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Отчет 23 с., 3 табл., 6 рис., 26 источников, 6 приложений.
ЛИМФОМА, ОНКОЛОГИЯ, ЛИМФОМА ХОДЖКИНА, НЕХОДЖКИНСКАЯ ЛИМФОМА, ИММУНОЦИТОХИМИЯ, ИММУНОГИСТОХИМИЯ.
Объект исследования: пациенты с подозрением на лимфопролиферативное заболевание.
Цель работы: Разработка методологии дифференциальной диагностики лимфо-пролиферативных заболеваний иммуноцитохимическим методом с использованием биочип-тест-систем.
Методы исследования: в рамках исследования в 2018 г. использованы методы:  
- Аналитический метод (Шифр задания: 1, 1.1, 1.2, 2.1);
- Метод систематизации и корректировки полученных данных (Шифр задания: 1, 1.1, 1.2, 2.1);
- Метод прямой экспериментальной проверки (Шифр задания: 3, 3.1, 3.2, 3.3.).
Результат исследования: в рамках исследования, согласно поставленным задачам на 2018 г.:
· проведена адаптация протоколов использования антител для применения в флуоресцентном иммуноцитихимическом исследовании (поставлены реакции по протоколу для проточной цитометрии и определены возможности использования протокола для проточной цитометрии; поставлены реакции по протоколу для иммуноцитохимии, определены возможности использования протокола для иммуноцитохимии);
· проведена разработка методики забора и пробоподготовки биоматериала, полученного путем пункционной биопсии лимфоидной ткани для проведения иммуноцитохимического исследования с использованием биочип тест-систем с целью возможности применения в условиях организаций первичной медицинской помощи, стандартизация методов преаналитического этапа (Разработаны и утверждены «Стандартная операционная процедура: Тонкоигольная аспирационная биопсия лимфатического узла под ультразвуковым контролем». № СОП-001-01-18 от 01.09.2018 г.; «Стандартная операционная процедура: хранение и транспортировка биоматериала (пунктат лимфатических узлов)». № СОП-002-01-18 от 01.09.2018 г.)
· Начато проведение исследования чувствительности и специфичности метода при различных патологических состояниях лимфоидной ткани в сравнении с стандартом (цитологическое или гистологическое или иммуногистохимическое исследование в зависимости от патологии). Разработаны и утверждены: «Протокол получения концентрированной взвеси клеток и проведения флюоресцентной диагностики» № П-001-01-18 от 01.09.2018 г., «Протокол проведения реакции флюоресцентного иммуноцитохимического исследования и цитометрии» № П-002-01-18. Проводится сравнительное исследование различных видов биоматериала-клеток лимфоузла с различной патологией для выявления операционных характеристик разрабатываемого метода в отношении злокачественных новообразований лимфоидной ткани, лимфоаденопатии неопухолевого генеза и метастатического поражения
Научная новизна заключается в разработке методологии дифференциальной диагностики поражения лимфатических узлов при метастатическом поражении, лимфо-пролиферативных, инфекционных и воспалительных заболеваниях.
Степень внедрения – результаты выполнения задач 2018 г. будут использованы при разработке методологии дифференциальной диагностики, проведении корреляционного и сравнительного анализа между цитологическим иммунофлюоресцентным и иммуногистохимическим / гистологическим / стандартным цитологическим исследованиями у больных с подозрением на лимфо-пролиферативные заболевания. На основе полученных данных будет предложена методология дифференциальной диагностики с использованием биочип-тест систем.
Область применения – онкология, гематология, диагностика злокачественных новообразований, цитология.
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В настоящем отчете о НИР применяют следующие термины с соответствующими определениями
ВНК – временный научный коллектив
ИЦХ – иммуноцитохимическое исследование
ИГХ – иммуногистохимическое исследование
ФИЦХ – флюоресцентное иммуноцитохимическое исследование
ЛХ – лимфома Ходжкина
НХЛ – неходжкинская лимфома
ПМСП – первичная медико-санитарная помощь
ПЦ – проточная цитометрия 
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Актуальность исследования. Ежегодно в РК регистрируется более 500 новых случаев лимфопролиферативных заболеваний у взрослых. Заболеваемость лимфомами у детей до 15 лет занимает 3 место среди всех онкологических заболеваний [1]. Метастазы в лимфатические узлы без первичного очага составляют от 0,5 до 15%, от всех поражений лимфатических узлов [2, 3]. Неопухолевые поражения лимфатических узлов составляют 30% от всех первичных обращений. Дифференциальная диагностика поражения лимфатических узлов представляет актуальную проблему онкологии и гематологии 
Диагностика поражения лимфоидной системы (первичное поражение лимфатического узла, метастатические процессы, а также изменения реактивного или инфекционного характера) базируется на данных морфологического исследования и представляет собой один из самых сложных разделов морфологии и цитологии. Это обусловлено высокой реактивностью, морфологическим сходством здоровых и опухолевых клеток, а также разнообразием гистологических подтипов. В настоящее время, диагноз лимфо-пролиферативного заболевания (лимфома Ходжкина (ЛХ), неходжкинская лимфома (НХЛ)) устанавливается на основании иммуногистохимических (ИГХ) реакций удаленных лимфатических тканей [4 - 11]. Доступность этих исследований ограничивается инвазивностью, высокой стоимостью и наличием только 4 референс-лабораторий на весь Казахстан. Так же, важна длительность проведения анализа от 10 дней до 1 месяца. В результате удлиняется время до установления диагноза и начала лечения.
Научная значимость. Реализация проекта позволит научно обосновать и внедрить доступную альтернативу дорогостоящему ИГХ исследованию на уровень организаций ПМСП.
