Доноры Пациенты с ДВККЛ 

более 5 лет после 

R±CHOP 

Пациенты с ДВККЛ 

более 5 лет после 

R±mNHL-BFM-90 

ММР2 3,9 ± 0,4 2,1 ± 0,3* 2,7 ± 0,2 

SPP1 0,1 ± 0,01 0,1 ± 0,03 0,2 ± 0,08* 

BGLAP 2,04 ± 0,7 1,1 ± 0,2 1,2 ± 0,3 

IL6 11,3 ± 3,1 8,6 ± 1,7 7,2 ± 1,0 

TGFb 1,1 ± 0,07 0,9 ± 0,1 0,9 ± 0,06* 

PDGFRβ 0,8 ± 0,1 0,6 ± 0,05 0,9 ± 0,1 

PPARg 1,5 ± 0,1 1,4 ± 0,2 2,4 ± 0,3× 

SOX9 1,5 ± 0,2 0,9 ± 0,1* 1,2 ± 0,2 

FGF2 5,1 ± 0,6 4,8 ± 0,8 4,2 ± 0,3 

FGFR1 0,9 ± 0,07 0,6 ± 0,05* 0,6 ± 0,04* 

FGFR2 2,2 ± 0,2 2,9 ± 0,2 4,5 ± 0,5 

VEGF 0,2 ± 0,04 0,1 ± 0,01 0,1 ± 0,01 

ICAM1 1,2 ± 0,2 0,6 ± 0,1 0,4 ± 0,05 

SMURF 3,7 ± 0,2 3,1 ± 0,3 4,3 ± 0,4 

BMP4 1,2 ± 0,2 0,7 ± 0,3* 0,6 ± 0,2* 

BMP2 1,2 ± 0,3 0,4 ± 0,05 0,4 ± 0,04 

IL8 0,2 ± 0,06 0,2 ± 0,06 0,1 ± 0,04 

MCAM 5,3 ± 0,8 5,8 ± 0,8 5,6 ± 0,8 

SDF1 1,6 ± 0,1 1,6 ± 0,2 2,4 ± 0,3* 
 

* достоверные различия МСК по сравнению с донорами 

× достоверные различия между МСК больных ДВККЛ через много лет в зависимости от 

терапии 



75 

 

У пациентов с ДВККЛ в отдаленном периоде после ПХТ нормализовалась 

экспрессия генов FGF2 и FGFR2. Однако, снижение FGFR1, наблюдаемое в дебюте 

заболевания, сохранялось и через 5 лет после окончания терапии (Рисунок 20). 
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Рисунок 20 – Относительный уровень экспрессии FGFR1 в МСК доноров и 

больных ДВККЛ через 5 и более лет после ПХТ 

Границы бокса — первый и третий квартили (5–й и 95–й процентили), линия 

в центре ранжированного ряда — медиана (50–й процентиль). Концы усов — 

минимальное и максимальное значения полученных данных. 

 

Экспрессия TGFb в МСК пациентов с ДВККЛ через 5 лет после курсов 

R±mNHL-BFM-90 достоверно была снижена (Рисунок 21), это говорит о том, что 

СКК, взаимодействующие с МСК, могут находиться в активированном состоянии. 

 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9A%D0%B2%D0%B0%D1%80%D1%82%D0%B8%D0%BB%D1%8C
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9F%D1%80%D0%BE%D1%86%D0%B5%D0%BD%D1%82%D0%B8%D0%BB%D1%8C
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Рисунок 21 – Относительный уровень экспрессии TGFb в МСК доноров и 

больных ДВККЛ через 5 и более лет после ПХТ 

Границы бокса — первый и третий квартили (5–й и 95–й процентили), линия 

в центре ранжированного ряда — медиана (50–й процентиль). Концы усов — 

минимальное и максимальное значения полученных данных. 

 

Таким образом, даже через много лет после окончания терапии не 

наблюдается полного восстановления сигнальных путей регуляции пролиферации 

МСК. 

Экспрессия SPP1 достоверно была повышена через 6 месяцев после 

окончания ПХТ и осталась повышенной через годы после завершения терапии в 

обеих группах (Рисунок 22). 

 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9A%D0%B2%D0%B0%D1%80%D1%82%D0%B8%D0%BB%D1%8C
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9F%D1%80%D0%BE%D1%86%D0%B5%D0%BD%D1%82%D0%B8%D0%BB%D1%8C
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Рисунок 22 – Относительный уровень экспрессии SPP1 в МСК доноров и 

больных ДВККЛ через 5 и более лет после ПХТ 

Границы бокса — первый и третий квартили (5–й и 95–й процентили), линия 

в центре ранжированного ряда — медиана (50–й процентиль). Концы усов — 

минимальное и максимальное значения полученных данных. 

