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Введение. Рецидив диффузной в-клеточной крупноклеточной лимфомы в центральной нервной системе в подав-
ляющем большинстве случаев является фатальным проявлением заболевания. изучение мутационного профиля 
лимфомы может способствовать улучшению точности прогноза рецидива в центральной нервной системе и обосно-
ванию отбора пациентов для профилактического лечения.
Цель исследования – изучить мутационный профиль случаев диффузной в-клеточной крупноклеточной лимфомы 
с рецидивами в центральной нервной системе.
Материалы и методы. На платформе Illumina выполнено полноэкзомное секвенирование диагностических образ-
цов диффузной в-клеточной крупноклеточной лимфомы с рецидивами в центральной нервной системе. проанали-
зирована панель, включающая более 70 генов.
Результаты. можно выделить 4 основные группы генетических событий в исследованных образцах, а именно: со-
четанные мутации в генах сигнальных путей NF-κв (MYD88, NOTCH1, CD79B, CARD11) и JAK-STAT (PIM1, STAT6), а также 
аберрации в главном онкосупрессоре ТР53 и генах системы ремоделирования хроматина (ARID1A, KMT2D, EP300, 
SMARCA4). в группе исследования выявлена рекуррентная мутация c. 794T>C, p.L265P MYD88. Среди других находок 
следует отметить мутации в генах CIITA и CD58, имеющих значение в уклонении опухолевых клеток от иммунного 
надзора.
Заключение. Несмотря на кажущуюся гетерогенность мутационного профиля диффузной в-клеточной крупнокле-
точной лимфомы с рецидивами в центральной нервной системе, в большинстве случаев для опухолевых клеток были 
характерны генетические нарушения, приводящие к продукции злокачественными лимфоцитами большого количе-
ства провоспалительных цитокинов, а также аберрации, снижающие иммуногенность и способствующие избеганию 
опухолью иммунного надзора.

Ключевые слова: лимфома, мутационный профиль, высокопроизводительное секвенирование, рецидив, сигнальный 
путь NF-κB, сигнальный путь JAK-STAT, ген ТР53, ремоделирование хроматина, иммунологический контроль, централь-
ная нервная система, диффузная в-клеточная крупноклеточная лимфома
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Introduction. The recurrence of diffuse large B-cell cell lymphoma in the central nervous system in the vast majority  
of cases is a fatal manifestation of the disease. The study of the lymphoma mutational profile can improve the accuracy 
of the prognosis of relapse in the central nervous system and justify the selection of patients for preventive treatment.
Aim. To evaluate the mutational profile of cases of diffuse large B-cell cell lymphoma with central nervous system dam-
age in relapse based on the results of our own experiment on high-performance sequencing.
Materials and methods. On the Illumina platform, full-exome sequencing of diagnostic samples of diffuse large B-cell 
cell lymphoma with relapses in the central nervous system was performed. A panel including more than 70 genes was 
analyzed.
Results. Four main groups of genetic events can be distinguished in the group of studied samples, namely: combined 
mutations in the NF-κB (MYD88, NOTCH1, CD79B, CARD11) and JAK-STAT (PIM1, STAT6) signaling pathways, as well as aber-
rations in the main oncosuppressor TP53 and chromatin remodeling system genes (ARID1A, KMT2D, EP300, SMARCA4). 
A recurrent mutation c. 794T>C, p.L265P MYD88 was detected in the study group. Among other findings, mutations in the 
CIITA and CD58 genes should be noted, which are important in avoiding tumor cells from immune surveillance.
Conclusion. Despite the apparent heterogeneity of the mutational profile of diffuse large B-cell cell lymphoma with 
relapses in the central nervous system, in most cases, tumor cells were characterized by genetic disorders leading to the 
production of a large number of pro-inflammatory cytokines by malignant lymphocytes, as well as aberrations that reduce 
immunogenicity and contribute to the avoidance of immune surveillance by the tumor.

Keywords: lymphoma, mutational profile, high-throughput sequencing, relapse, NF-κB signaling pathway, JAK-STAT signa-
ling pathway, TР53 gene, chromatin remodeling, immunological control, diffuse large B-cell lymphoma, central nervous 
system
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ВВЕдЕНИЕ
Диффузная В-клеточная крупноклеточная лимфо-

ма (ДВККЛ) является доминирующим типом агрес-
сивных вариантов неходжкинских лимфом. При этом 
рецидивы ДВККЛ в центральную нервную систему 
(ЦНС) остаются одной из самых сложных клиниче-
ских проблем. На одной чаше весов – относительно 
низкая частота данного события (до 5 % случаев забо-
левания), а на другой – выраженная тяжесть течения 
заболевания и высокая летальность пациентов [1].

