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Актуальность работы.

         Среди всех вновь диагностированных морфоиммунологических вариантов неходжкинских лимфом взрослых  диффузная В-крупноклеточная   составляет 30-40% и является наиболее распространенной во всем мире. В соответствии с современными представлениями термин «диффузная В-крупноклеточная лимфома» (ДВКЛ) обьединяет целый спектр опухолей, различающихся по своим цитоморфологическим, гистологическим, иммунофенотипическим и молекулярно-биологическим характеристикам. Заболевание отличается чрезвычайным клиническим разнообразием. Первичный очаг опухолевого роста может локализоваться как в лимфатических узлах (нодальные поражения), так и в любых других органах и тканях, то есть эктранодально (40%).                 
Диффузная В-крупноклеточная лимфома обычно возникает de novo  (обозначается как первичная), но может развиваться также  в результате опухолевой трансформации, чаще всего фолликулярной лимфомы (обозначается как вторичная). В редких случаях ДВКЛ описывается у пациентов с хронической лимфоцитарной лейкемией/лимфоцитарной лимфомой  как синдром Рихтера. 
В силу чрезвычайной клинической и биологической гетерогенности  многие наблюдения не укладываются в обозначенные в классификации             ВОЗ 2008 года нозологические формы. Такие случаи характеризуются               как диффузная В-крупноклеточная лимфома неспецифицированная -                not otherwise specified (NOS).

В историческом плане, на протяжении последних  десятилетий, основой лечения диффузной В-крупноклеточной лимфомы, независимо от морфологического варианта, иммуногистохимического профиля и клинического подтипа опухоли остается схема СНОР и различные ее модификации. Главным достижением последнего десятилетия, существенно улучшившим непосредственные и отдаленные результаты лечения пациентов явилось добавление к cхеме СНОР моноклональных (анти-CD20) антител - ритуксимаба. Этот исторический период характеризуется как «эра ритуксимаба» в лечении CD20 позитивных  опухолей. 

Несмотря на разработку принципов иммунохимиотерапии на основе применения схемы R-СНОР и ее модификаций, до настоящего времени остаются серьезные нерешенные проблемы. К ним относятся: недостаточная  эффективность первого лечения, первичная резистентность опухоли, непрерывно рецидивирующее течение болезни, недостаточная разработанность критериев рационального выбора адекватной по обьему терапии и т.д. В  ситуации, когда на протяжении многих лет отсутствуют инновационные предложения эффективных лечебных воздействий, способных кардинально изменить течение болезни, большое значение придается дальнейшему изучению различных клинических и биологических параметров опухоли с целью разработки новых прогностических моделей для выбора адекватной и наиболее эффективной терапии.

  В этом плане  изучение различных биологических признаков опухолевой ткани может иметь важное прогностическое значение. Поиск новых прогностических параметров и, на этой основе, совершенствование принципов дифференцированной терапии при диффузной В-крупноклеточной лимфоме является чрезвычайно актуальной проблемой практической онкогематологии.               
                                            Цель исследования.
Целью настоящего исследования явилось изучение прогностического значения иммунологических (CD10, BCL-6, MuM1, HLA-DR) и биологических            (Cyclin-D2, BCL-2) маркеров при диффузной  В-крупноклеточной лимфоме. 
Задачи исследования.
1.  Изучить иммуногистохимический профиль опухолевой ткани при диффузной В-крупноклеточной лимфоме с использованием панели, включающей иммуногистохимическое определение маркеров герминальной дифференцировки  -  CD10,  BCL-6, MuM1.

2.  Оценить  прогностическое   значение   маркеров  герминальной дифференцировки с учетом морфологических характеристик  и клинических особенностей опухоли.  

3.  Дать клиническую характеристику и оценить результаты лечения диффузной В-крупноклеточной лимфомы в группах больных с различным прогнозом. 

4.  Изучить прогностическое значение экспрессии маркеров HLA-DR,        Cyclin-D2 и BCL-2 при диффузной В-крупноклеточной лимфоме герминального (GCB-тип)  и  не-герминального (non-GCB-тип) происхождений.