Существующие методики диагностики лимфом (иммуногистохимическое исследование, проточная цитофлуометрия) имеют ограниченную доступность, требуют высоких материальных и временных затрат, что существенно затрудняет постановку диагноза. Разработка методики проведения иммуноцитохимического исследования с применением тест-систем в формате клеточных биочипов позволит снизить инвазивность забора биоматериала, уменьшить время от забора материала до постановки морфологического диагноза с указанием подтипа опухоли и устранить зависимость от способа забора материала. Изучение и последующее применение биочип тест-системы с антителами: ЕрСam, СК7, СК20, CD3, CD20, CD30, CD15, CD45 [8], позволит уменьшить временные и экономические затраты на проведение исследований в рутинной клинической практике.
Полученные результаты позволят научно обосновать метод экспресс-диагностики лимфо-пролиферативных заболеваний на уровне первичных медицинских организаций и рекомендовать его к клиническому применению. Такая система, основанная на малоинвазивной диагностике в момент первичного обращения, позволит повысить частоту выявления заболеваний на ранних стадиях, за счет снижения времени на проведение диагностических мероприятий. При меньшей стоимости и высокой селективности анализа, будет получен положительный экономический эффект. Социальный эффект будет выражаться в снижении инвалидизации и смертности от лимфом.
Цель проекта: Разработка методологии дифференциальной диагностики лимфопролиферативных заболеваний иммуноцитохимическим методом с использованием биочип-тест-систем.
Данное исследование является проспективным, сравнительным, диагностическим исследованием. 
Задачи на 2018 год:
1. Адаптация протоколов использования антител для применения в флуоресцентном иммуноцитохимическом исследовании;
1.1 Постановка реакции по протоколу для проточной цитометрии;
1.2 Постановка реакции по протоколу для иммуноцитохимии;
2. Разработка методики забора и пробоподготовки биоматериала полученного путем пункционной биопсии лимфоидной ткани для проведения иммуноцитохимического исследования с использованием биочип тест-систем с целью возможности применения в условиях организаций первичной медицинской помощи;
2.1 Проведение работ по подготовке пункционного материала лимфоузлов для дальнейшего использования на биочипе;
3. Проведение исследований чувствительности и специфичности метода при различных патологически состояниях лимфоидной ткани в сравнении с стандартом (цитологическое или гистологическое или иммуногистохимическое исследование в зависимости от патологии) (начало);
3.1 Проведение сравнительных исследований различных видов биоматериала-клеток лимфоузла с различной патологией для выявления операционных характеристик разрабатываемого метода;
3.2 Проведение исследования материала от пациентов с диагнозом лимфопролиферативного заболевания;
3.3 Проведение исследования материала от пациентов с диагнозом лимфоаденопатии неопухолевого генеза.
Практическая значимость исследования выражается в совершенствовании диагностики лимфо-пролиферативных заболеваний, повышении доступности диагностики онкологических заболеваний. Результаты будут использованы для диагностики лимфом на уровне ПМСП, а так же, в центрах специализирующихся на лечении больных данного профиля.
Целевыми потребителями полученных результатов являются: поликлиники, центральные районные больницы, городские и республиканские центры, онкологические диспансеры.
Доклады и публикации по результатам исследования: в 2018 г. не предусмотрены.
Личный вклад: В реализации 1 года программы (2018 г.) принимали участие следующие члены ВНК (Приложение П):
1. Сейдалин Назар Каримович – врач-онколог, клинический специалист отдела науки, КМН, руководитель проекта;
2. Шаназаров Насрулла Абдуллаевич - заместитель директора по научной деятельности, ДМН, профессор, СНС; 	 
3. Тулеубаева Алмагуль Амангельдиевна – врач-цитолог, высшей категории, СНС;
4. Тохпанова Нуржамал Ануарбековна – врач-цитолог, высшей категории, СНС;
5. Бургард Татьяна Анатольевна – врач-патоморфолог, высшей категории, СНС;
6. Сатаева Меруэрт Сериковна – врач-гематолог, высшей категории, СНС;
7. Камалиева Жанара Маратовна - технический секретарь центра геронтологии, технический методист проекта; 
8. Тасеменова Дарига Кошкарбаевна – бухгалтерское сопровождение проекта; 
9. Максютова Асемгуль – экономическое сопровождение проекта;
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Проточная цитометрия в диагностике лимфопролиферативных заболеваний
По классификации ВОЗ, Ходжкинские и неходжкинские лимфомы представляют собой различные клинико-патологические процессы диагностируемые на основании комплексной оценки морфологических, иммунофенотипических и генетических признаков и клинических данных.  С практической точки зрения, разные типы лимфом, могут иметь сходную морфологическую структуру, но различаться по происхождению клеточных элементов и иметь различные иммунофенотипические и биологические особенности [1]. То есть, морфологическая оценка и размер клеток являются всего лишь двумя диагностическими критериями, используемыми для дифференциальной диагностики лимфом из малых и крупных клеток [2]. Тонкоигольная аспирационная биопсия с последующим цитологическим исследованием (ТАБ), используется для диагностики лимфом, но наличие только морфологических признаков, недостаточно для установления диагноза и классифицирования подтипа лимфомы, и необходимо проведение дополнительных исследований. Проточная цитометрия (ПЦ) является одним из основных методов дифференциальной диагностики и классификации лимфом, путем оценки B- и Т-клеточных антигенов и оценки легких цепей.  Для определения клонирования и антигенной экспрессии популяций лимфоидных клеток возможно использование различных методов и одним их наиболее эффективных является проточная цитометрия [3]. ПЦ позволяет оценивать клонирование и одновременную оценку нескольких поверхностных антигенов, обеспечивая объективные и полуколичественные данные даже при наличии небольшого количества биоматериала. ПЦ позволяет оценивать клональность, на основании коэффициентов х и λ легкой цепи, и идентифицировать подтипы лимфом. В настоящее время ПЦ, играет важную роль в определении антигенов прогноза [3], и маркеров таргетной терапии. 