Повышенная частота вовлечения ЦНС в рецидив 
ДВККЛ наблюдается в случаях лимфом, имеющих пе-
рестройки с вовлечением MYC и BCL2 и / или BCL6, 
а также с поражением костного мозга, яичек или молоч-
ной железы, что подчеркивает необходимость выясне-
ния особенностей биологии опухоли, связанных с потен-
циалом лимфомных клеток проникать в ЦНС [2–4].

В настоящее время неизвестно, какие еще молеку-
лярно-генетические маркеры опухолевых клеток могут 
насторожить клинициста в отношении высокого риска 
вовлечения в опухолевый процесс ЦНС уже на этапе 
диагностики лимфомы. Кроме того, требуется разра-
ботка таргетных подходов, которые могут быть эффек-
тивны при профилактике и терапии данного типа про-
грессирования опухоли.

При использовании существующей прогностичес-
кой модели Central Nervous System International Pro-
gnostic Index (Международного прогностического 
 индекса CNS-IPI) можно рассчитывать на предотвра-
щение большого числа рецидивов в ЦНС. Для этого 
в группе высокого риска применяется многократное 
интратекальное или системное введение метотрексата 
в высоких дозах. К сожалению, такое профилактичес-
кое лечение является крайне токсичным и не может 

быть назначено пожилым и соматически отягощенным 
пациентам [5]. В то же время примерно у 70–80 % боль-
ных, отнесенных к группе высокого риска, которым обя-
зательно проводится терапия с целью профилактики, 
рецидивы не возникают, что приводит к чрезмерному 
лечению этих пациентов. Поэтому так важно вести по-
иск дополнительных предикторов развития рецидива 
ДВККЛ в ЦНС для возможного их учета совместно с су-
ществующей прогностической мо делью [6, 7].

Обращают на себя внимание следующие факты. 
По мнению ряда авторов, развитие поражения ЦНС 
в ходе проведения или сразу после завершения пер-
вичной химиотерапии может указывать на наличие 
субклинического поражения ЦНС уже на начальных 
этапах формирования опухоли [6]. Согласно опубли-
кованным данным, медиана срока от постановки ди-
агноза ДВККЛ до возникновения рецидива с пораже-
нием ЦНС составляет около 6–7 мес. Кроме того, 
бывают изолированные рецидивы в ЦНС или рециди-
вы в ЦНС, предшествующие системному возобновле-
нию проявления опухоли [8]. Все это должно свиде-
тельствовать о ранней миграции лимфомных клеток 
за гематоэнцефалический барьер (ГЭБ). Биопсия опу-
холевого поражения в случае вовлечения ЦНС при ре-
цидиве ДВККЛ проводится далеко не всегда, что мо-
жет быть связано как с тяжестью состояния больного, 
так и с недоступностью очага поражения и приводит 
к малой изученности биологических свойств опухоли 
и отсутствию биобанка образцов [2].

Именно по этим причинам мы решили изучить 
мутационный статус лимфомы на основании анализа 
первичного биоматериала – биоптатов опухолевой 
ткани пациентов с ДВККЛ, полученных на этапах ди-
агностики.
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Опубликованы результаты таргетного, полноге-
номного и полноэкзомного секвенирования образцов 
ДВККЛ, полученных от пациентов, а также несколь-
ких клеточных линий данного типа лимфомы [1, 9].

Цель данного исследования – оценить мутацион-
ный профиль случаев ДВККЛ с поражением ЦНС 
при рецидиве на основании результатов собственного 
эксперимента по высокопроизводительному секвени-
рованию.

МаТЕРИаЛы И МЕТОды
Материалом для исследования служили диагно-

стические блоки фиксированных формалином и па-
рафинизированных биоптатов опухолевых лимфати-
ческих узлов и экстранодальных очагов поражения 
пациентов с ДВККЛ (n = 9), у которых при рецидиве 

возникло поражение ЦНС. Клиническая характери-
стика пациентов представлена в табл. 1.

В исследование с блоков брали срезы толщиной 
10–12 мкм с содержанием опухолевых клеток не менее 
50 %. Для выделения ДНК использовали набор 
QiaAmp DNA FFPE Tissue kit (Qiagen, Германия) со-
гласно инструкции к набору. Оценку и контроль каче-
ства выделенных нуклеиновых кислот проводили с по-
мощью аппарата Epoch (BioTek, США).