                                              Научная  новизна.
В работе впервые предпринята попытка комплексного изучения клинического значения результатов иммуногистохимического исследования белков, кодируемых ключевыми генами, всесторонне характеризующими опухоль при диффузной В-крупноклеточной лимфоме. Проведено  иммуногистохимическое изучение опухолевой ткани с обязательным анализом маркеров герминальной дифференцировки (CD10, BCL-6, MuM1), а также Cyclin-D2, ответственного за контроль пролиферации, BCL-2 - представителя семейства антиапоптотических белков и HLA-DR, участвующего в регуляции иммунологического надзора. Результаты иммуногистохимического анализа оценены в комплексе с данными о морфологическом варианте и характере  первичной локализации опухоли.
Практическая значимость.
1.  Исходные клинические данные и, прежде всего, сведения                              о топографо-анатомической локализации первичной опухоли, а также                          ее морфологическом варианте и иммуногистохимической подгруппе,           являются важными клинико-прогностическими параметрами диффузной                             В-крупноклеточной лимфомы. 
2.   Клинические наблюдения, при которых опухолевая ткань имеет  «пестрый» клеточный состав за счет присутствия в инфильтрате центробластов, иммунобластов, а также клеток с многодольчатыми ядрами в разных количественных  соотношениях, характеризуются как смешанно-клеточный морфологический вариант диффузной В-крупноклеточной лимфомы.
         3.  Иммуногистохимическое изучение экспрессии трех ключевых маркеров герминальной дифференцировки – CD10, BCL-6 и MuM1 позволяет с определенной долей достоверности определить молекулярный профиль опухоли. С помощью специального алгоритма, учитывающего экспрессию антигена CD10, а также транскрипционных факторов BCL-6 и MuM1,       возможна идентификация двух иммуногистохимических подгрупп диффузной                        В-крупноклеточной лимфомы: герминального  (GCВ-тип)  и  не-герминального (non-GCB-тип) происхождений. 
4. При диффузной В-крупноклеточной лимфоме важное          дополнительное прогностическое значение  имеет  изучение  экспрессии маркеров Cyclin-D2, BCL-2 и HLA-DR. 
Апробация диссертации. Основные положения диссертации  доложены и обсуждены 12 марта 2010 года на совместной научной конференции            кафедры онкологии ГОУ ВПО РГМУ Росздрава, отдела патологической анатомии опухолей человека, отделения химиотерапии гемобластозов, отделения химиотерапии  гемобластозов НИИ ДОиГ, лаборатории клинической иммунологии опухолей, лаборатории иммунологии гемопоэза НИИ КО              РОНЦ им. Н.Н. Блохина РАМН, кафедры онкологии и кафедры детской онкологии  ГОУ  ДПО  РМАПО  Росздрава.
Публикации. По теме диссертации опубликовано 7 научных работ.

Объем и структура диссертации. Диссертация изложена на 149 страницах, состоит из введения, пяти глав, в которых представлены данные литературы и результаты собственных исследований, заключения, выводов, библиографического указателя. Работа иллюстрирована 37 таблицами и 67 рисунками. Библиографический указатель включает 11 отечественных и 91 зарубежных источников.
                                        Содержание работы.
        Материал и методы исследования. Для решения поставленных задач исследовано 62 больных диффузной В-крупноклеточной лимфомой.                       Среди них  были 40 мужчин (65%) и  22 женщины (35%) в возрасте от 15 до 81 года (медиана - 54 года). Больных старше 60 лет было 25 (40%). Все больные находились на лечении в отделении химиотерапии гемобластозов НИИ клинической онкологии  РОНЦ им. Н.Н.Блохина РАМН  с 1996 по 2006 гг.    (зав. отд. - проф. Османов Д.Ш.). Медиана наблюдения составила 84 месяца.
В период первичной диагностики диффузной В-крупноклеточной лимфомы и в последующем у отдельных больных повторно производилась биопсия опухолевой ткани – преимущественно лимфатических узлов (63%),             а также глоточного лимфоидного кольца, щитовидной железы, желудка,           печени, яичек, костей и мягких тканей (37%). После фиксации в 10% нейтральном формалине материал заливали в парафин, гистологические срезы толщиной 4 мкм окрашивали гематоксилином и эозином, пикрофуксином                           по ван Гизону, метиловым зеленым и пиронином по Браше.
При наличии нескольких парафиновых блоков материала одной биопсии для детальной морфологической оценки выбирался наиболее репрезентативный гистологический препарат. 
         Иммуногистохимическое исследование проводилось по стандартной методике. На первом этапе осуществлялось депарафинирование серийных парафиновых срезов толщиной 3 мкм в ксилоле с последующей регидратацией в серии растворов этанола со снижающейся  концентрацией. Блокирование эндогенной пероксидазы осуществлялось в 0,3% растворе перекиси водорода в течение 20 мин.  Восстановление антигенных детерминант  проводилось в водяной бане (95ºС) в демаскировочных буферах с pH - 6,0 в течение 20 мин. (Target Retrievel solution, DAKO) и pH - 9,0 - 30 мин. (EDTA-буфер) в зависимости от используемых первичных антител. Инкубация с первичными антителами проводилась во влажной камере в течение 30 мин. при комнатной температуре. Для визуализации использовалась высокочувствительная  полимерная система детекции BioGenex. Выявление пероксидазной активности осуществлялось с помощью DAB+ (Dako). Ядра докрашивались гематоксилином. 
         На срезах с парафиновых блоков проводилось иммуногистохимическое исследование с использованием широкой панели моноклональных антител  с обязательным включением маркеров герминальной дифференцировки - CD10, BCL-6 и MuM1. Необходимо отметить, что в отличие от антигена CD10                          и транскрипционного фактора BCL-6, маркер MuM1 характеризует поздние этапы герминальной, а также постгерминальную дифференцировку В-клеток. Положительными считались случаи, когда экспрессия антигена CD10 обнаруживалась более чем  в  30% опухолевых клеток, BCL-6 - более чем               в 50%, а MuM1 - более  чем  в 70%. 
        Помимо маркеров герминальной дифференцировки при проведении иммуногистохимического исследования изучено прогностическое значение биологических маркеров Cyclin-D2 и BCL-2, а также молекулы  HLA-DR. Положительными считались случаи, когда экспрессия антигена Сyclin-D2 обнаруживалась более чем в 10% опухолевых клеток,  а  BCL-2 - более              чем в 50%.  Для антигена HLA-DR выделено 3 уровня экспрессии с оценкой                   от 0 до 2 баллов в зависимости от числа антиген-позитивных опухолевых клеток: 0 баллов характеризовалось как «отсутствие» экспрессии маркера                               (< 10% опухолевых клеток), 1 балл – как умеренная экспрессия (10-70%),                  2 балла – как высокая экспрессия (>70%). Характеристика антител представлена в таблице 1. 