Чувствительность и специфичность ТАБ лимфатических узлов, для диагностики и классифицирования лимфом в сочетании с проточной цитометрией варьируются от 75 [4] до 99% [5] и от 87 [6] до 100% [7 - 15] соответственно [16-18]. 
Проточная цитометрия, обладает высокой чувствительностью и специфичностью в проведении дифференциальной диагностики между реактивными и лимфопролиферативными процессами, но с значительной вариабельностью классифицирования лимфом. По данным разных авторов, точность может зависеть от ряда факторов, в том числе от изменений в методике проведения проточной цитометрии и алгоритмов интерпретации, забора биоматериала. 
[bookmark: ID0E2D]Проточная цитометрия позволяет проводить комплексный анализ популяций лимфоидных клеток путем одновременной количественной оценки физических и молекулярных параметров. Клетки, для проведения анализа, должны быть жизнеспособными и находиться в буферном растворе. Взвесь клеток после тонкоигольной аспирационной биопсии, помещают в питательную среду типа PBS или RPMI-1640, для сохранения клеток, в качестве альтернативы возможно использование буферный солевого раствора. Полученную взвесь необходимо проанализировать в течение 12 ч. С использованием одного или нескольких конъюгированных с флюорохромом антителами. Анализ проводят с использованием проточных цитометров, в которых клетки выравниваются в ламинарном потоке и проходят одна за другой через камеру анализа. Затем клетки оцениваются в ультрафиолетовом и / или видимом диапазоне, предоставляя данные о размере клеток и их структурных особенностях. Окрашенные клетки протекают через камеру, и при попадании в световой поток определенной длины волны, клетки возбуждаются и излучают флуоресцентные сигналы, за счет химических свойств сопряженных флюорохромов. Флуоресцентные сигналы измеряются с помощью фотоумножителя и преобразуются в электронные импульсы, которые пропорциональны излучаемой флуоресценции клеток. Результаты анализа выводятся на гистограмму прямого рассеяния и выстраиваются в соответствии с их физическими параметрами. ПЦ может быть выполнена с использованием большого количества антител, конъюгированных с различными флюорохромами, которые могут оцениваться как индивидуально, так и в комбинации для оценки экспрессии и коэкспрессии соответствующих антигенов. Наиболее часто используемые антитела: CD3, CD5, CD7, CD2, CD4, CD8, CD19, CD20, CD10, CD23, FMC7, CD103 и Bcl2, которые используются индивидуально или чаще в заранее определенных комбинациях. Панель антител обычно выбирается на основе предварительных клинических и цитологических особенностей биоматериала. Реакция считается интенсивной, когда минимум 20% [19] клеток флюоресцируют; при определенных клинических условиях, таких как рецидивы или при оценке минимального остаточного заболевания, этот процент может уменьшиться до 5% [20]. При оценке клональности легкой цепи, считается, что коэффициенты κ : λ ≥ 4 : 1 или 1 : 2 являются моноклональными. Когда цитологические признаки и результаты оценки легкой цепи указывают на лимфому, различная экспрессия и коэкспрессия указанных выше антител позволяет классифицировать различные подтипы лимфом. В дополнение к обычно используемым антителам, могут использоваться другие антитела, в зависимости от клинической ситуации (CD15, CD13 и CD33, характерные для миелоидных и моноцитарных клеток, могут быть аберрантно экспрессированы в некоторых В-клеточных лимфомах). Другие антитела: CD11c и CD103, экспрессируются при волосатоклеточном лейкозе; ZAP-70 экспрессируется Т-клетками, натуральными киллерами (NK) и В-клетками предшественниками; CD38 и CD49d являются прогностическими маркерами малой лимфоцитарной лимфомы / хронического лимфолейкоза (SLL / CLL). Несмотря на высокую эффективность ПЦ, в обнаружении и количественном определении поверхностных антигенов, обнаружение внутриклеточных антигенов (т.е. обнаружение ядерного антигена) представляет собой предел возможностей проведения ПЦ. Фактически, целостность клеточной мембраны, которая является условием для проведения ПЦ, представляет собой препятствие для антител к ядерным антигенам. 
Диагностика НХЛ
Цитологическая атипия, которая является основной для эпителиальных опухолей, не имеет такого значения при диагностике лимфом, потому что она может быть не выраженной или вообще отсутствовать. Проточная цитометрия в этих случаях позволяет установить диагноз. И наоборот, при лимфомах с выраженной цитологической атипией, проточная цитометрия не имеет такого диагностического значения. Поэтому необходима оценка цитологических характеристик и результатов проточной цитометрии. Степень злокачественности определяется на основании данных, конкретных фенотипических профилей. Оценка клональности зависит от отношения х и λ легких цепей, то есть отношение ≥ 4 : 1 или 1 : 2 обычно считается показателем экспрессии клонирования. Однако, сообщалось о редких случаях В-клеточной лимфомы с показателем κ : λ < 3 : 1 [21]. Рядом авторов, предложен более низкий уровень экспрессии, и поэтому коэффициенты κ : λ ˂ 3 : 1 или 1 : 1 считаются серой зоной и должны быть тщательно проанализированы в рамках конкретного клинико-патологического случая. Соотношение κ : λ > 4 : 1 или 1 : 2 может возникать при аутоиммунных процессах и Т-клеточных иммунодефицитах. Для исключения ложно положительных реакций, предложено фиксированное количество клональных клеток, в пределах 5% в случаях рецидива или до 20% при минимальном остаточном заболевании [3, 22]. Оценка клональности при проточной цитометрии менее эффективна при Т-клеточных лимфомах в сравнении с В-клеточными.  В дополнение к рестрикции легкой цепи аберрантная коэкспрессия CD5 и CD19 или CD20 обычно указывает на лимфому, в частности на хронический лимфолейкоз или лимфому из малых лимфоцитов и мантийно-клеточную лимфому, в то время как экспрессия CD5 / CD19 может быть при аутоиммунных процессах [3]. Поэтому высокая со-экспрессия CD5 / CD19 оценивается как маркер лимфомы в сочетании с другими фенотипическими признаками и клиническими проявлениями. Bcl-2 экспрессируется на поверхности зрелых и незрелых В-клеток и может указывать на фолликулярную лимфому или диффузную В-крупно клеточную лимфому только при экспрессии с CD10 [23]. Абберантные фенотипы выявляемые при ПЦ, менее информативны для диагностики Т-клеточных лимфом по сравнению с В-клеточными. Например, со-экспрессия CD10 и CD4 / CD8 может наблюдаться в не опухолевых Т-клетках на разных стадиях созревания, и соотношение CD4 / CD8 чрезвычайно вариабельно [3].
