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РЕФЕРАТ
Отчет 16 с., 3 табл., 11 источников, 6 приложений.
ЛИМФОМА, ОНКОЛОГИЯ, ЛИМФОМА ХОДЖКИНА, НЕХОДЖКИНСКАЯ ЛИМФОМА, ИММУНОЦИТОХИМИЯ
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:  
- Метод прямой экспериментальной проверки (Шифр задания: 3, 3.1, 3.2, 3.3.).
Результат исследования: в рамках исследования, согласно поставленным задачам на 2019 г. (Приложение А):
· Продолжено 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). 
· Продолжено 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 2019 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.


СОДЕРЖАНИЕ
ВВЕДЕНИЕ	6
1 ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ	9
1.1 Актуальность исследования	9
1.2 Диагностика на совремменом этапе	10
2 МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ	12
2.1 Условия проведения программы	12
2.2 Дизайн исследования	12
2.3 Статистическая обработка результатов исследования	12
3 РЕЗУЛЬТАТЫ СОБСТВЕННЫХ ИССЛЕДОВАНИЙ	13
ЗАКЛЮЧЕНИЕ	15
СПИСОК ИСПОЛЬЗОВАННЫХ ИСТОЧНИКОВ	16
ПРИЛОЖЕНИЯ	17


























ОПРЕДЕЛЕНИЯ
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. Со времени публикации классификаций лимфомы Всемирной организацией здравоохранения в 2008 году в рутинной клинической практике для установления диагноза, применяются иммуногистохимические тесты и другие вспомогательные методы, такие как проточная цитометрия, цитогенетические и молекулярно- биологические методы. Благодаря использованию этих методологий был достигнут значительный прогресс в патологической диагностике и классификации лимфом. Тем не менее, диагностика лимфом все еще остается очень сложной. Более десяти процентов случаев ежегодных консультаций пато-гистологов и цитологов, являются биоматериалы пациентов с подозрением на лимфомпролиферативные заболевания, что отражает сложность этой области. 
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 [1 - 7]. 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 [4], 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 2019 год:
1. 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);
1.1 Проведение сравнительных исследований различных видов биоматериала-клеток лимфоузла с различной патологией для выявления операционных характеристик разрабатываемого метода;
1.2 Проведение исследования материала от пациентов с диагнозом лимфопролиферативного заболевания;
1.3 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 2019 г. (Приложение Е):
1 Nazar K. Seidalin, Almagul A. Tuleubaeva, Nurzhamal A. Tokhpanova, Beybit T. Baizakov, Yury A. Starchenko. The potential of using biochip test systems in the differential diagnosis of malignant tumors. // Minerva Medica. 110 (2 Suppl 1); p. 4-5. Doi: 10.23736/S0026-4806.19.06069-5. IF-2,83.
2 Сейдалин Н., Бенберин В.В., Шаназаров Н., Тулеубаева А., Тохпанова Н., Бургард Т., Сатаева М. Предварительные результаты изучения эффективности биочип-тест систем в дифференциальной диагностике лимфопролиферативных заболеваний.// Тезисы X Съезда онкологов России, г. Нижний Новгород, 17–19 апреля 2019 года – Москва: Медицинское Маркетинговое Агентство, 2019. – с.133.
3 N. Seidalin. Preliminary Results of Studying the Effectiveness of Biochip-Test Systems for The Differential Diagnostics of Lymphoproliferative Diseases. // Biomatsen 2019. 4th international congress on biomaterials & biosensors. Mugla / Turkey Poster session – II. May 14, 2019, 
Личный вклад: в реализации 2 года программы (2019 г.) принимали участие следующие члены ВНК:
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. Бургард Татьяна Анатольевна – врач-патоморфолог, высшей категории, СНС;
5. Сатаева Меруэрт Сериковна – врач-гематолог, высшей категории, СНС;
6. Камалиева Жанара Маратовна - технический секретарь центра геронтологии, технический методист проекта; 
7. Тасеменова Дарига Кошкарбаевна – бухгалтерское сопровождение проекта; 
8. Максютова Асемгуль – экономическое сопровождение проекта;
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[bookmark: _Toc23983139]1.1 Актуальность исследования
Сложности дифференциальной диагностики лимфо-пролиферативных заболеваний обусловлены рядом факторов. В частности, неадекватным количеством образцов и ошибками при проведении забора проб, неадекватная обработка биоматериала, недостаточный объем клинических данных, ошибки обусловленные субъективизмом врача-патолога, ошибки в проведении иммуно-гистохимического исследования, ошибки связанные с проведением проточной цитометрии и молекулярно-генетических исследований.
Недостаточный забор биоптата, часто происходит во время биопсии под визуальным контролем и приводит в дальнейшем к трудностям в постановке точного диагноза. Для рутинных биопсий рекомендовано проведение манипуляции под контролем УЗИ чтобы обеспечить забор достаточного количества ткани для стандартного исследования гематоксилином и эозином, иммуногистохимического и молекулярного анализа (Приложение Б). 
Подготовка тканей включает фиксацию, обезвоживание, нарезывание, окрашивание и закрепление ткани. Каждый шаг важен для получения адекватно окрашенных участков, чтобы обеспечить точный диагноз. Любая деталь этого процесса, которая игнорируется, может привести к потенциальным ошибкам в диагностике. Лимфатические узлы должны быть быстро зафиксированы и нарезаны перед фиксацией, потому что фиброзная капсула лимфатического узла препятствует проникновению фиксатора. Ткань, которая не зафиксирована должным образом, может привести к неадекватной интерпретации результатов морфологического и иммуногистохимического исследования. Микроскопически фиксированные лимфатические узлы, которые еще не нарезаны, часто имеют периферический ободок хорошо сохранившейся структуры. Однако ядро лимфатических узлов в этих случаях не фиксируются полностью. Ядро в этих случаях может выглядеть и состоять из усохших лимфоцитов, некоторые из которых имеют ацентрические ядра и выглядят как плазматические клетки. Иммуногистохимическое окрашивание CD20 антителами может полностью исчезнуть и привести к неправильному установлению диагноза плазмоцитомы вместо диффузной крупной B-клеточной лимфомы. Так же возможно установление ошибочного диагноза Т-клеточной лимфомы вместо В-клеточной Эпштейн-Барр позитивной лимфомы [8].
Недостаточный объем клинических данных. Невозможно поставить точный диагноз лимфомы без адекватной клинической информации. Всемирная организация здравоохранения (ВОЗ) подчеркивает, что диагностика таких нозологий должна включать клинические, морфологические, иммунофенотипические и молекулярно-генетические данные. Поэтому необходимо регулярное междисциплинарное обсуждение в диагностике лимфом между патологами и клиничистами.
[bookmark: _Toc23983140]1.2 Диагностика на совремменом этапе
Хотя установление диагноза на современном этапе основано на сочетании результатов вспомогательных методов диагностики, окончательный диагноз остается субъективным заключением патолога. Из-за различий в уровне подготовки и практическом опыте патологи иногда делают разные заключения при исследовании одного и того же образца. Эти расхождения могут привести к задержке лечения пациента. Для решения этих проблем, рекомендована узкая специализация патологов.
Иммуногистохимическое исследование является золотым стандартом в дифференциальной диагностике лимфом, однако и этот метод не исключает предоставление ошибочного результата [9]. Наиболее распространенной ошибкой является недостаточный диапазон тестов на антитела. При недостаточном количестве сипользованных антител диагностическая точность может быть недостаточной. Например, лимфомы селезеночно-мантийных клеток могут быть классифицированы как лимфомы маргинальной зоны и только после манифестации заболевания и появления поражения периферических лимфоузлов может быть диагностирована как диффузная В-крупноклеточная лимфома.
Использование недостаточно широкой панели антител, может также привести к установлению ошибочного диагноза ALK-позитивной лимфомы, такой как лимфома Ходжкина или реактивной лимфоидной пролиферация. 
Решающее значение имеет информация по характеру иммуногистохимического окрашивания нормальной и патологически измененной ткани лимфатического узла. Различная картина распределения CD20 и CD3-позитивных лимфоцитов между нормальными и патологическими состояниями имеет решающее значение для установления правильного диагноза. Кроме того, позитивность В-клеточных лимфом-2 (Bcl-2) в фолликулярном центре должна оцениваться по количеству и характеру распределения Т-клеток герминального центра. Это имеет решающее значение для дифференциации фолликулярной лимфомы от реактивной пролиферации. Кроме того, позитивность Bcl-2 не может использоваться для проведения различия между фолликулярной лимфомой и другими В-мелкоклеточными лимфомами, поскольку они все могут экспрессировать Bcl-2. 
Некоторые опухоли экстралимфатического происхождения, могут экспрессировать некоторые CD-маркеры, такие как CD45, однако это редко встречается при карциномах и саркомах [10, 11]. Злокачественная меланома может быть CD56 и CD117-положительной и иметь атипичную плазмоцитоидную морфологию, что может привести к ошибочному диагнозу плазмоцитомы. 
В дополнение к иммуногистохимии еще одним методом в диагностике лимфом является проточная цитометрия. Проточно-цитометрическое иммунофенотипирование обеспечивает чувствительное обнаружение антигенов, когда антитела могут быть недоступны для фиксированного в формалине иммуно-гистохимического иммунофенотипирования парафиновых блоков. Однако фиксированное формалином, включенное в парафин иммуногистохимическое иммунофенотипирование имеет преимущество, поскольку оно сохраняет архитектуру ткани. Кроме того, некоторые антитела доступны для иммуногистохимии, а не для проточной цитометрии, что позволяет проводить иммуногистохимическую оценку экспрессии белков, на которые нацелены эти антитела. Взятые вместе, эти методы используются в качестве дополнительных инструментов в дифференциальной диагностике.


