           Таблица 1. Характеристика антител, использованных для иммуногистохимического  исследования  при  ДВКЛ.
	Антитела
	Характеристика
	Специфичность

	CD10


	Мембранная металлоэндопептида-за с молекулярной массой 100 кДа


	Костномозговые незрелые В-клетки, В-клетки зароды-шевых центров фоллику-лов, нейтрофилы, некото-рые эпителиальные клетки

	BCL-6


	Транскрипционный фактор -протоонкоген с молекулярной массой 95 кДа
	Клетки светлых зародыше-вых центров фолликулов

	MuM1/IFN4


	Миелома-1/интерферон-4 регуля-торный фактор - В-транскрип-ционный фактор, участвующий в созревании В-клетки по пути плаз-моцитарной дифференцировки
	В-клетки позднего фолли-кулярного, а также пост-фолликулярного происхож-дения с плазмоцитарной дифференцировкой, часть Т-клеток

	HLA-DR 
	Принадлежит к главному комп-лексу гистосовместимости II    класса,   участвует в презентации          антигена Т-клеткам, реализации иммунного ответа. 
	Дендритические клетки, макрофаги, миелоидные             и эритроидные клетки,               В-клетки

	Cyclin-D2
	Регуляторный  фактор стадии  G1 клеточного цикла с молекулярной массой 34 кДа
	Т-клетки, В-клетки, клетки миелоидного ряда 


	BCL-2


	Онкопротеин, ингибитор апоптоза
	Т-клетки, клетки зоны ман-тии  вторичных  фоллику-лов, отсутствует в светлых зародышевых центрах фол-ликулов


 Для лечения больных диффузной В-крупноклеточной лимфомой использовалась полихимиотерапия по схеме СHОР (без или с добавлением ритуксимаба) независимо от морфологического варианта опухоли, ее иммуногистохимической подгруппы, характера первичного поражения и группы риска по IPI (аа-IPI). Лечение проводилось как в режиме CHOP-14, так и CHOP-21. Полихимиотерапия CHOP (без добавления ритуксимаба) использована у 60% больных, иммунохимиотерапия R-CHOP - у 29%. В 11% случаев у пожилых больных при невозможности назначить антрациклиновые антибиотики, из-за сопутствующих кардиологических заболеваний, использовалась программа COP ± R (ритуксимаб). Данные о методах лечения  представлены на рис. 1.

Рисунок 1. Методы лекарственного лечения, использованные  
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при  ДВКЛ. 
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Непосредственные и отдаленные результаты терапии оценивались в соответствии с международными критериями ответа опухоли на лечение по Cheson B.D. с соавт. (2006).

Полная ремиссия – полное исчезновение всех клинических и лабораторных проявлений опухолевого заболевания на срок не менее 4-х недель. 
Частичная ремиссия – уменьшение всех измеряемых очагов опухолевого поражения не менее чем на 50% на срок не менее 4-х недель. 

Стабилизация - уменьшение опухолевых очагов менее чем на 50% при отсутствии новых поражений или увеличение опухолевых очагов не более чем на 25%.

Прогрессирование – увеличение размеров опухолей на 25% и более и/или появление новых очагов поражения. 
Отдаленные результаты лечения оценивались путем построения кривых выживаемости:

Безрецидивная выживаемость – оценивается  только для больных, достигших полной ремиссии (relapse free survival - RFS) – для построения кривой безрецидивной выживаемости сроки полной ремиссии отсчитывались от времени её констатации до развития рецидива или последней явки больного в период полной ремиссии;

Бессобытийная выживаемость (event free survival - EFS) – для построения кривой, отражающей бессобытийную выживаемость, сроки жизни больных рассчитывались от даты начала терапии до любого отрицательного события (прогрессирование заболевания, отсутствие ремиссии после завершения программы лечения, осложнения лечения, вызвавшие его прекращения, рецидив, смерть от любой причины) или до последней явки больного;

Общая выживаемость (overall survival - OS) - для построения кривой, отражающей общую выживаемость, сроки жизни рассчитывались от даты начала лечения до смерти от любой причины или до даты последней явки больного.

Статистическая обработка результатов проводилась с использованием программы SPSS на основе созданной базы данных. Оценка включала корреляционный анализ, сравнение средних, анализ по таблицам сопряженности признаков с применением критерия χ2, построение кривых выживаемости осуществлялось по методике Kaplan-Мeier (1958).
Результаты исследования и обсуждение.
По результатам  морфологического анализа опухолевой ткани у                  45% больных установлен центробластный вариант опухоли, а у                              13% – иммунобластный. При центробластном варианте диффузной                                    В-крупноклеточной лимфомы >90% опухолевой популяции составляли центробласты и клетки с многодольчатыми ядрами. При иммунобластном варианте в субстрате опухоли преобладали (>90%) иммунобласты.                           У 42% больных опухолевый инфильтрат был представлен центробластами, иммунобластами и многодольчатыми клетками  в разных количественных соотношениях. Эти наблюдения охарактеризованы нами как смешанно-клеточный морфологический вариант диффузной В-крупноклеточной лимфомы (табл. 2).
  Таблица 2. Распределение больных в соответствии с морфологическим вариантом  ДВКЛ.
	№
	Морфологический вариант 
	                  Число больных

	
	
	
абс.