 

Изменения были достоверны после лечения по программе R±mNHL-BFM-90. 

Тенденция к снижению MMP2 наблюдалась у всех пациентов с ДВККЛ через 

1 и 6 месяцев после окончания терапии. Через много лет эти изменения не только 

не уменьшились, но и стали достоверными в МСК пациентов, которым проведена 

терапия R±CHOP (Рисунок 23). 

 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9A%D0%B2%D0%B0%D1%80%D1%82%D0%B8%D0%BB%D1%8C
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9F%D1%80%D0%BE%D1%86%D0%B5%D0%BD%D1%82%D0%B8%D0%BB%D1%8C
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Рисунок 22 – Относительный уровень экспрессии MMP2 в МСК доноров и 

больных ДВККЛ через 5 и более лет после ПХТ 

Границы бокса — первый и третий квартили (5–й и 95–й процентили), линия 

в центре ранжированного ряда — медиана (50–й процентиль). Концы усов — 

минимальное и максимальное значения полученных данных. 

 

Экспрессия гена BMP4 в МСК пациентов с ДВККЛ в обеих группах через 

много лет после окончания лечения была достоверно ниже в сравнении с группой 

доноров (Рисунок 24). 

 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9A%D0%B2%D0%B0%D1%80%D1%82%D0%B8%D0%BB%D1%8C
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9F%D1%80%D0%BE%D1%86%D0%B5%D0%BD%D1%82%D0%B8%D0%BB%D1%8C
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Рисунок 24 – Относительный уровень экспрессии BMP4 в МСК доноров и 

больных ДВККЛ через 5 и более лет после ПХТ 

Границы бокса — первый и третий квартили (5–й и 95–й процентили), линия 

в центре ранжированного ряда — медиана (50–й процентиль). Концы усов — 

минимальное и максимальное значения полученных данных. 

 

Таким образом, экспрессия большинства проанализированных генов, 

связанных с остеогенной дифференцировкой МСК и морфогенезом кости, была 

изменена спустя много лет после окончания терапии. 

Достоверных изменений экспрессии PPARg в МСК у пациентов с ДВККЛ 

через 5 и более лет по сравнению с донорами не было выявлено (Рисунок 25). 

 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9A%D0%B2%D0%B0%D1%80%D1%82%D0%B8%D0%BB%D1%8C
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9F%D1%80%D0%BE%D1%86%D0%B5%D0%BD%D1%82%D0%B8%D0%BB%D1%8C
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Рисунок 25 – Относительный уровень экспрессии PPARg в МСК доноров и 

больных ДВККЛ через 5 и более лет после ПХТ 

Границы бокса — первый и третий квартили (5–й и 95–й процентили), линия 

в центре ранжированного ряда — медиана (50–й процентиль). Концы усов — 

минимальное и максимальное значения полученных данных. 

 

Однако выявлена достоверная разница в экспрессии PPARg между двумя 

группами в зависимости от проведенной терапии. Это свительствует о том, что 

различные курсы химиотерапии по-разному влияют на строму КМ. 

Экспрессия SOX9 достоверно снижалась у пациентов с ДВККЛ через многие 

годы после R±CHOP (Рисунок 26). 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9A%D0%B2%D0%B0%D1%80%D1%82%D0%B8%D0%BB%D1%8C
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9F%D1%80%D0%BE%D1%86%D0%B5%D0%BD%D1%82%D0%B8%D0%BB%D1%8C
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Рисунок 26 – Относительный уровень экспрессии SOX9 в МСК доноров и 

больных ДВККЛ через 5 и более лет после ПХТ 

Границы бокса — первый и третий квартили (5–й и 95–й процентили), линия 

в центре ранжированного ряда — медиана (50–й процентиль). Концы усов — 

минимальное и максимальное значения полученных данных. 

 

Несмотря на то, что терапия R±mNHL-BFM-90 является более токсичной, в 

отдаленные периоды снижение экспрессии SOX9 было более выражено после 

терапии R±CHOP. 

Экспрессия SDF1 была повышена у всех пациентов с ДВККЛ на разных 

этапах терапии. В дебюте заболевания — это повышение было достоверно. Через 

много лет после окончания терапии повышение экспрессии SDF1 оставалось 

достоверным в МСК пациентов, которых лечили по программе R±mNHL-BFM-90 

(Рисунок 27). 