Далее проводили фрагментацию ДНК ультразву-
ком на наборе Covaris S2. Полученную геномную ДНК 
использовали для приготовления и обогащения би-
блиотек при помощи наборов NEBNext Ultra II DNA 
Library Prep Kit (Illumina, США) и NEBNext FFPE 
DNA Repair Mix (NEB, США) по инструкции произ-
водителей. Полученные библиотеки гибридизовали 

Таблица 1. Характеристика пациентов с поражением центральной нервной системы в рецидиве диффузной В-клеточной крупноклеточной 
лимфомы, которым было выполнено высокопроизводительное секвенирование

Table 1. Characteristics of patients with central nervous system lesions in recurrent diffuse large B-cell cell lymphoma who underwent high-throughput 
sequencing, central nervous system

Параметр 
Parameter

Случай 
Сase

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Пол 
Sex

Ж 
F

Ж 
F

М 
M

Ж 
F

М 
M

Ж 
F

Ж 
F

Ж 
F

Ж 
F

Возраст, лет 
Age, years

54 55 27 66 69 73 53 55 30

ECOG-статус, баллы 
ECOG status, points

1 2 3 3 2 2 3 1 2

Стадия 
Stage

IV IV IV IV IV IV IV IV IV

B-симптомы 
B-symptoms

+ + + + +  –  – + +

Экстранодальные поражения 
Extranodal lesions

+  –  – +  –  – + + +

Лейкемизация 
Leukemization

+ + + +  –  – – +  – 

Массивные опухолевые поражения 
Massive tumor lesions

 –  –  – +  –  – +  – +

Уровень ЛДГ, МЕ / л 
LDH level, IU / l

609 589 406 986 746 671 807 708 953

Группа риска по Международному прогностическому индексу 
Risk group according to the International Prognostic Index

ПВ 
IH

ПВ 
IH

ПН 
IL

В 
H

ПВ 
IH

В 
H

ПВ 
IH

ПВ 
IH

В 
H

Период от ремиссии до рецидива с вовлечением ЦНС, мес 
Period from remission to relapse with CNS involvement, months

20 2 4 2 5 3 5 48 5

Тип поражения ЦНС 
Type of CNS lesion

ВМ 
IC

ВМ 
IC

ВМ + НЛ 
IC + NL

ВМ 
IC

ВМ 
IC

ВМ /  
IC

ВМ 
IC

ВМ 
IC

ВМ /  
IC

Характер поражения мозга 
The nature of brain damage

С 
S

С 
S

MФ 
MF

С 
S

С 
S

С 
S

МФ 
MF

С 
S

МФ 
MF

Примечание. М – мужчина; Ж – женщина; ECOG – Eastern Cooperative Oncology Group, Восточная кооперативная онкологи-
ческая группа; ПН – промежуточный низкий риск; ПВ – промежуточный высокий риск; В – высокий риск; ВМ – внутримоз-
говое поражение; НЛ – нейролейкемия, МФ – мультифокальное поражение; С – солитарное поражение. 
Note. M – male; F – female; ECOG – Eastern Cooperative Oncology Group; IL – intermediate low risk; IH – intermediate high risk; H – high risk; 
IC – intracerebral lesion; NL – neuroleukemia, MF – multifocal lesion; S – solitary lesion.



УС
П

ЕХ
И

 М
О

Л
ЕК

УЛ
Я

Р
Н

О
Й

 О
Н

К
О

Л
О

ГИ
И

  /
  A

D
VA

N
CE

S 
IN

 M
O

LE
CU

LA
R

 O
N

CO
LO

G
Y 

  3
, 

2
0

2
2

72 ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ | EXPERIMENTAL REPORTS ТОМ 9 / VOL. 9

с SureSelect Human All Exon V7 exome (Agilent, США) 
согласно инструкции. Секвенирование выполняли 
на приборе HiSeq1500 с генерацией данных до средне-
го покрытия 100х.

Биоинформационный анализ необработанных 
данных проводили на платформе Genomenal [10] по 
следующей процедуре: контроль качества и фильтра-
ция необработанных чтений, выравнивание на ре-
ференсный геном человека версии GRCh38 / hg38 
с помощью инструмента BWA версии 0.7.17, отбор 
SNV / indels с использованием GATK версии 4.1.3.0 
с последующими фильтрацией и контролем качества. 
Порог частоты альтернативных аллелей установлен 
на уровне 5 %. Все варианты, встречающиеся в базах 
данных dbSNP, 1000Genomes и ExAC с частотой выше 
1 %, были ис ключены из анализа. Дополнительно 
проводили аннотирование по базам данных COSMIC 
и dbSNP, а также оценку функционального эффекта 
миссенс-мутаций с помощью предикторов Polyphen2, 
SIFT, Mutation Assessor и PROVEAN. Для работы бы-
ли выбраны нонсенс-мутации, мутации со сдвигом 
рамки считыва ния, замены в сайтах сплайсинга, мис-
сенс-замены.