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Показанием для проведения ТАБ является забор биоматериала для проведения дифференциальной диагностики доброкачественных и злокачественных поражений лимфатических узлов. Дифференциальная диагностика низкодифференцированных лимфом проводится с реактивной гиперплазией, лимфомой Ходжкина с лимфоидным преобладанием. Реактивная гиперплазия является частым проявлением неспецифических воспалительных процессов и характеризуется увеличением коркового подкоркового и / или мозгового слоя лимфатического узла. Мазки, как правило, высоко-клеточны, содержат полиморфную популяцию малых лимфоцитов, плазмоцитоидных лимфоцитов, центроцитов, центробластов, иммунобластов, макрофагов, дендритных клеток и дендритно-лимфоцитарных комплексов, которые часто пересекаются капиллярами. В некоторых случаях количество мелких лимфоцитов преобладает и гетерогенность клеточного рисунка теряется, сто проявляется в относительно мономорфной картине. В этих случаях основная цель биопсии лимфатического узла – исключить лимфопролиферативный процесс. В таких случая проведение ПЦ и клонирования играет важную роль, когда одни цитологические признаки не позволяют дифференцировать реактивную гиперплазию и лимфомы, особенно лимфомы маргинальной зоны. ПЦ особенно эффективна в случаях, когда клональная популяция не обладает значительной ядерной атипией, маскируется реактивной и гетерогенной клеточной популяцией небольших лимфоцитов, фолликулярных клеток, иммунобластов и дендритно-лимфоцитарных агрегатов. Несмотря на специфичность и чувствительность проточной цитометрии, возможны ложно негативные результаты, из-за ошибок, в частности низкой клеточности материала или отсутствия экспрессии иммуноглобулинов легкой цепи [17, 22, 23], Авторы объясняют это различными причинами, такими как низкая экспрессия легкой цепи поверхностных мембран (33%), низкая доля клеток лимфомы (11%), отрицательность CD45 (9%) и повреждения клеток или ошибки выборки, в основном в случае диффузной В-крупноклеточной лимфомы [26]. Еще одной причиной отсутствия легкой цепи при лимфомах маргинальной зоны может быть низкая доля клеток из-за примеси реакционноспособных клеток зародышевого центра и не разделение плазмоцитоидных клеток с CD45. Даже без экспрессии легкой цепи следует помнит о возможности лимфомы, в случаях высоких экспрессий CD19 или CD20 в соответствующих клинико-цитологических условиях [26].
Дифференциальная диагностика высоко дифференцированных лимфом должна так же включать лимфому Ходжкина. Когда диагностические клетки отсутствуют или не обнаруживаются в мазках, ПЦ позволяет обнаружить реактивные Т-клетки и поликлональные В-клетки. Клетки, на основании которых можно поставить диагноз, разрушаются или могут не детектироваться среди реактивных поликлональных клеток. В этих случаях опухолевые клетки могут быть идентифицированы только с помощью иммуноцитохимических реакций.
При низко дифференцированных лимфомах, обычно наблюдается атипия ядра, указывающая на злокачественность; поэтому дифференциальный диагноз обычно проводится с другими злокачественными новообразованиями, а не с реактивной гиперплазией. Реактивная гиперплазия и другие высокодифференцированные лимфомы обычно исключаются, когда присутствует явная атипия. В этих случаях ПЦ может быть полезна для определения фенотипа B- или Т-клеток опухоли с наличием легкой цепи или без нее. В случаях не лимфомных злокачественных новообразований ПЦ не помогает, а дифференциальный диагноз проводится на основании иммуно-гистохимического или иммуно-цитохимического исследования. Дифференциальная диагностика с анапластическими (ALK +/-) лимфомами и лимфомой Ходжкина с лимфоидным истощением, чрезвычайно трудна, а окончательный диагноз устанавливается на основании иммуно-гистохимического анализа.
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Условия проведения программы
Программа проведена в соответствии с «Правилами проведения доклинических исследований, медико-биологических экспериментов и клинических испытаний в Республике Казахстан» с приказом № 442 от 25.07.2007 г., утвержденным Министром Здравоохранения РК. В рамках программы соблюдены требования Госстандарта РК «Надлежащая лабораторная практика. Основные положения» утвержденные Министром индустрии и торговли РК приказом № 557, №575 от 29.12.2006 г. 
В рамках проведения программы соблюдены этические принципы проведения биомедицинских исследований Республики Казахстан, национального и международных руководств по этике исследований, с участием человека в качестве испытуемого и/или животных. Соблюдены этические принципы Хельсинской Декларации по проведению медицинских исследований с участием человека в качестве субъекта. 
Получено одобрение локальной этической комиссии Больницы Медицинского Центра Управления Делами Президента РК от 27.09.2017 г.
Дизайн исследования
Исследование является проспективным, сравнительным, диагностическим исследованием.
Статистическая обработка результатов исследования
Статистическая обработка результатов исследования запланирована на 2020 г. с оценкой корреляции Пирсона с клиническими данными. 
Для проведения анализа будет использована программа SPSS v.16. Уровень достоверности <5% (р<0,05) с соответствующим ДИ 95%.  