 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9A%D0%B2%D0%B0%D1%80%D1%82%D0%B8%D0%BB%D1%8C
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9F%D1%80%D0%BE%D1%86%D0%B5%D0%BD%D1%82%D0%B8%D0%BB%D1%8C
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Рисунок 27 – Относительный уровень экспрессии SDF1 в МСК доноров и 

больных ДВККЛ через 5 и более лет после ПХТ 

Границы бокса — первый и третий квартили (5–й и 95–й процентили), линия 

в центре ранжированного ряда — медиана (50–й процентиль). Концы усов — 

минимальное и максимальное значения полученных данных. 

 

Суммируя изменения в морфологических и функциональных 

характеристиках МСК больных, находящихся в полной ремиссии заболевания 

более 5 лет после проведения различных курсов химиотерапии, можно 

предполагать, что тяжесть курса ПХТ неоднозначно влияет на различные 

морфофункциональные параметры МСК. У изученных пациентов восстановление 

стромальных клеток-предшественниц происходило лучше после более тяжелого 

курса R±mNHL-BFM-90. Это наблюдение требует дальнейшего внимательного 

изучения, которое может выявить влияние отдельных препаратов, их концентрации 

и длительности применения на строму КМ. 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9A%D0%B2%D0%B0%D1%80%D1%82%D0%B8%D0%BB%D1%8C
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9F%D1%80%D0%BE%D1%86%D0%B5%D0%BD%D1%82%D0%B8%D0%BB%D1%8C
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В основном выявленные длительно сохраняющиеся изменения затрагивают 

экспрессию генов, участвующих в пролиферации и остеогенной дифференцировке 

МСК. Учитывая отсутствие опухолевых клеток в КМ было предположено, что эти 

изменения вызваны секретируемыми опухолью растворимыми факторами. 

4.2 Исследование влияния плазмы больных диффузной В-клеточной 

крупноклеточной лимфомой на мезенхимные стромальные клетки здоровых 

доноров 

Культивирование МСК доноров в присутствии плазмы доноров и больных 

ДВККЛ до и через месяц после окончания лечения выявило достоверные 

изменения в суммарной клеточной продукции МСК за 2 исследованных пассажа (3 

и 4 пассажи) (Рисунок 28). 
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Рисунок 28 – Суммарная клеточная продукция МСК доноров. Клетки 

культивировали в присутствии плазмы здоровых доноров и больных ДВККЛ до и 

после окончания лечения. 

Границы бокса — первый и третий квартили (5–й и 95–й процентили), линия 

в центре ранжированного ряда — медиана (50–й процентиль). Концы усов — 

минимальное и максимальное значения полученных данных. 

 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9A%D0%B2%D0%B0%D1%80%D1%82%D0%B8%D0%BB%D1%8C
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9F%D1%80%D0%BE%D1%86%D0%B5%D0%BD%D1%82%D0%B8%D0%BB%D1%8C


84 

 

Культивирование МСК доноров в присутствии плазмы больных до лечения 

снижало клеточную продукцию МСК, а плазма больных после окончания лечения 

повышала ее (Рисунок 28). Это полностью противоречит тому, что наблюдалось 

при анализе МСК больных. Повышение клеточной продукции в МСК больных 

может быть компенсаторной реакцией на ингибиторы, находящиеся в плазме. 

Опухоль развивается в организме более 10 дней (время культивирования МСК в 

присутствии плазмы больных и здоровых) и отсутствие этого эффекта in vitro 

может быть связано с недостаточной длительностью взаимодействия растворимых 

в плазме веществ с МСК. После проведения ПХТ в плазме вероятно содержатся не 

угнетающие пролиферацию МСК, а активирующие ее вещества. 

Анализ поверхностных маркеров МСК доноров после культивирования в 

присутствии плазмы здоровых доноров и больных ДВККЛ показал, что экспрессия 

HLA-DR и CD146 (MCAM) повышены при культивировании МСК доноров с 

плазмой больных (Рисунок 29). 

  

 

Рисунок 29 – Анализ поверхностных маркеров МСК здоровых доноров, 

культивированных в присутствии плазмы пациентов с ДВККЛ до и после ПХТ. За 

единицу принято значение доноров. 
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СУФ CD105(ENG) и CD274 (PD-L1) повышались на МСК при добавлении 

плазмы больных в дебюте и еще больше возрастали при добавлении плазмы 

больных после лечения. Это указывает на активацию МСК в ответ на вещества, 

растворенные в плазме пациентов. Экспрессия CD54+ была снижена в МСК, 

культивированных в присутствии плазмы пациентов, как до, так и после окончания 

лечения. Однако, пропорция МСК экспрессирующих CD54+ повышалась при 

культиворовании МСК совместно с плазмой пациентов до ПХТ, а затем 

нормализовалась и не отличалась от доноров при добавлении плазмы пациентов 

после ПХТ (p < 0,005). 