Для анализа отобрана таргетная панель генов, ко-
торые играют важную роль в развитии и функциони-
ровании В-лимфоцитов и, по данным литературы, 
вовлечены в онкогенез. В исследование были включе-
ны гены регуляции иммунного ответа (CIITA, B2M, 
TNFRSF14, CD58), клеточного цикла и апоптоза (RB1, 
MFHAS1, XPO1, MYC, CDKN2A, CDKN2B, FOXO1, TP53, 
ATM, GNA13, ERBB2, ERBB4, FBXW7, BCL2, GNA11, 
KRAS, NRAS, NPM1, STK11), пролиферации, диффе-
ренцировки и миграции клеток (ABL1, ALK1, APC, 
RET, SMAD4, EGFR, FGFR1, FGFR2, FGFR3, CDH1, 
CSF1R, CTNNB1, FLT3, GNAQ, HRAS, KDR, КIT, 
SOCS1, PDGFRA, PIK3CA, PTEN), сигнальных путей 
NOTCH (NOTCH1, NOTCH2), NF-κB (TNFAIP3, MYD88, 
PIM1, CARD11, IRF4, PRDM1), MAP-киназного (BRAF, 
PTPN11), JAK-STAT (SOCS1, STAT6, JAK2, JAK3, 
MET), BCR (CD79A, CD79B, ITPKB, TCF3, ID3), эпи-
генетической регуляции (EZH2, KMT2D, EP300, 
MEF2B, CREBBP, SMARCB1, SMARCA4, ARID1A) и ре-
парации ДНК (MSH2, MSH6, MLH1).

Патогенные и вероятно патогенные однонуклео-
тидные замены с частотой мутантного аллеля 30 % 
и более были подтверждены методом прямого капил-
лярного секвенирования по Сэнгеру. Делеции валиди-
рованы методом полимеразной цепной реакции 
с фланкирующими праймерами с последующим элек-
трофорезом в высокопроцентном полиакриламидном 
геле с добавлением глицерина.

С помощью онлайн-сервиса OncoPrinter [11] была 
получена картина совместного появления и взаимно-
го исключения мутаций в генах при лимфоме. Мута-
ции отдельных генов были представлены в виде гра-
фика «леденец на палочке» с помощью программы 
Lollipops software [12].

РЕзУЛьТаТы
Функционально значимые мутации были выявле-

ны в ряде генов анализируемой панели (табл. 2). 
На рис. 1 представлены результаты подтверждения 
выявленных находок с частотой мутантного аллеля 
более 30 % методами секвенирования по Сэнгеру.

Миссенс-мутации составили 22 / 35 (62,8 %), не-
большие делеции – 8 / 35 (23 %), замены с образова-
нием «стоп»-кодона – 3 / 35 (8,6 %), инсерция нуклео-
тида и синонимичная замена нуклеотида в сайте 
сплайсинга – по 1 / 35 (2,8 %). При этом только  
3 / 8 делеций приводили к утрате кодонов в рамке счи-
тывания, в остальных случаях они вызывали сдвиг 
рамки считывания и прежде временную терминацию 
синтеза кодируемого белка.

В табл. 3 представлены результаты анализа функ-
циональной значимости выявленных миссенс-замен. 
Все мутации, за исключением MYD88 p.V204F, были 
отнесены большинством биоинформационных пре-
дикторных программ к возможно / вероятно патоген-
ным заменам.

В целом можно выделить 4 группы основных гене-
тических событий в группе исследованных образцов, 
а именно мутации в генах: сигнальных путей  
NF-κВ (MYD88, NOTCH1, CD79B, CARD11) – 6 / 9 образ-
цов, JAK-STAT (PIM1, STAT6) – 5 / 9 образцов, систе-
мы ремоделирования хроматина (ARID1A, KMT2D, 
EP300, SMARCA4) – 5 / 9 образцов, а также в главном 
онкосупрессоре ТР53 – 3 / 9 образцов.