	%%

	 1.
	Центробластный
	
28

	45

	 2.
	Иммунобластный
	8
	13

	 3.
	Смешанно-клеточный
	26
	42

	        Всего
	62
	100


           Таким образом, у преобладающего большинства больных (87%) диагностированы центробластный  и смешанно-клеточный морфологические варианты диффузной В-крупноклеточной лимфомы приблизительно в равных соотношениях.

          Анализ экспрессии маркеров герминальной дифференцировки проведен в соответствии с иммуногистохимическим алгоритмом, разработанным и предложенным Hans С.F. с соавт. в 2004 году.  В наших наблюдениях               CD10-позитивными оказались 12 больных и все они безоговорочно включены в группу с опухолью герминального происхождения (GCB-тип), то есть из клеток подобных В-клеткам фолликулярного центра.  При отсутствии экспрессии антигена CD10 (50 больных) изучался маркер BCL-6. Наблюдения, негативные по маркерам CD10 и BCL-6 (22 больных), охарактеризованы как диффузная                              В-крупноклеточная лимфома с иммунофенотипом В-клеток не-герминального происхождения (non-GCB-тип). У больных, негативных по антигену CD10, при положительной иммуногистохимической реакции на BCL-6 анализировались сведения об экспрессии маркера MuM1. Опухоль с фенотипом CD10─, BCL-6+, MuM1─ (8 больных) классифицирована как диффузная В-крупноклеточная лимфома  GСB-типа, а с фенотипом  CD10─, BCL-6+, MuM1+ (20 больных), как опухоль non-GСB-типа. Таким образом, в наших наблюдениях GCB-тип диффузной В-крупноклеточной лимфомы установлен у 20 больных (32%),  а  non-GCB-тип  - у 42 (68%), рис. 2.
Рисунок 2. Иммуногистохимический профиль ДВКЛ. 
	    n=12 +           GСB                  n=20 +           Non-GCB
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    n=50 ─                                  n=8  ─          GCB
                           n=22 ─          Non-GCB
1. GСB-тип, n = 20 (32%)

2. Non-GCB -тип, n = 42 (68%)

          Всего: n = 62 (100%)


           Выделение морфологических вариантов диффузной В-крупноклеточной лимфомы имеет важное прогностическое значение. В наших наблюдениях,    хотя частота полных ремиссий оказалась приблизительно одинаковой в                группах больных центробластным и смешанно-клеточным морфологическими вариантами ДВКЛ, выявлены статистически  достоверные (р<0,05) различия их продолжительности. Так, 3-летняя безрецидивная выживаемость при центробластной опухоли оказалась значительно выше (83%, медиана не достигнута), чем при смешанно-клеточном морфологическом варианте (59%, медиана - 52 месяца), рис. 3.  
Рисунок 3. Безрецидивная выживаемость при центробластном и смешанно-клеточном морфологических вариантах ДВКЛ. 
1 - центробластный, n=14
      (медиана не достигнута,

       3-летняя  RFS - 83%)
2 - смешанно-клеточный, n=17        
      (медиана - 52 мес.,

       3-летняя  RFS - 59%)

 В работе проведен анализ длительности ремиссий и жизни в группах больных с различным морфологическим вариантом и различным характером первичного поражения (нодальные или экстранодальные). 

 При смешанно-клеточном морфологическом варианте диффузной                   В-крупноклеточной лимфомы медианы бессобытийной и общей выживаемостей, а также 2-летние показатели продолжительности жизни                      оказались значительно выше у больных с первичной экстранодальной локализацией опухоли. Обнаруженные различия оказались статистически достоверными (р<0,05) при расчете бессобытийной выживаемости, рис. 4.                   

При центробластной ДВКЛ выявлены обратные соотношения: отдаленные результаты лечения в 2 и 4 раза выше у больных с первичными нодальными поражениями, однако при сравнительных расчетах  различия оказались статистически не достоверными (р>0,05). 
Рисунок 4.  Бессобытийная выживаемость при смешанно-клеточном морфологическом варианте ДВКЛ с первичными нодальными                             и экстранодальными поражениями.                    
1 - нодальные, n = 12 

      (медиана - 7 мес.,

       2-летняя  EFS - 25%)

2 - экстранодальные, n =14
       (медиана - 54 мес.,

       2-летняя  EFS - 59%)