При анализе относительного уровня экспрессии генов выяснилось, что в МСК, 

обработанных плазмой больных, снижалась экспрессия IL-1b, IL-8, SDF1 и LIF 

(Рисунок 30). 

 

 

Рисунок 30 – Анализ экспрессии генов в МСК здоровых доноров, 

культивированных в присутствии плазмы больных ДВККЛ в дебюте заболевания 

и после окончания лечения. За единицу принято значение доноров. 
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Экспрессия SDF1 после лечения повышалась до уровня, соответствующего 

МСК, обработанных плазмой доноров. 

Относительный уровень экспрессии гена ICAM1 повышался в МСК, 

обработанных плазмой больных, в дебюте заболевания и оставался повышенным 

при культивировании в присутствии плазмы больных после лечения. ICAM1 – 

молекула адгезии, обеспечивающая взаимодействие МСК с лимфоцитами. Ее 

повышение указывает на активацию МСК, обработанных плазмой больных. 

Таким образом, культивирование МСК здоровых доноров в присутствии 

плазмы больных ДВККЛ приводит к изменению МСК. Совокупность полученных 

данных свидетельствует о влиянии опухолевого процесса на стромальное 

микроокружение КМ у больных ДВККЛ независимо от межклеточного контакта 

МСК с опухолевыми клетками. 

4.3 Изменения костной ткани при диффузной В-клеточной 

крупноклеточной лимфоме в дебюте заболевания и на отдалённых сроках 

после терапии 

Опухолевые клетки, которые контактируют с костной тканью, способны 

изменять экспрессию некоторых генов и белков, таких как: матриксные 

металлопротеиназы, TGFβ, IL6, JAG1, GLI2, RUNX2, HIF1α, PTHRP и CaSR [178]. 

У пациентов с ДВККЛ до начала ПХТ достоверно были увеличены маркеры 

резорбции кости: соотношение ДПИД/креатинин в моче и b-cross-laps в крови. 

Одновременно наблюдалось снижение концентрации витамина Д3 в крови в 

сравнении с контрольной группой (Таблица 13). У данных больных прямого 

контакта опухоли с костной тканью не было (так как отсутствие вовлечения КМ в 

опухолевый процесс было критерием включения больных в исследование). 

Несмотря на это оказалось, что у пациентов с ДВККЛ на метаболическом уровне 

имелись изменения костной ткани. ДПИД – молекула, которая образует 

поперечные связи между субъединицами коллагена, b-cross-laps – является 

белковым фрагментом деградации коллагена. Увеличение обоих веществ у 

больных до начала ПХТ свидетельствует об активном распаде кости. Витамин Д3 

участвует во всасывании кальция в кишечнике, а также нормальном остеогенезе и 
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минерализации кости. Его снижение в крови вероятно связано с компенсаторной 

активацией данных процессов. Прямой корреляции между биохимическими 

показателями и изменениями в экспрессии генов в МСК с обнаружено не было. 

Однако все эти изменения свидетельствуют о нарушении обмена костной ткани.  

При обследовании пациентов через много лет после окончания лечения при 

сохранении длительной ремиссии основного заболевания все биохимические 

показатели нормализовались (Таблица 13) (Рисунок 31). 