Мутации в генах сигнальных путей NF-κВ и JAK-
STAT носили сочетанный характер, а наибольшее чи-
сло нарушений было выявлено в образцах с мутация-
ми в генах MSH2 и MSH6 (рис. 2), которые входят 
в систему мисс-матч-репарации и участвуют в процес-
сах исправления инсерций, делеций и включений 
ошибочных нуклеотидов в последовательность ДНК 
в процессе репликации [13]. В 3 / 4 случаев выявленных 
мутаций в MYD88 в группе исследования зафиксиро-
вана рекуррентная замена c.794T>C, p.L265P, которая 
является «горячей» точкой мутаций в гене (рис. 3).

Мутации в онкосупрессорных генах системы ре-
моделирования хроматина были представлены следу-
ющими находками. В 2 образцах выявлены замены 
в гене KMT2D (p.G2279R и p.Q3683X), кодирующем 
лизин-специфическую метилтрансферазу 2D [14].  
В 1 из образцов была обнаружена мутация p.F1448S 
в гене EP300, ответственном за синтез фермента ги-
стон-ацетилтрансферазы Р300, которая действует 
как коактиватор для различных факторов транскрип-
ции и участвует в регуляции генов, контролирующих 
клеточную пролиферацию, апоптоз, дифференциров-
ку, клеточный цикл и репарацию ДНК [15]. Также 
в группе исследования выявлены мутации SMARCA4 
p.E187fs и ARID1A p.Q1212HfsX4 и p.Q1334del. Инте-
ресно, что все они представляли собой небольшие де-
леции, 2 из которых вызывают сдвиг рамки считыва-
ния и возникновение преждевременных «стоп»-кодонов, 
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Рис. 1. Cеквенограммы мутаций: а – MYD88 p.L265R; б – NOTCH1 p.P1390T; в – TP53 p.R116Q; г – CD79B p.L95P; д – MSH2 p.D475H; е – MYD88 
p.V204F; ж – PIM1 p.E135Q; з – CD79B p.Y196N; и – TP53 p.R141H; к – PIM1 p.G78E; л – PIM1 p.L80L; м – CD79B p.E197GfsX6
Fig. 1. Mutation sequences: а – MYD88 p.L265R; б – NOTCH1 p.P1390T; в – TP53 p.R116Q; г – CD79B p.L95P; д – MSH2 p.D475H; е – MYD88 p.
V204F; ж – PIM1 p.E135Q; з – CD79B p.Y196N; и – TP53 p.R141H; к – PIM1 p.G78E; л – PIM1 p.L80L; м – CD79B p.E197GfsX6
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что  неминуемо приводит к снижению количественно-
го содержания функционально активного белка [16].

Мутации в ДНК-связывающем домене главного 
онкосупрессорного гена ТР53 были выявлены в 1 / 3 ис-
следованных случаев: p.M105T, p.R116Q и p.R141H. 
Все они зафиксированы в базе данных COSMIC при 
различных злокачественных новообразованиях, а 2 по-
следние мутации являются «горячими» точками мута-
ций в гене и многократно упоминаются в этой базе, 
в том числе при лимфоидных опухолях (см. рис. 3).

ОбСУждЕНИЕ
Рецидив ДВККЛ в ЦНС является одним из наи-

более тяжелых проявлений опухолевой прогрессии 
заболевания и фатальным в подавляющем большин-
стве случаев. Добавление ритуксимаба – анти-CD20 
моноклонального антитела – в протоколы лечения 
В-клеточных лимфом привело к улучшению исходов 

ДВККЛ, но не решило проблемы поражения ЦНС 
при рецидиве опухоли в силу малой проницаемости 
препарата через ГЭБ [2].

Прогнозирование риска рецидива развития лим-
фомы в ЦНС и отбор пациентов для проведения аг-
рессивной профилактики остаются не до конца 
 решенными задачами. Международный прогностиче-
ский индекс CNS-IPI, основанный на учете таких 
факторов риска, как возраст старше 60 лет, заболева-
ние III и IV стадии, общесоматический статус >1 бал-
ла, наличие 2 и более очагов экстранодального пора-
жения, повышенный уровень лактатдегидрогеназы 
сыворотки крови, а также вовлечение почек или над-
почечников, позволяет определить группу повышен-
ного риска вовлечения ЦНС с частотой рецидива до 
10–12 %. Однако 50 % рецидивов ДВККЛ в ЦНС про-
исходит в группах пациентов низкого / среднего риска, 
не получающих профилактического лечения [17].
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Таблица 3. Функциональный анализ выявленных мутаций