[bookmark: _Toc528410536]РЕЗУЛЬТАТЫ СОБСТВЕННЫХ ИССЛЕДОВАНИЙ
Реализация программы
Для реализации задачи 1, проведена адаптация протоколов использования антител для применения в флуоресцентном иммуноцитихимическом исследовании.
В рамках задачи проведен анализ протоколов использования антител для применения в флуоресцентном иммуноцитохимическом исследовании. На основании анализа данных отобраны антитела для дифференциальной диагностики лимфопролиферативных заболеваний: Ерсам, СК7, СК20, СD3, СД20, СД30, СД15, СD45. Произведена адаптация протоколов с использованием антител: Ерсам, СК7, СК20, СD3, СД20, СД30, СД15, СD45 для применения в флуоресцентном иммуноцитохимическом исследовании для дифференциальной диагностики лимфопролиферативных заболеваний. В рамках поставленных задач проведено обучение 2 специалистов в лаборатории цитологии и иммуноцитохими «Российского онкологического научного центра им. Блохина» г. Москва, РФ
Поставлены реакции по протоколу для проточной цитометрии, определены возможности использования протокола для проточной цитометрии. Проведен анализ протоколов постановки реакций по протоколу для проточной цитометрии в онкологической практике с использованием антител. Проведена постановка реакций по протоколу для проточной цитометрии с использованием антител Ерсам, СК7, СК20, СD3, СД20, СД30, СД15, СD45.
Поставлены реакции по протоколу для иммуноцитохимии, определены возможности использования протокола для иммуноцитохимии.
Проведен анализ протоколов постановки реакций по протоколу для иммуноцитохимии в онкологической практике с использованием антител. Проведена постановка реакций по протоколу для иммуноцитохимического исследования с использованием антител Ерсам, СК7, СК20, СD3, СД20, СД30, СД15, СD45.
Заключен договор № 18/60 от 25.06.2018 г. на производство и поставку биочип-тест систем.
В рамках реализации 2 задачи проведена разработка методики забора и пробоподготовки биоматериала полученного путем пункционной биопсии лимфоидной ткани для проведения иммуноцитохимического исследования с использованием биочип тест-систем с целью возможности применения в условиях организаций первичной медицинской помощи, стандартизация методов преаналитического этапа.
Проведены работы, по подготовке пункционного материала лимфоузлов для дальнейшего использования на биочипе, стандартизация методов преаналитического этапа. Разработаны и утверждены «Стандартная операционная процедура: Тонкоигольная аспирационная биопсия лимфатического узла под ультразвуковым контролем». № СОП-001-01-18 от 01.09.2018 г. (Приложение Б).
 «Стандартная операционная процедура: хранение и транспортировка биоматериала (пунктат лимфатических узлов)». № СОП-002-01-18 от 01.09.2018 г. (Приложение В).
После производства биочип тест-систем, в рамках реализации 3 задачи, начато проведение исследования чувствительности и специфичности метода при различных патологически состояниях лимфоидной ткани в сравнении с стандартом (цитологическое или гистологическое или иммуногистохимическое исследование в зависимости от патологии). Разработаны и утверждены: «Протокол получения концентрированной взвеси клеток и проведения флюоресцентной диагностики» № П-001-01-18 от 01.09.2018 г. (Приложение Г), «Протокол проведения реакции флюоресцентного иммуноцитохимического исследования и цитометрии» № П-002-01-18 (Приложение Д). Проводится сравнительное исследование различных видов биоматериала-клеток лимфоузла с различной патологией для выявления операционных характеристик разрабатываемого метода.
	В рамках реализации 3 задачи, проведен набор 50 пациентов, с подозрением на лимфопролиферативные заболевания, с метастатическим поражением лимфатических узлов и с реактивной гиперплазией лимфатических узлов после процедуры получения  информированного согласия на участие в клиническом исследовании.
	1 этапом, у всех пациентов получено информированное согласие на участие в исследовании.
	2 этапом, произведен забор биоматериала из лимфатического узла согласно СОП «Стандартная операционная процедура: Тонкоигольная аспирационная биопсия лимфатического узла под ультразвуковым контролем». № СОП-001-01-18 от 01.09.2018 г. (Приложение Б). Транспортировка биоматериала осуществлена в соответствии с «Стандартная операционная процедура: хранение и транспортировка биоматериала (пунктат лимфатических узлов)». № СОП-002-01-18 от 01.09.2018 г. (Приложение В).
	3. После доставки биоматериала в цитологическую лабораторию «Больницы медицинского центра управления делами Президента РК», в соответствии с разработанными протоколами «Протокол получения концентрированной взвеси клеток и проведения флюоресцентной диагностики» № П-001-01-18 от 01.09.2018 г. (Приложение Г), «Протокол проведения реакции флюоресцентного иммуноцитохимического исследования и цитометрии» № П-002-01-18 (Приложение Д) осуществлена оценка флюоресцентных реакций.
	Получены предварительные данные по реакциям чувствительности и интенсивности окрашивания исследуемого биоматериала.
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Оценка флуоресцентных реакций
Результаты оценки результатов проведения флуоресцентных реакций представлены в Таблицах 1, 2.
Таблица 1 -  Оценка ядерных реакций 
	Интенсивность окрашивания – баллы 
	ИБ