Таблица 13 – Биохимические показатели пациентов с ДВККЛ 

Группа Норма Контрольная 

группа 

Больные 

ДВККЛ до 

ПХТ 

Пациенты 

много лет 

после ПХТ 

ДПИД/Креатини

н соотношении в 

моче 

2,3 – 5,4 нМ/мМ 

CRE 

6,4 ± 0,52 12,7 ± 1,9* 5,4 ± 0,26 

ДПИД 2,3 – 7,4 нмоль/л 66,50 ± 8,79 193,9 ± 58,8* 72,9 ± 7,47 

Витамин Д3 10 – 55 нг/мл 21,3 ± 2,2 12,7 ± 2,1* 18,3 ± 1,5 

Паратгормон 1,6 – 6,9 пкмоль/л 2,9 ± 0,5 3,9 ± 1,0 4,2 ± 0,6 

Остеокальцин 14 – 46 нг/мл 19,7 ± 1,8 15,8 ± 2,2 17,3 ± 1,2 

b–cross–laps < 0,854 нг/мл 0,4 ± 0,04 0,7 ± 0,1* 0,4 ± 0,03 

Общий белок 66 – 83 г/л  73,3 ± 1,2 69,5 ± 3,4 74,5 ± 0,7 

Альбумин 35 – 52 г/л 43,4 ± 0,4 39,0 ± 2,1 43,0 ± 0,5 

Глобулин 25 – 35 г/л 30,1 ± 0,9 30,5 ± 2,2 30,8 ± 0,9 

Кальций 2,2 – 2,65 г/л 2,4 ± 0,03 2,5 ± 0,1 2,4 ± 0,02 

Фосфор 0,81 – 1,45 

ммоль/л 

1,0 ± 0,03 1,1 ± 0,0 1,0 ± 0,03 

Щелочная 

фосфатаза 

30 – 120 е/л 77,9 ± 6,5 148,5 ± 68,4 86,7 ± 8,3 

Ca++ 1,03 – 1,23 

ммоль/л 

1,2 ± 0,02 1,2 ± 0,0 1,1 ± 0,01 

Креатинин 64 – 104 

мкмоль/л 

69,7 ± 3,0 63,4 ± 3,1 84,5 ± 5,0 

Мочевина 2,8–7,2 ммоль/л 5,6 ± 0,3 4,9 ± 0,5 6,3 ± 0,5 

* достоверные различия между МСК контрольной группы и первичных 

больных 
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Рисунок 31 – Анализ показателей состояния костной ткани у больных 

ДВККЛ. А. ДПИД/креатинин в моче. Б. Витамин Д3 в крови. В. b-cross-laps в крови 

Границы бокса — первый и третий квартили (5–й и 95–й процентили), линия 

в центре ранжированного ряда — медиана (50–й процентиль). Концы усов — 

минимальное и максимальное значения полученных данных. 

 

Несмотря на видимые на молекулярном и клеточном уровнях изменения, при 

денситометрии различий в МПК у пациентов с ДВККЛ выявлено не было (Рисунок 

32). У пациентов через много лет после достижения ремиссии плотность кости 

оставалась нормальной. 

Таким образом, достоверного увеличения частоты остеопороза и остеопении 

не наблюдалось. 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9A%D0%B2%D0%B0%D1%80%D1%82%D0%B8%D0%BB%D1%8C
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9F%D1%80%D0%BE%D1%86%D0%B5%D0%BD%D1%82%D0%B8%D0%BB%D1%8C
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Рисунок 32 – Анализ МПК пациентов с ДВККЛ. А. Z-критерий шейка бедра. 

Б. Т-критерий шейка бедра. В. Z-критерий позвоночный отдел (L1-L4). Г. Т-

критерий позвоночный отдел (L1-L4). 

Границы бокса — первый и третий квартили (5–й и 95–й процентили), 

линия в центре ранжированного ряда — медиана (50–й процентиль). Концы усов 

— минимальное и максимальное значения полученных данных. 

 

Учитывая, что обновление костной ткани занимает длительное время, 

отсутствие клинических нарушений вероятно связано с тем, что деструкция на 

уровне скелета у больных перед началом ПХТ не успели проявиться, тогда как 

признаки повышения остеорезорбции видны в биохимических анализах крови и 

мочи. У больных, обследованных через много лет после окончания лечения, 

сохраняется ремиссия заболевания и без воздействия опухоли нормализовались 

биохимические показатели обмена костной ткани.  

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9A%D0%B2%D0%B0%D1%80%D1%82%D0%B8%D0%BB%D1%8C
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9F%D1%80%D0%BE%D1%86%D0%B5%D0%BD%D1%82%D0%B8%D0%BB%D1%8C
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Заключение 

Проведенные исследования продемонстрировали, что несмотря на 

отсутствие признаков поражения КМ опухолевыми клетками, у больных ДВККЛ 

изменены характеристики стромальных клеток-предшественниц. Суммарная 

клеточная продукция за 4 пассажа МСК из КМ пациентов c ДВККЛ в дебюте 

заболевания была повышена. Морфология МСК была изменена по сравнению с 

МСК здоровых доноров, так как эти клетки имели более низкий показатель прямого 

светорассеяния. Кроме того, изменялся профиль экспрессии генов: выявлено 

достоверное повышение уровня экспрессии FGF2, FGFR2, IL8, SDF1 и снижение 

FGFR1 по сравнению с МСК доноров. 