Table 3. Functional analysis of identified mutations

Мутация 
Mutation

Предикторная программа 
Predictor program

Изменение в белке 
Change in protein

Эффект 
Effect

SIFT PolyPhen2 LRT MutationAssessor PROVEAN

MYD88 p.L265P Замена аминокислоты 
Amino acid replacement

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

MYD88 p.V204F Замена аминокислоты 
Amino acid replacement

НП 
NP

НП 
NP

НП 
NP

НП 
NP

НП 
NP

MSH2 p.E262K Замена аминокислоты 
Amino acid replacement

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

MSH2 p.D475H Замена аминокислоты 
Amino acid replacement

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

PIM1 p.E135Q Замена аминокислоты 
Amino acid replacement

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

PIM1 p.K194N Замена аминокислоты 
Amino acid replacement

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

PIM1 p.G78E Замена аминокислоты 
Amino acid replacement

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

CARD11 p.D230N Замена аминокислоты 
Amino acid replacement

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

NOTCH1 p.P1390T Замена аминокислоты 
Amino acid replacement

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

TP53 p.R116Q Замена аминокислоты 
Amino acid replacement

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

TP53 p.M105T Замена аминокислоты 
Amino acid replacement

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

TP53 p.R141H Замена аминокислоты 
Amino acid replacement

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

CD79B p.L95P Замена аминокислоты 
Amino acid replacement

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

CD79B p.Y196N Замена аминокислоты 
Amino acid replacement

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

KMT2D p.G2279R Замена аминокислоты 
Amino acid replacement

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

MSH6 p.V921I Замена аминокислоты 
Amino acid replacement

НП 
NP

НП 
NP

П 
P

П 
P

П 
P

EP300 p.F1448S Замена аминокислоты 
Amino acid replacement

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

BCL2 p.G193R Замена аминокислоты 
Amino acid replacement

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

STAT6 p.E444K Замена аминокислоты 
Amino acid replacement

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

CIITA p.L641R Замена аминокислоты 
Amino acid replacement

П 
P

П 
P

НП 
NP

П 
P

НП 
NP

CIITA p.Q1118X Образование «стоп»-кодона 
“Stop”-codon formation

 –  –  –  –  – 

SOCS1 p.R66_A70del Делеция в рамке считывания 
In-frame deletion

 –  –  –  –  – 
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Мутация 
Mutation

Предикторная программа 
Predictor program

Изменение в белке 
Change in protein

Эффект 
Effect

SIFT PolyPhen2 LRT MutationAssessor PROVEAN

ARID1A p.Q1334del Делеция в рамке считывания 
In-frame deletion

 –  –  –  –  – 

ARID1A p.Q1212HfsX4 Cдвиг рамки считывания 
Frameshift

 –  –  –  –  – 

SMARCA4 p.E187fs Cдвиг рамки считывания 
Frameshift

 –  –  –  –  – 

PIM1 p.195_198del Cдвиг рамки считывания 
Frameshift

 –  –  –  –  – 

PIM1 p.L80L Мутация в сайте сплайсинга 
Mutation at the splicing site

 –  –  –  –  – 

CD79B 
р.G198_D202del

Делеция в рамке считывания 
In-frame deletion

 –  –  –  –  – 

CD79B p.G160VfsX4 Cдвиг рамки считывания 
Frameshift

 –  –  –  –  – 

CD79B p.E197GfsX6 Cдвиг рамки считывания 
Frameshift

 –  –  –  –  – 

KMT2D p.Q3683X Образование «стоп»-кодона 
“Stop”-codon formation

 –  –  –  –  – 

CD58 p.C22X Образование «стоп»-кодона 
“Stop”-codon formation

 –  –  –  –  – 

CIITA p.R809fs Cдвиг рамки считывания 
Frameshift

 –  –  –  –  – 

Примечание. П – патогенная; НП – непатогенная. 
Note. P – pathogenic; NP – not pathogenic.

Окончание табл. 3

The end of table 3

Существуют предположения, что есть вероятность 
предсказать риск рецидива в ЦНС у пациентов 
с ДВККЛ на молекулярной основе [5]. Специфиче-
ские генетические сигнатуры могут быть связаны с во-
влечением ЦНС в опухолевый процесс при лимфоме, 
а их выявление поможет улучшить точность прогноза 
и обосновать выбор больных для профилактической 
терапии.

Применение методов секвенирования нового по-
коления значительно расширило понимание генети-
ческого ландшафта всех типов неходжкинских лим-
фом. В частности, в публикациях, содержащихся 
в базе PubMed, описаны результаты таргетного, пол-
ногеномного и полноэкзомного секвенирования более 
2000 образцов системной ДВККЛ и более 150 образцов 
первичной ДВККЛ ЦНС [18–21].