	Отсутствие окрашивания
	0

	Окрашивание слабой интенсивности
	1

	Окрашивание умеренной интенсивности
	2

	Окрашивание сильной интенсивности
	3



Таблица 2 - Количество окрашенных ядер опухолевых клеток – баллы КБ
	Отсутствие окрашивания
	0

	От 0 до 1%
	1

	От 1% до 10%
	2

	От 10% до 33%
	3

	От 33%  до 66%
	4

	От 66% до 100%
	5


Определение общего балла  ОБ
ОБ= ИБ+ КБ

Интерпретация результатов:
0-2 балла - негативный результат
3 и более - позитивный результат
Оценивалось только количество окрашенных ядер опухолевых клеток.








[bookmark: page3]Интенсивность окрашивания (в баллах ИБ) представлена на рисунках 1-6.
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Реакции ярко красного цвета, нет фиолетового оттенка, реакции – четкие, размер прореагировавших ядер меньше ядер, в которых реакции нет.
Рисунок 1 - Окрашивание сильной интенсивности – 3 балла
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Реакции ярко красного цвета, нет фиолетового оттенка, реакции – четкие, размер прореагировавших ядер меньше ядер, в которых реакции нет.
Рисунок 2 - Окрашивание сильной интенсивности – 3 балла (увеличение 20х)
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Реакции неярко красного цвета, может быть слабый фиолетовый оттенок, реакции менее четкие, размер прореагировавших ядер несколько меньше ядер, в которых реакции нет.
Рисунок 3 - Окрашивание умеренной интенсивности – 2 балла
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Реакции неярко красного цвета, может быть слабый фиолетовый оттенок, реакции менее четкие, размер прореагировавших ядер несколько меньше ядер, в которых реакции нет.
Рисунок 4 - Окрашивание умеренной интенсивности – 2 балла (увеличение 20х)
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Реакции бледно красного цвета, может быть фиолетовый оттенок, реакции – не четкие, контуры слегка размыты, размер прореагировавших ядер, практически такой же, как и у ядер, в которых реакции нет.
[bookmark: page5][bookmark: page7]Рисунок 5 - Окрашивание слабой интенсивности – 1 балл.
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Реакции бледно красного цвета, может быть фиолетовый оттенок, реакции – не четкие, контуры слегка размыты, размер прореагировавших ядер, практически такой же, как и у ядер, в которых реакции нет.
Рисунок 6 - Окрашивание слабой интенсивности – 1 балл (увеличение 20х)


[bookmark: page9]Таблица 3 - Мембранные реакции
	Характер окрашивания
	Оценка в баллах (указывается в
заключениях)
	Оценка  мембранного статуса
	

	Отсутствие мембранного окрашивания или наличие слабого окрашивания менее  клеток 10% опухолевых клеток
	0
	негативный
	

	 - 
	1+
	негативный
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	Умеренное мембранное окрашивание более 10% опухолевых клеток или сильное мембранное окрашивание менее 10% опухолевых клеток
	2+
	неопределенный
	[image: ]








Продолжение Таблица 3 - Мембранные реакции
	Характер окрашивания
	Оценка в баллах (указывается в
заключениях)
	Оценка  мембранного статуса
	

	Сильное полное окрашивание мембран более 10% опухолевых клеток
	3+
	позитивный
	[image: ]




















[bookmark: _Toc528410537]ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Оценка полноты выполнения поставленных задач
В 2018 г. запланированные исследования в рамках данного проекта выполнены согласно календарного плана работ (Приложение А).
Следующим этапом исследования (2019 гг.) запланировано продолжение набора пациентов и сбора биологического материала для проведения оценки чувствительности и специфичности метода.




