Таким образом, наличие опухоли в организме изменяет культуральные и 

морфологические характеристики клеток-предшественниц КМ, а также меняет 

уровень экспрессии генов в МСК из КМ пациентов c ДВККЛ. Эти изменения могут 

способствовать поддержанию опухоли и ее распространению в костный мозг. 

Через месяц после завершения ПХТ сохранялось снижение суммарной 

клеточной продукции МСК за 4 пассажа. Отмечалось достоверное повышение 

концентрации КОЕф через месяц после окончания терапии по сравнению с 

дебютом заболевания. После завершения ПХТ в МСК из КМ пациентов с ДВККЛ 

отмечено достоверное повышение значений не только прямого, но и бокового 

светорассеяния. Через месяц после цитостатической терапии достоверно 

возрастала экспрессия молекул адгезии: ICAM1, MCAM и CD105, что вероятнее 

всего связано с проведенной терапией. Также в МСК наблюдалось достоверное 

увеличение экспрессии генов провоспалительных маркеров (IL8, IL6), которая 

через полгода постепенно снижалась. Вероятно, это следствие опухолевого распада 

и возникавших инфекционных осложнений после ПХТ. Экспрессия FGF2 была 

повышена в МСК пациентов в дебюте заболевания и снижалась после завершения 

терапии, однако, оставалась достоверно выше, чем в МСК доноров. В тоже время 

FGFR1, PDGFRβ и TGFb оставались достоверно сниженными в МСК больных 
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ДВККЛ по сравнению с донорами через 1 и 6 месяцев после ПХТ. Экспрессия гена 

FGFR2, наоборот, снижалась относительно дебюта заболевания, но оставалась 

достоверно высокой по сравнению с экспрессией у доноров. 

Спустя более чем 5 лет после окончания лечения показатель прямого 

светорассеяния МСК не нормализовался, а бокового светорассеяния снижался и 

становился достоверно ниже, чем в клетках доноров. Сохранялось достоверное 

повышение поверхностных антигенов CD73 и CD105 на МСК из КМ пациентов. В 

МСК больных была снижена экспрессия генов FGFR1 и BMP4. 

Таким образом, культуральные и морфологические характеристики клеток-

предшественниц КМ больных ДВККЛ до и после лечения изменены, некоторые 

изменения частично регрессировали после ПХТ. 

Экспрессия CD54 на МСК пациентов после R±mNHL-BFM-90 сохранялась 

повышенной более 5 лет. На МСК пациентов после R±CHOP была снижена 

экспрессия CD90. В МСК пациентов через 5 и более лет после курсов R±CHOP 

было отмечено достоверное снижение экспрессии MMP2 и SOX9 по сравнению с 

клетками доноров. Одновременно с этим у пациентов с ДВККЛ после R±mNHL-

BFM-90 в МСК достоверно была увеличена экспрессия SPP1, SDF1 и снижена 

экспрессия TGFβ1 по сравнению с донорами. 

Таким образом, программы терапии R±CHOP и R±mNHL-BFM-90 по-

разному влияют на стромальные клетки-предшественницы КМ, и изменения, 

наблюдаемые при более интенсивной программе терапии, не по всем параметрам 

имеют более выраженный характер. 

Учитывая отсутствие непосредственного контакта опухоли и клеток-

предшественниц КМ было предположено, что изменения стромальных клеток-

предшественниц вызваны растворимыми факторами, которые секретирует 

опухоль. Показано, что добавление плазмы больных в дебюте заболевания в 

культуральную среду достоверно снижали суммарную клеточную продукцию 
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МСК здоровых доноров, тогда как добавление плазмы больных после окончания 

лечения повышали. Таким образом подтверждено, что в плазме больных находятся 

факторы, влияющие на стромальные клетки-предшественницы костного мозга. 

Учитывая наличие изменений на молекулярном и клеточном уровне, 

пациентам было проведено исследование костной ткани. 

У больных ДВККЛ в дебюте заболевания достоверно были повышены 

ДПИД/креатинин в моче и b-cross-laps в крови, что свидетельствует об активации 

процессов остеодеструкции. Одновременно с этим был снижен витамин Д3 в крови 

по сравнению с контрольной группой. При обследовании пациентов через много 

лет после окончания лечения при сохранении длительной ремиссии основного 

заболевания все биохимические показатели нормализовались. 

Изучение денситометрии в позвоночнике и шейке бедра не выявило различий 

между группами. То есть идущие на молекулярном и клеточном уровне процессы 

не успели отразится на общем состоянии костной ткани.  