          Внедрение молекулярных методов в онкогематологию, в частности технологии ДНК-биологических микрочипов, позволяет исследовать профиль экспрессии генов (GEP - Genе Еxpression Рrofiling) при различных вариантах неходжкинских лимфом. Однако, безусловно достоверный метод биологических микрочипов имеет свои ограничения: для молекулярного исследования используется свежий или замороженный в азоте (-70ºС, -80ºС) материал биопсии. Кроме того, исследование профиля экспрессии генов с помощью биологических микрочипов является слишком дорогостоящим методом. Сложность технологии и дороговизна исследования обусловили необходимость поиска так называемых суррогатных маркеров, коррелирующих с результатами GEP. Для идентификации 2-х молекулярных подгрупп ДВКЛ, на основании изучения иммуногистохимического профиля опухолевой ткани, были предложены 3 таргетных гена, характеризующих GCB и ABC-типы и соответствующие им белки: антиген CD10, а также В-клеточные транскрипционные факторы - BCL-6 и  MuM1. 
         Согласно результатам Hans с соавт. (2004) расхождение между молекулярными и иммуногистохимическими данными с использованием 3-х маркеров составляет около 20%. Несмотря на это в классификации  ВОЗ  опухолей  гематопоэтической и лимфоидной тканей 2008 года выделены молекулярные и соответствующие им иммуногистохимические подгруппы диффузной  В-крупноклеточной лимфомы – GCB и  non-GCB-типов. 
          По нашим данным выделение с помощью «суррогатных» маркеров 2-х иммуногистохимических подгрупп диффузной В-крупноклеточной лимфомы имеет клиническое значение, поскольку длительность полной  ремиссии, при ее достижении, и общая продолжительность жизни больных с опухолью  герминального  происхождения значительно выше в сравнении с ДВКЛ           non-GCB-типа. Трехлетняя безрецидивная выживаемость составила 82% при диффузной В-крупноклеточной лимфоме герминального происхождения и            58% при опухоли non-GCB-типа (р=0,09), рис. 5. Аналогичные тенденции обнаружены при анализе бессобытийной и общей выживаемостей. Статистическую недостоверность (р>0,05), по всей вероятности, можно обьяснить небольшим числом клинических наблюдений в сравниваемых группах. В целом, выявленные нами тенденции представляются отчетливыми и убедительными.
Рисунок 5. Безрецидивная выживаемость при ДВКЛ 
GCB и non-GCB-типов. 
1 - GCB-тип, n=13
      (медиана не достигнута,

       3-летняя  RFS - 82%)

2 - Non-GCB-тип, n=23
      (медиана не достигнута,

       3-летняя  RFS - 58%)


Таким образом, результаты собственных исследований позволяют подтвердить литературные данные о  существенном прогностическом значении выделения двух подгрупп диффузной В-крупноклеточной лимфомы: герминального и не-герминального происхождений. 

  Нужно сказать, что у большинства (70%) больных  диффузной                  В-крупноклеточной лимфомой герминального происхождения диагностирован центробластный вариант опухоли. При ДВКЛ non-GCB-типа приблизительно у 70% больных установлены смешанно-клеточный и иммунобластный  морфологические варианты (53% и 14% соответственно).  Вместе с тем,                  50% больных с прогностически благоприятным центробластным вариантом ДВКЛ имели иммунологический фенотип опухолевых клеток, подобный                 В-клеткам  не-герминального происхождения (non-GCB-типа). Таким образом, на основании морфологической картины не удается предсказать или установить иммуногистохимичеcкую подгруппу ДВКЛ. 
             В работе проведен анализ прогностического значения характера первичного поражения при ДВКЛ герминального и не-герминального происхождений. В обеих иммуногистохимических подгруппах преобладали больные с первичными нодальными поражениями (70% и 59% соответственно).  Герминальное происхождение опухоли имело достоверное положительное прогностическое значение. Так, у больных с первичными нодальными поражениями медиана бессобытийной выживаемости при опухоли GCB-типа составила  64  месяца, а non-GCB-типа - 5 месяцев;  показатели 2-летней выживаемости 64% и 29% соответственно (рис. 6). Различия статистически достоверны, р<0,05. Аналогичные тенденции обнаружены и  при анализе общей выживаемости  в сравниваемых группах больных.         

          В пределах опухоли   non-GCB-типа более высокие показатели медианы  и  2-летней бессобытийной и общей выживаемостей получены у больных с первичными экстранодальными поражениями (рис. 7 и 8). Выявленные  различия  статистически достоверны (р<0,05). 

Рисунок  6. Бессобытийная  выживаемость при ДВКЛ                                        GCB и non-GCB-типов с первичными нодальными поражениями.                                              

1 - GCB-тип, n=14
      (медиана - 64 мес.,

      2-летняя  EFS - 64%)
2 - Non-GCB-тип, n=25 
      (медиана - 5 мес.,

      2-летняя  EFS - 29%)

 



          Рисунок  7. Бессобытийная выживаемость при ДВКЛ non-GCB-типа            

         с первичными нодальными и  экстранодальными поражениями. 
1 - нодальные, n=25
     (медиана - 5 мес., 

      2-летняя  EFS - 29%)

2 - экстранодальные, n=17
      (медиана - 32 мес.,

       2-летняя  EFS - 54%)



Рисунок  8.  Общая выживаемость при ДВКЛ non-GCB-типа                                   с   первичными нодальными и экстранодальными поражениями. 
1 - нодальные, n=25
     (медиана - 20 мес.,

      2-летняя  OS - 44%)

2 - экстранодальные, n=17
      (медиана - 84 мес.,

       2-летняя  OS - 74%)
         
           
          Особый интерес представил анализ прогностического значения морфологического варианта и первичной локализации ДВКЛ с учетом иммуногистохимического профиля опухоли. 