Ранее мы провели анализ доступных баз данных, 
в которых содержалась информация о результатах про-
филирования методами секвенирования нового поко-
ления случаев ДВККЛ с рецидивами в ЦНС. В поле 
нашего внимания попала C-Bioporlal for cancer 

genomics database, в которой содержатся данные о мо-
лекулярно-генетическом профиле и клинических ха-
рактеристиках более 1200 пациентов с ДВККЛ. В ней 
можно было выделить 355 случаев данной патологии 
без вовлечения ЦНС и 48 – с рецидивом опухоли 
в ЦНС [22].

Были проанализированы данные мутационного 
профиля этих 2 подгрупп ДВККЛ по мутационному 
ландшафту, определенному методами высокопроизво-
дительного секвенирования. В группе больных с ре-
цидивами ДВККЛ в ЦНС значимое увеличение часто-
ты выявления мутаций по сравнению с группой 
без вовлечения ЦНС были получены по 5 генам: 
MID88, PIM1, CD79B, ARID1A и INO80. Обращала 
на себя внимание еще одна особенность: мутации в ге-
нах MYD88, PIM1 и CD79B достоверно сочетались друг 
с другом, тогда как мутации в генах системы ремоде-
лирования хроматина INO80, ARID1A и SMARCA4 име-
ли тенденцию к взаимному исключению [1, 9].

Полученные нами в ходе эксперимента с использова-
нием метода высокопроизводительного секвенирования 
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ей 265-го кодона. Мутации в гене ARID1A выявлены  
в 2 исследованных образцах, в гене SMARCA4 – в 1.

Таким образом, совокупность полученных данных 
свидетельствует о том, что среди ДВККЛ с рецидивом 
в ЦНС можно выделить по меньшей мере 2 подгруппы 
случаев. Согласно данным анализа CBioPortal for 
Cancer Genomics database, к каждой из этих подгрупп 
можно отнести около 1 / 3 случаев (37,5 и 31,2 % соот-
ветственно).

Первая по спектру мутаций (сочетанные мутации 
в генах MYD88, PIM1 и CD79B) близка первичной 
ДВККЛ ЦНС и соответствует молекулярному подтипу 
из активированных В-клеток, а точнее варианту MCD, 
согласно классификации ДВККЛ на основании мута-
ционных профилей и геномных перестроек, пред-
ложенной N. Schmitz и соавт. [23], или варианту C5, 
согласно классификации ДВККЛ на основании мута-
ционных профилей и оценки копийности генов, раз-
работанной B. Chapuy и соавт. [23], каждый из кото-
рых ассоциирован с неблагоприятным исходом 
лимфомы.

Пути патогенеза первичной ДВККЛ ЦНС хорошо 
изучены и подробно описаны в литературе [24]. Отме-
тим лишь, что ведущую роль в них играет активация 
транскрипционного фактора NF-κB, основным эф-
фектом которой является аутокринная сигнализация 
посредством выделяемых провоспалительных цитоки-
нов и цитокиновых рецепторов на поверхности злока-
чественных лимфоцитов, что способствует выжива-
нию и росту опухолевых клеток [25]. Тот факт, что 
вариант MCD или молекулярный подтип из активи-
рованных В-клеток ассоциированы и с другими лока-
лизациями экстранодальных поражений лимфомы 
(яичко, молочные железы, кожа), позволяет предпо-
ложить, что риск вовлечения в опухолевый процесс 
ЦНС при ДВККЛ имеет именно молекулярную осно-
ву [3, 26].

Обнаружение во 2-й подгруппе пациентов мута-
ций в генах системы ремоделирования хроматина 
(изолированных мутаций в генах INO80, ARID1A 
и SMARCA4) делает эти случаи схожими с лимфомой 
Беркитта [27, 28]. Анализ данных литературы за по-
следние несколько лет показал, что среди самых часто 
мутирующих генов при данной лимфоме 4-е и 5-е ме-
ста занимают SMARCA4 и ARID1A. При этом лимфома 
Беркитта является вариантом неходжкинских злока-
чественных лимфом с очень частым (до 30–35 % слу-
чаев) вовлечением в опухолевый процесс ЦНС [27, 
29–31].