Совокупность полученных данных свидетельствует о влиянии опухолевого 

процесса на стромальное микроокружение КМ у больных ДВККЛ независимо от 

межклеточного контакта МСК с опухолевыми клетками и эти некоторые из этих 

изменений сохраняются, как минимум, 5 лет. 
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Выводы 

1. У больных диффузной В-клеточной крупноклеточной лимфомой без 

поражения костного мозга по сравнению со здоровыми донорами достоверно 

(р<0,05) изменены свойства мультипотентных мезенхимных стромальных клеток 

костного мозга: суммарная клеточная продукция увеличена в 1,4 раза, повышен 

относительный уровень экспрессии генов IL8 в 11,3 раза, SDF1 в 1,6 раза FGF2 в 

1,7 раз, FGFR2 в 1,5 раза, и снижен FGFR1 в 1,5 раза. 

2. После достижения ремиссии заболевания в сравнении с пациентами до 

начала лечения появляются новые изменения в мультипотентных мезенхимных 

стромальных клетках, связанные с проведенной химиотерапией. Повышается 

средний уровень флуоресценции поверхностных антигенов мультипотентных 

мезенхимных стромальных клеток (р<0,05) (CD73 в 1,6 раз, CD105 в 4 раза, CD54 

в 4,2 раза и CD146 в 4,5 раз). Повышается экспрессия генов IL6 в 1,5 раза, IL8 в 2 

раза, тогда как экспрессия TGFb снижается в 1,4 раза, а PDGFRb в 1,6 раз (р<0,05). 

Полностью характеристики стромальных клеток-предшественниц не 

нормализуются даже спустя 5 лет после окончания химиотерапии. 

3. Программы терапии R±CHOP и R±mNHL-BFM-90 по-разному влияют 

на стромальные клетки-предшественницы костного мозга в отдаленном периоде 

после окончания лечения. У пациентов после R±mNHL-BFM-90 даже через 5 лет 

после химиотерапии сохранялся повышенным средний уровень флуоресценции 

CD54 на мультипотентных мезенхимных стромальных клетках в 2,9 раз, CD73 в 1,5 

раза, CD105 в 2 раза по сравнению со здоровыми донорами (р<0,05). Экспрессия 

SPP1 оставалась повышенной в 2 раза, SDF1 в 1,5 раза, FGFR2 в 2 раза, а 

экспрессия TGFb сниженной в 1,24 раза, FGFR1 в 1,5 раза, BMP4 в 2 раза по 

сравнению с донорами (р<0,05). У пациентов после R±CHOP средний уровень 

флуоресценции CD90 снижен в 1,5 раза, CD73 повышен в 3 раза, а CD105 в 2,5 раза 
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(р<0,05). Достоверно снижена экспрессия MMP2 в 2 раза, SOX9 в 1,6 раз, FGFR1 в 

1,5 раза, BMP4 в 1,7 раз по сравнению с клетками доноров (р<0,05).  

4. Наличие лимфоидной опухоли в организме влияет на остеогенез: у 

больных диффузной В-клеточной крупноклеточной лимфомой в дебюте 

заболевания отмечено повышение ДПИД в 2,91 раз, b-cross-laps в 1,75 раз и 

снижение витамина Д3 в 1,67 раз по сравнению с контрольной группой (р<0,05). 

Но достижение длительной ремиссии и компенсаторные механизмы обеспечивают 

состояние костной ткани, соответствующее возрасту. 

5. Изменения свойств мультипотентных мезенхимных стромальных 

клеток в строме костного мозга больных диффузной В-клеточной крупноклеточной 

лимфомой происходят под действием факторов, секретируемых опухолью. 
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Список сокращений и условных обозначений 