           При сравнении 2-х групп больных центробластным вариантом            ДВКЛ с первичными нодальными поражениями,  различающихся по иммуногистохимическому профилю опухоли, выявлены статистически значимые (р<0,05) различия. Так, медиана бессобытийной выживаемости         при нодальной центробластной ДВКЛ герминального происхождения составила  64  месяца (2-летняя EFS - 78%), а не-герминального - 5 месяцев          (2-летняя  EFS - 31%), рис. 9. При расчете показателей общей выживаемости получены аналогичные результаты.
При сравнительном анализе продолжительности жизни 2-х                       групп больных смешанно-клеточным морфологическим вариантом ДВКЛ                      non-GCB-типа, различающихся по характеру первичной локализации опухоли   (нодальные - экстранодальные) выявлены определенные тенденции. В пределах опухоли non-GCB-типа медиана бессобытийной выживаемости при смешанно-клеточном морфологическом варианте ДВКЛ с первичными экстранодальными поражениями составила 54 месяца (2-летняя EFS - 55%), а с первичными нодальными - 7 месяцев (2-летняя EFS - 33%). При расчете показателей общей выживаемости получены аналогичные результаты. 
Рисунок  9. Бессобытийная  выживаемость при центробластном                  варианте ДВКЛ  GCB и non-GCB-типов с первичными 

нодальными поражениями.  

1 - GCB-тип, n=9
      (медиана - 64 мес.,

      2-летняя  EFS - 78%)
2 - Non-GCB-тип, n=11
      (медиана - 5 мес.,

      2-летняя  EFS - 31%)



Таким образом, при диффузной В-крупноклеточной лимфоме важное практическое  значение имеет установление морфологического варианта, определение иммуногистохимической подгруппы заболевания, а также тщательный анализ исходных клинических проявлений опухоли. При центробластном варианте диффузной В-крупноклеточной лимфомы с первичными нодальными поражениями  наиболее благоприятное течение болезни отмечается  у больных с опухолью  герминального происхождения.           В структуре смешанно-клеточного морфологического варианта диффузной                     В-крупноклеточной лимфомы прогностически наиболее благоприятными оказались наблюдения с опухолью non-GCB-типа с первичными экстранодальными поражениями.
         При диффузной В-крупноклеточной лимфоме, по результатам нашей работы и в соответствии с данными международных многоцентровых исследований, непосредственные и отдаленные результаты лечения по программе CHOP±R достоверно ухудшаются по мере увеличения группы риска          раннего прогрессирования по  IPI и аа-IPI.
Необходимо отметить, что у больных с прогностически            благоприятными клинико-морфоиммунологическими параметрами диффузной                                   В-крупноклеточной лимфомы (первичная нодальная локализация, центробластный вариант, GCВ-тип) преобладали пациенты с благоприятным прогнозом (IPI 0-2 - 78%). При диффузной В-крупноклеточной лимфоме               non-GCB-типа с первичными нодальными поражениями и центробластным вариантом опухоли 73% больных составили группу неблагоприятного прогноза  (IPI - 3-5).
         При анализе прогностического значения экспрессии антигенов            Cyclin-D2, BCL-2 и HLA-DR в целом по группе (62 больных ДВКЛ) выявить                  какие-либо закономерности не удалось. В работе изучено прогностическое значение экспрессии каждого из 3-х маркеров у больных с различным иммуногистохимическим профилем диффузной В-крупноклеточной лимфомы.  

          В наших наблюдениях при опухоли герминального происхождения          (GCB-тип) экспрессия Cyclin-D2 была положительной у 25% больных, а при опухоли non-GCB-типа  -  у 26% (рис. 10).
             Рисунок  10. Частота  экспрессии  маркера  Cyclin-D2  в  различных иммуногистохимических  подгруппах  ДВКЛ. [image: image1.emf]5 / 25%
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               а.  GCB-тип, n=20                                  б.  Non-GCB-тип, n=42
                                        - наличие экспрессии маркера

                                        - отсутствие экспрессии маркера   
При исключении пациентов с положительной экспрессией маркера Cyclin-D2 из общего анализа, получены отчетливые, статистические значимые результаты. При опухоли GCВ-типа (15 больных) медиана общей выживаемости составила 70 месяцев, а non-GCB-типа (31 больной) –                       30 месяцев. Показатели  3-летней общей выживаемости в сравниваемых группах составили 78% и 48% соответственно. Различия статистически достоверны (р<0,05), рис. 11. При оценке бессобытийной выживаемости выявлены аналогичные тенденции. 
Необходимо отметить, что при диффузной В-крупноклеточной лимфоме герминального происхождения группа больных с экспрессией маркера             Cyclin-D2 оказалась малочисленной - 5 пациентов с продолжительностью жизни 2, 8, 16 +, 19, 58 + месяцев (медиана – 8 месяцев). Обращает внимание, что продолжительность жизни каждого больного с положительной реакцией на Cyclin-D2 меньше сроков медианы в группе с отсутствием экспрессии маркера Cyclin-D2 (15 больных). 
Рисунок 11. Общая выживаемость при ДВКЛ