[bookmark: _Toc23983141]2 МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
[bookmark: _Toc23983142]2.1 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.
[bookmark: _Toc23983143]2.2 Дизайн исследования
 Исследование является проспективным, сравнительным, диагностическим исследованием.
[bookmark: _Toc23983144]2.3 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: _Toc23983145]3 РЕЗУЛЬТАТЫ СОБСТВЕННЫХ ИССЛЕДОВАНИЙ
Реализация программы.  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, производен 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 этап. 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.
[bookmark: page1]Оценка флуоресцентных реакций реакций проводится в соответствии с утвержденными таблицами оценки флюоресцентных 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
	Характер окрашивания
	Оценка в баллах

	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: 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

	Умеренное мембранное окрашивание более 10% опухолевых клеток или сильное мембранное окрашивание менее 10% опухолевых клеток
	2+
	неопределенный

	Сильное полное окрашивание мембран более 10% опухолевых клеток
	3+
	позитивный











[bookmark: _Toc23983146]ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Оценка полноты выполнения поставленных задач. В 2019 г. запланированные исследования в рамках данного проекта выполнены согласно календарного плана работ (Приложение А). Осуществлен набор 50 пациентов с подозрением на лимфопролиферативные заболевания, с метастатическим поражением лимфатических узлов и с реактивной гиперплазией лимфатических узлов
Следующим этапом исследования (2020 г.) запланировано продолжение набора пациентов и сбора биологического материала для проведения оценки чувствительности и специфичности метода, с последующим проведением анализа чувствительности и специфичности метода.
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