АутоТСКК – трансплантация аутологичных стволовых кроветворных клеток, 

ДВККЛ – Диффузная В-клеточная крупноклеточная лимфома, 

ДПИД – дезоксипиридинолин, 

ДЭПК – диэтилпирокарбонат, 

КОЕф – колониеобразующие единицы фибробластов, 

КМ – костный мозг, 

КТ – компьютерная томография, 

ЛДГ – лактатдегидрогеназа, 

МСК – мультипотентные мезенхимные стромальные клетки, 

МПИ – международный прогностический индекс, 

МПК – минеральная плотность кости, 

ОС – остеокальцин, 

ПХТ – полихимиотерапия, 

ПЭТ-КТ – позитронно-эмиссионная томография совмещенная с 

компьютерной томографией, 

СУФ – средний уровень флуоресценции, 

ACTB – actin-β, 

BGLAP – bone gamma-carboxyglutamate protein, 

BMP2 – bone morphogenetic protein 2, 

BMP4 – bone morphogenetic protein 4, 

CXCL12 (SDF1) – C-X-C motif chemokine ligand 12, 

FGF2 – fibroblast growth factor 2, 

FGFR1 – fibroblast growth factor receptor 1, 

FGFR2 – fibroblast growth factor receptor 2, 

FGFRb1 – fibroblast growth factor receptor beta 1, 

TGF–β – фактор роста опухоли бета, 

TNFa – фактор некроза опухоли альфа, 
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GAPDH – glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, 

ICAM1 – intercellular adhesion molecule 1, 

IL–6 – interleukin 6, 

IL–8 – interleukin 8, 

HLA – human leukocyte antigen, 

HLA–DR – antigen D related, 

MCAM – melanoma cell adhesion molecule, 

MMP2 – matrix metallopeptidase, 

PDGFRΒ – platelet derived growth factor receptor beta, 

PPARG – peroxisome proliferator activated receptor gamma, 

SDF1 – stroma derived factor 1 

SOX9 – sex determining region Y (SRY) – box 9, 

SPP1 – secreted phosphoprotein 1, 

SMURF1 – SMAD specific E3 ubiquitin protein ligase 1 

VEGF – vascular endothelial growth factor. 
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Приложение А 

Программа R-DA-EPOСH-21: 

 ритуксимаб 375 мг/м2— 0 день, 

 этопозид 50 мг/м2/сутки непрерывно 24 часа, 1—4 день, 

 доксорубицин 10 мг/м2/сутки непрерывно 24 часа, 1—4 день, 

 винкристин 0,4 мг/м2/сутки непрерывно 24 часа, 1—4 день, 

 преднизолон 60 мг/м2 2 раза в сутки внутрь 1—5 день, 

 циклофосфан 750 мг/м2 внутривенно в 5 день. 

Следующий цикл проводится на 22 день. Коррекция доз химиопрепаратов в 

программе R-DA-EPOСH-21 осуществляется в зависимости от индивидуальной 

токсичности (NCT00001337). 

Программа R-mNHL-BFM-90: 

Блок А: 

 Ритуксимаб 375 мг/м2 внутривенно 0 день, 

 Ифосфамид 800 мг/м2 внутривенно 1–5 день, 

 Метотрексат 1000мг/м2 внутривенно в течение 12 часов 1день, 

 Винкристин 2мг внутривенно струйно 1день, 

 Доксорубицин 25мг/м2 внутривенно 1–2 день, 

 Цитарабин 100мг/м2 внутривенно 2 раза в день 4–5 день, 

 Этопозид 100мг/м2 внутривенно 1 раз в день 4–5 день, 

 Дексаметазон 10мг/м2 внутривенно 1–5 день. 

Блок B: 

 Ритуксимаб 375 мг/м2 внутривенно 0 день, 

 Циклофосфамид 200 мг/м2 внутривенно 1–5 день, 

 Метотрексат 1000 мг/м2 внутривенно в течение 12 часов, 1 день 

 Винкристин 2 мг внутривенно 1 день, 
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 Доксорубицин 25 мг/м2 внутривенно, 4–5 день, 

 Дексаметазон 10 мг/м2 внутривенно 1–5 день. 

Следующий цикл проводился на 22 день от начала предыдущего курса. 

Курсы химиотерапии ротируются между собой. 

Кондиционирование в режиме СЕАМ: 

 Ритуксимаб 375 мг/м2 внутривенно 0 день, 

 Ломустин 200 мг/м2 внутрь 1день, 

 Этопозид 150 мг/м2 внутривенно 2 раза в день, 2–5 сутки, 

 Цитарабин 200 мг/м2 внутривенно 2 раза в день, 2–5 сутки, 

 Мелфалан 140 мг/м2 внутривенно, 6 день, 

 аутоТСКК не менее 2,0 млн. CD34+ клеток/кг 7 день. 

Программа R-CHOP-21: 

 Ритуксимаб 375 мг/м2 внутривенно в 0 день, 

 Циклофосфамид 750 мг/м2 внутривенно в 1 день, 

 Доксорубицин 50 мг/м2 внутривенно в 1 день, 

 Винкристин 2 мг внутривенно в 1 день, 

 Преднизолон – 100 мг внутривенно или перорально 1–5 день. 

Следующий цикл проводится на 22 день от начала предыдущего курса. 
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