GCВ и non-GCB-типов с отсутствием экспрессии маркера Cyclin-D2.
1 - GCВ-тип, n=15
      (медиана - 70 мес.,

      3-лет. ОS - 78%)
2 - Non-GCB-тип, n=31 
      (медиана - 30 мес.,

      3-лет. ОS - 48%)



        Таким образом, методом исключения Cyclin-D2 позитивных наблюдений можно сделать вывод о том, что экспрессия антигена Cyclin-D2                         является прогностически неблагоприятным биологическим параметром, отрицательно влияющим на продолжительность жизни больных диффузной                                        В-крупноклеточной лимфомой GCB-типа. При опухоли non-GCB-типа различий в продолжительности жизни больных в группах с наличием и отсутствием экспрессии маркера Cyclin-D2  не обнаружено. 
         Антиапоптотический маркер BCL-2 при диффузной В-крупноклеточной лимфоме герминального происхождения обнаружен у 60% больных, а                   non-GCB-типа  - у 64% (рис. 12). Следует отметить, что при GCB-типе опухоли  экспрессия белка BCL-2, как правило, обусловлена t(14;18)(q32;p21) и эти случаи, чаще всего, представляют собой результат опухолевой трансформации фолликулярной лимфомы. При non-GCB-типе опухоли экспрессия белка BCL-2 обусловлена   амплификацией  гена  ВСL-2 (локус 18р21) или активацией сигнального пути NF-kB.

           В наших наблюдениях при анализе прогностического значения маркера BCL-2 статистически значимых закономерностей обнаружить не удалось, по всей вероятности, из-за малого числа наблюдений. Тем не менее, выявленные нами тенденции представляются значимыми. Так, наличие экспрессии маркера BCL-2 при диффузной В-крупноклеточной лимфоме оказывает негативное прогностическое влияние только при герминальном происхождении опухоли. 
        Рисунок 12. Частота экспрессии маркера BCL-2 в различных иммуногистохимических подгруппах ДВКЛ.
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               а.  GCB-тип, n=20                                       б. Non-GCB-тип, n=42

                                        - наличие экспрессии маркера   

                                        - отсутствие экспрессии маркера
           Антиген HLA-DR при диффузной В-крупноклеточной лимфоме герминального происхождения  не был обнаружен только  у 1 из 20 пациентов (5%). В 35% наблюдений его экспрессия была оценена как умеренная, а в 60%, как высокая (рис. 13) При non-GCB-типе опухоли экспрессии  HLA-DR  не было выявлено у 19% больных. У 52%  обнаружена умеренная экспрессия, у                29%  - высокая (рис. 14).
          Рисунок 13. Частота экспрессии маркера HLA-DR при ДВКЛ             GCB-типа.   
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           Рисунок 14.  Частота   экспрессии   маркера   HLA-DR   при   ДВКЛ

non-GCB-типа.   

        SHAPE  \* MERGEFORMAT 


       
При оценке прогностического значения уровня экспрессии маркера           HLA-DR при диффузной В-крупноклеточной лимфоме GCB-типа получены весьма убедительные данные. Значения медианы, а также показатели 2-летней бесобытийной и общей выживаемостей  в этой группе были значительно лучше при высокой экспрессии маркера. Так, при умеренной экспрессии HLA-DR           2-летние показатели общей выживаемости составили 43% (медиана - 9 мес.),            а в группе с высокой - 67% (медиана не достигнута), рис. 15. Выявленные различия статистически достоверны (р<0,05). При расчете бессобытийной выживаемости выявлены аналогичные тенденции. 
Рисунок 15.  Общая выживаемость при ДВКЛ GCВ-типа                                        

 с различной степенью экспрессии маркера HLA-DR. 
1 - HLA-DR, n=7

      экспрессия умеренная 

      (медиана - 9 мес.,

      2-лет. ОS - 43%)

2 - HLA-DR, n=12 
      экспрессия высокая           

      (медиана не достигнута,

      2-лет. ОS - 67%)


            При сравнении показателей бессобытийной и общей выживаемостей в группе больных с высокой экспрессией маркера HLA-DR значения медианы и 2-летняя продолжительность жизни оказались достоверно выше у больных              с опухолью герминального происхождения. Так, 2-летние показатели бессобытийной выживаемости при GCB-типе опухоли составили 67% (медиана не достигнута), а при non-GCB-типе - 28% (медиана - 4 месяца), рис. 16.            При расчете общей выживаемости  2-летние показатели  составили 71% (медиана не достигнута) и 56% (медиана - 30 мес.) соответственно, рис. 17. Различия статистически достоверны (р<0,05). Продолжительность жизни больных в группах с умеренной экспрессией маркера HLA-DR при диффузной                        В-крупноклеточной лимфоме герминального происхождения и non-GCB-типа была приблизительно одинаковой.
           Таким образом, у больных с высокой экспрессией маркера HLA-DR получены достоверно более высокие показатели продолжительности жизни при опухоли герминального происхождения. При наличии умеренной экспрессии маркера HLA-DR стираются различия в продолжительности жизни при опухоли герминального происхождения  и  non-GCB-типа. На основании этих данных можно сделать вывод о том, что степень экспрессии маркера HLA-DR играет важную прогностическую роль при диффузной В-крупноклеточной лимфоме герминального происхождения.
Рисунок 16. Бессобытийная  выживаемость при ДВКЛ GCВ и                          non-GCB-типов с высокой степенью экспрессии маркера HLA-DR. 
1 - GCB-тип, n=12
      (медиана не достигнута,

      2-лет. EFS - 67%)
2 - Non-GCB-тип, n=12 
      (медиана - 4 мес.,

      2-лет. EFS - 28%)



Рисунок 17. Общая выживаемость при ДВКЛ GCВ и                                          non-GCB-типов с высокой степенью экспрессии маркера HLA-DR. 