[bookmark: _Toc528410538]СПИСОК ИСПОЛЬЗОВАННЫХ ИСТОЧНИКОВ 
1 Jaffe ES, Harris NL, Stein H, et al: World Health Organization Classification of Tumours: Pathology and Genetics of Tumours of Haematopoietic and Lymphoid Tissues. Lyon, IARC Press, 2008.
2 Saboorian MH, Ashfaq R: The use of fine needle aspiration biopsy in the evaluation of lymphadenopathy. Semin Diagn Pathol 2001;18:110-123.
3 Craig FE, Foon KA: Flow cytometric immunophenotyping for hematologic neoplasms. Blood 2008;111:3941-3967.
4 Dey P, Amir T, Al Jassar A, Al Shemmari S, Jogai S, Bhat MG, Al Quallaf A, Al Shammari Z: Combined applications of fine needle aspiration cytology and flow cytometric immunphenotyping for diagnosis and classification of non Hodgkin lymphoma. Cytojournal 2006;27;3-24.
5 Zardawi IM, Jain S, Bennett G: Flow-cytometric algorithm on fine-needle aspirates for the clinical workup of patients with lymphadenopathy. Diagn Cytopathol 1998;19:274-278.
6 Swart GJ, Wright C, Brundyn K, Mansvelt E, du Plessis M, ten Oever D, Jacobs P: Fine needle aspiration biopsy and flow cytometry in the diagnosis of lymphoma. Transfus Apher Sci 2007;37:71-79.
7 Dunphy CH, Ramos R: Combining fine-needle aspiration and flow cytometric immunophenotyping in evaluation of nodal and extranodal sites for possible lymphoma: a retrospective review. Diagn Cytopathol 1997;16:200-206.
8 Young NA, Al-Saleem TI, Ehya H, Smith MR: Utilization of fine-needle aspiration cytology and flow cytometry in the diagnosis and sub-classification of primary and recurrent lymphoma. Cancer 1998;84:252-261
9 Jeffers MD, Milton J, Herriot R, McKean M: Fine needle aspiration cytology in the investigation of non-Hodgkin's lymphoma. J Clin Pathol 1998;51:189-196.; Meda BA, Buss DH, Woodruff RD, et al: Diagnosis and sub-classification of primary and recurrent lymphoma: the usefulness and limitations of combined fine-needle aspiration cytomorphology and flow cytometry. Am J Clin Pathol 2000;113:688-699.
10  Liu K, Stern RC, Rogers RT, Dodd LG, Mann KP: Diagnosis of hematopoietic processes by fine-needle aspiration in conjunction with flow cytometry: a review of 127 cases. Diagn Cytopathol 2001;24:1-10.
11  Mourad WA, Tulbah A, Shoukri M, Al Dayel F, Akhtar M, Ali MA, Hainau B, Martin J: Primary diagnosis and REAL/WHO classification of non-Hodgkin's lymphoma by fine-needle aspiration: cytomorphologic and immunophenotypic approach. Diagn Cytopathol 2003;28:191-195.
12  Zeppa P, Marino G, Troncone G, Fulciniti F, De Renzo A, Picardi M, Benincasa G, Rotoli B, Vetrani A, Palombini L: Fine-needle cytology and flow cytometry immunophenotyping and subclassification of non-Hodgkin lymphoma: a critical review of 307 cases with technical suggestions. Cancer 2004;102:55-65.
13  Bangerter M, Brudler O, Heinrich B, Griesshamnuer M: Fine needle aspiration cytology and flow cytometry in the diagnosis and subclassification of non-Hodgkin's lymphoma based on the World Health Organization classification. Acta Cytol 2007;51:390-398.
14  Barrena S, Almeida J, Del Carmen García-Macias M, López A, Rasillo A, Sayagués JM, Rivas RA, Gutiérrez ML, Ciudad J, Flores T, Balanzategui A, Caballero MD, Orfao A: Flow cytometry immunophenotyping of fine-needle aspiration specimens: utility in the diagnosis and classification of non-Hodgkin lymphomas. Histopathology 2011;58:906-918.
15  Stacchini A, Carucci P, Pacchioni D, Accinelli G, Demurtas A, Aliberti S, Bosco M, Bruno M, Balbo Mussetto A, Rizzetto M, Bussolati G, De Angelis C: Diagnosis of deep-seated lymphomas by endoscopic ultrasound-guided fine needle aspiration combined with flow cytometry. Cytopathology 2012;23:50-56.
16 Dong HY, Harris NL, Preffer FI, Pitman MB: Fine-needle aspiration biopsy in the diagnosis and classification of primary and recurrent lymphoma: a retrospective analysis of the utility of cytomorphology and flow cytometry. Mod Pathol 2001;14:472-481.
17  Zeppa P, Vigliar E, Cozzolino I, Troncone G, Picardi M, De Renzo A, Grimaldi F, Pane F, Vetrani A, Palombini L: Fine needle aspiration cytology and flow cytometry immunophenotyping of non-Hodgkin lymphoma: can we do better? Cytopathology 2010;21:300-310.
18  Demurtas A, Accinelli G, Pacchioni D, Godio L, Novero D, Bussolati G, Palestro G, Papotti M, Stacchini A: Utility of flow cytometry immunophenotyping in fine-needle aspirate cytologic diagnosis of non-Hodgkin lymphoma: a series of 252 cases and review of the literature. Appl Immunohistochem Mol Morphol 2010;18:311-322.
19 Zeppa P, Marino G, Troncone G, Fulciniti F, De Renzo A, Picardi M, Benincasa G, Rotoli B, Vetrani A, Palombini L: Fine-needle cytology and flow cytometry immunophenotyping and subclassification of non-Hodgkin lymphoma: a critical review of 307 cases with technical suggestions. Cancer 2004;102:55-65.
20 Craig FE, Foon KA: Flow cytometric immunophenotyping for hematologic neoplasms. Blood 2008;111:3941-3967.
21 Zardawi IM, Jain S, Bennett G: Flow-cytometric algorithm on fine-needle aspirates for the clinical workup of patients with lymphadenopathy. Diagn Cytopathol 1998;19:274-278.
22 Zeppa P, Marino G, Troncone G, Fulciniti F, De Renzo A, Picardi M, Benincasa G, Rotoli B, Vetrani A, Palombini L: Fine-needle cytology and flow cytometry immunophenotyping and subclassification of non-Hodgkin lymphoma: a critical review of 307 cases with technical suggestions. Cancer 2004;102:55-65.
23 Laane E, Tani E, Björklund E, Elmberger G, Everaus H, Skoog L, Porwit-MacDonald A: Flow cytometric immunophenotyping including Bcl-2 detection on fine needle aspirates in the diagnosis of reactive lymphadenopathy and non-Hodgkin's lymphoma. Cytometry B Clin Cytom 2005;64:34-42.
24 Dey P: Role of ancillary techniques in diagnosing and subclassifying non-Hodgkin's lymphomas on fine needle aspiration cytology. Cytopathology 2006;17:275-287.
25 Ohmoto A, Maeshima AM, Taniguchi H, Tanioka K, Makita S, Kitahara H, Fukuhara S, Munakata W, Suzuki T, Maruyama D, Kobayashi Y, Tobinai K: Histopathological analysis of B-cell non-Hodgkin lymphomas without light chain restriction by using flow cytometry. Leuk Lymphoma 2015;56:3301-3305.
26 Liu J, Song B, Fan T, Huang C, Xie C, Li J, Zhong W, Li S, Yu J: Pathological and clinical characteristics of 1,248 non-Hodgkin's lymphomas from a regional cancer hospital in Shandong, China. Asian Pac J Cancer Prev 2011;12:3055-3061.






