1 -  GCB-тип, n=12
      (медиана не достигнута,

      2-лет. ОS - 71%)
2 - Non-GCB-тип, n=12 
      (медиана - 30 мес.,

      2-лет. ОS - 56%

      

          
             Таким образом, в работе показано, что маркеры Cyclin-D2,                           BCL-2 и HLA-DR имеют прогностическую ценность только при                диффузной В-крупноклеточной лимфоме герминального происхождения     (GCB-тип). Благоприятными прогностическими признаками при диффузной                              В-крупноклеточной  лимфоме GCB-типа являются: отсутствие экспрессии маркеров Cyclin-D2 и BCL-2 при высоком уровне экспрессии  HLA-DR.
          В целом, можно заключить, что результаты иммуногистохимического изучения опухолевой ткани с анализом маркеров герминальной дифференцировки (CD10, BCL-6, MuM1), а также Cyclin-D2, ответственного за контроль пролиферации, BCL-2 - представителя семейства антиапоптотических белков и HLA-DR, участвующего в регуляции иммунологического  надзора в комплексе с данными о морфологическом варианте и характере первичной локализации опухоли имеют важное прогностическое значение. 
ВЫВОДЫ

1.  По результатам морфологического анализа опухолевой ткани наиболее часто диагностируются  центробластный (45%) и смешанно-клеточный (42%) морфологические варианты опухоли. Иммунобластный вариант встречался реже и составил 13%. Морфологический вариант диффузной В-крупноклеточной лимфомы имеет самостоятельное прогностическое значение: 3-летняя безрецидивная выживаемость при центробластном варианте опухоли составила  83%, а при  смешанно-клеточном - 59%  (р<0,05).

2.  Иммуногистохимический профиль опухоли изучался по экспрессии трех ключевых маркеров герминальной дифференцировки – антигена CD10, а также В-клеточных транскрипционных факторов BCL-6 и MuM1. Диффузная В-крупноклеточная лимфома герминального происхождения (GCB-тип) диагностирована у 32% больных, а не-герминального (non-GCB-тип) – у 68%. Иммуногистохимический профиль диффузной В-крупноклеточной лимфомы не может быть установлен морфологически.

3.  При диффузной В-крупноклеточной лимфоме прогностически благоприятными  клинико-морфоиммунологическими  параметрами          опухоли являются: центробластный морфологический  вариант, герминальное происхождение опухолевых клеток (GCB-тип) и  нодальная   локализация    первичных   поражений.

4.  При смешанно-клеточном морфологическом варианте диффузной  В-крупноклеточной лимфомы не-герминального происхождения                        (non-GCB-тип) наиболее благоприятное течение болезни отмечалось у пациентов с первичными экстранодальными поражениями.
5.  Прогностически  неблагоприятными биологическими маркерами диффузной В-крупноклеточной лимфомы GCB-типа являются антигены     Cyclin-D2 и BCL-2. При non-GCB-типе опухоли  анализ продолжительности жизни больных  в группах с наличием или отсутствием экспрессии маркеров Cyclin-D2 и BCL-2 различий не выявил.  

6.  При диффузной В-крупноклеточной лимфоме герминального происхождения (GCB-тип) важное прогностическое значение имеет изучение степени экспрессии маркера HLA-DR. При высокой экспрессии HLA-DR продолжительность жизни больных оказались значительно выше при опухоли герминального происхождения (GCB-тип). 

7.  Прогностически благоприятными признаками диффузной                                 В-крупноклеточной лимфомы GCB-типа являются: отсутствие экспрессии маркеров Cyclin-D2 и BCL-2 при  высокой   экспрессии   HLA-DR.

8. При диффузной В-крупноклеточной лимфоме непосредственные и отдаленные результаты лечения по программе CHOP±R достоверно ухудшались по мере увеличения группы риска раннего прогрессирования по  IPI и аа-IPI. 
9. Среди больных с прогностически благоприятными клинико-морфоиммунологическими параметрами диффузной В-крупноклеточной лимфомы (первичная нодальная локализация, центробластный вариант,        GCВ-тип) преобладали пациенты с IPI 0-2 (78%). При диффузной                            В-крупноклеточной лимфоме non-GCB-типа с первичными нодальными поражениями и центробластным вариантом опухоли 73% больных составили группу неблагоприятного прогноза  (IPI - 3-5). 
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Non-GCB-тип, n=42
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высокая экспрессия





  8 больных (19%)





 22 больных (52%)





12 больных (29%)
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