ПРИЛОЖЕНИЕ А
[image: ]
[image: ]

[image: ]

[image: ]


ПРИЛОЖЕНИЕ Б
[image: ]

[image: ]
[image: ]


ПРИЛОЖЕНИЕ В
[image: ]

[image: ]


ПРИЛОЖЕНИЕ Г
[image: ]
[image: ]


ПРИЛОЖЕНИЕ Д

[image: ]


[image: ]

[image: ]

ПРИЛОЖЕНИЕ Е
[image: ]

[image: ]


[image: ]
[image: ]
23

image3.jpeg




image4.png




image5.png




image6.png




image7.emf

image8.emf

image9.emf

image10.emf

image11.emf

image12.emf

image13.emf

image14.emf

image15.emf

image16.emf

image17.png
B kawcayio suefiky meprodt nunerkoii mo 20 MK/ BHOCST MaTepual B3BECH KJIETOK,
NPEABAPUTEIILHO [ICPEMELIAHHOMN Ha Lieiikepe.

[Munerkoii pecycnensupyior. ormbiBas u pactsopss Medennnie AT B kawnoil sueiike
Pa3HBIMM HAKOHCUHUKAMI JULS 1034T0PA BO H30€KAHHE NOMAAAHMS AHTHTE H3 PA3HDIX SUYCEK

Tecr-cucremy nomewaior B repmoctar Ha 25 MuHyT npn temnepatype + 37 °C
(BapuanTel: rudpuaiizep, nabopaTopublil Wweiikep-repMoctar).

Hepes 25 Munyr, cobmoas peKiM TEMHOTDL, AaTh BBICOXHYTH MPENapaty, HCIoMb3ys
CcBOOO/HBII Kpail YAQINTL PELIETKY ¢ IOBEPXHOCTH PE3KHM JIBHIKEHHEM BBEPX.
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Jleitnnany ¢ nocnenyloneit onenkoil KIeTo4HoM mIoTHOCTH B Aueiike u Mopdonoruu. [Iposectn
COMOCTABICHNE PE3YJILTATOB MOP(GOMETPHH U (QIIYOPECIIEHIHH,





image18.png
- —— s i

KT'IT na I'XB Bosbhua IT-002-01-18
MEJMIHHCKOTO EHTPa
YIPaBICHUS JIe/IaMu

[lpe3uaenra PK

! 3 nuera
KASAKCTA
pro

MEAML

| PC}J.&II\’U,' i

. _ _ Jlomwoer, [ ]
Yreepaumin _Duasueii spau Axeros AA, | : o
Paspadoran ~ Ceitpanun H.K i

Bsenen ~ 01.09.2018

Ormenen | . ) .

Paccbuika | Perucrparop

Unenwr BHK, Bpaun LHanasapos H.A..
XHPYPrH, OHKOJAOTH TyneyGaea A.A..

|
loxnanosa H.A,

Wsmenennst

Mecto XPaHCHst

Kosnmuecrno 1
OKIEMILIAPOB - 7 ) |

Cornacopanme | L

Tpebyemoe 0Gopy/oBanme u pearentul:

- IMUCTKH  (JLO3ATOPbLI)  HOJyaBTOMATHYECKHE  OJHOKAHAIBLHBIC C  [EPEMEHHBLIM M
QuKCHpoBaHHbIM 00BEMOM CO CMCHHBIMH HAKOHEUHHKAMM, 00LeMbl kuakoctd Ha 10 10 100
MKJL;

- «buounmy TIC-1 Tpancrioprras nurarensHas cpeja:

- 10% pacrtBop peonoianrinokuia;

Vortex (multi-reax 10 06. /cex);

uentpudyra (1500 - 2000 06./mun):

- TepMOlLIeHKep:

- THOMHHECHEHTHDIT MUKpocKkon ¢ Habopom cBeTopiibTpoB, Binodaouwmii Cd tuna FITC Alexa
488:;

- OHOMHIILI ¢ HLIL’JOPO;\I AHTHTEIL.

'

DTAlLL HPOGOHOATOTOBKIL MATEPIAIA ¢ HCHOAL30BAIIEM MEUTIHICKOTO 1W3/1e/Hs "TeeT-
cnerema buosuur"

L. Tonyuennpiil  nynkunonnbiv - MerojoM  GHOMATEpPHAL  [IOMELIAEM B TPAHCIIOPTHYIO
IHTATEBHYIO CPE/LY Ml OHOJIOIHUECKYIO ZKHIKOCTL TOMELIACM B POOHPKY, LEHTPU(Yrupyem B
tederne 5 omudyr na 2000 00./MuH.. TUWATENBHO YJAisieM CYNCPHATAHT (HAL0CAL0UHYIO
HHJAKOCTD ), CTAPASCH HE 3AXBATHTL OCALOK;

2. K ocauky noGasisem 5z 10% pactsop peoniofnriiokHHa TIMATEILHO HepeMeiBaeM 1
IPOBOAUM UeHTPpHPYrHpoBatie B Tevenie 5 munyT na 2000 00./Mui - nieppast OTMLIBKA;

3. Hocne  ynaneuus  cynepuaranta  cOPMUPOBABILHIICE  OCAJOK  PA3BOANTCS PACTBOPOM
peonoiHIoOKHHa B 00beme, HeOOXOMMMOM IS 3AM0JICHHS BCEX COMAEPHAILUX, [IepeMellaTh Ha
(IIyopectienTHO MeUeHHbIC AHTHTENA SUCEK B 3aBUCHMOCTH OT BUJA TECT-CHCTEMb] (IaMsITKa 10




image19.emf

image20.emf

image21.emf

image22.emf

image23.emf

image24.emf

image1.png




image2.jpeg