Кодируемые генами INO80, ARID1A и SMARCA4 
белки являются ключевыми структурно-функцио-
нальными единицами 2 комплексов системы ремоде-
лирования хроматина – SWI / SNF (SWItch / Sucrose 
Non-Fermentable) и INO80 (Inositol 80). Основная 
их функция – изменение структуры, состава и распо-
ложения нуклеосом для обеспечения посадки транс-
крипционных факторов, белков системы репарации 

Рис. 2. Совместное выявление и взаимное исключение мутаций в груп-
пе исследования: темно-зеленым цветом выделены мутации с доказан-
ным драйверным значением, светло-зеленым – миссенс-замены, се-
рым – приводящие к синтезу усеченного варианта белка мутации, 
розовым – другие варианты мутаций
Fig. 2. Co-detection and mutual exclusion of mutations in the study group: 
dark green indicates mutations with a proven driver value, light green 
indicates missense substitutions, gray indicates mutations leading to the syn-
thesis of a truncated protein variant, pink indicates other mutations

MYD88 40 %

PIM1 40 %

CD79B 40 %

TP53 30 %

MSH2 20 %

ARID1A 20 %

KMT2D 20 %

CARD11 10 %

CIITA 20 %

NOTCH1 10 %

SMARCA4 10 %

MCH6 10 %

eP300 10 %

CD58 10 %

BCl2 10 %

STAT6 10 %

SOCS1 10 %

данные по мутационному профилю случаев ДВККЛ 
с поражением ЦНС в рецидиве в целом подтверждают 
результаты проведенного ранее анализа CBioPortal for 
Cancer Genomics database. В частности, отмечено на-
личие сочетанных мутаций в генах сигнальных путей 
NF-κВ и JAK-STAT у ряда больных. Из 4 находок 
в MYD88  3 были представлены рекуррентной мутаци-
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ДНК и репликации. Белки, кодируемые SMARCA4 
и INO80, являются каталитическими субъединицами 
и обеспечивают получение энергии аденозинтрифос-
фата (АТФ) для перемещения комплекса, а ARID1A 
обеспечивает доступность той или иной области гено-
ма [32].

Согласно данным литературы, мутации в генах се-
мейств SMARC и ARID действительно возникают вза-
имоисключающим образом. Связывают это с их функ-
циональной синонимичностью [33]. Кодируемые 
ARID1A и SMARCA4 субъединицы комплекса SWI / SNF 
имеют паралоги, которые включаются в состав ком-
плекса ремоделирования хроматина на место мутиро-
вавшего белка, что влияет на работу комплекса в це-
лом [16, 34]. В частности, в опухолевых клетках 
с дефицитом функции ARID1A имеет место активация 
сигнального пути JAK-STAT, усиленная продукция 
интерлейкина 6 (ИЛ-6) и фактора некроза опухоли α 
(ФНО-α) [16].

Отдельно следует остановиться на мутациях в гене 
ТР53. Известно, что основной его функцией является 
защита от опухолевого роста с помощью самых раз-
личных механизмов. Здесь же отметим, что, помимо 
прочего, кодируемый ТР53 белок р53 модулирует ак-
тивность путей передачи сигналов через рецепторы 
цитокинов. Потеря функции р53 приводит к увеличе-
нию фосфорилирования STAT3, который опосредует 
усиленную аутокринную / паракринную передачу сиг-
налов ИЛ-6. Кроме того, некоторые мутанты р53 могут 
приобретать новые активности, влияющие на переда-
чу сигналов цитокинов. Напротив, экспрессия мутан-
та p53 R175H способна усиливать передачу сигналов 
NF-κB – фактора транскрипции, реагирующего на 
провоспалительные сигналы и приводящего к повы-
шению уровня ФНО-α, интерлейкина-1β, ИЛ-6 и дру-
гих провоспалительных медиаторов [35].

Кроме того, статус р53 в злокачественных клетках 
формирует иммунный ландшафт опухоли. Нарушения 
в р53 не только помогают опухолевым клеткам усколь-
зать от иммунного надзора за счет выраженной гене-
тической нестабильности, но и способствуют созда-
нию иммуносупрессивной среды. Делеции или 
мутации р53 в опухоли нарушают иммунное распоз-
навание с помощью таких механизмов, как снижение 
на поверхности опухолевых клеток экспрессии глав-
ного комплекса гистосовместимости класса I (major 
histocompatibility complex class I, MHC-I) и других не-
обходимых для презентации эндогенного антигена 
молекул [36].

Описано также увеличение экспрессии лиганда 
рецептора программируемой клеточной гибели 1 (pro-
grammed death-ligand 1, PD-L1) на поверхности опу-
холевых клеток при потере активности p53. Происхо-
дит это из-за снижения уровня транскрипционной 
мишени p53 – miR-34a, которая является репрессором 
экспрессии PD-L1. Посредством нее опухолевые клет-
ки также участвуют в прямом подавлении функции 

Т-клеток. Контакт этих лигандов с рецепторами ре-
цептора программируемой клеточной гибели 1 (pro-
gram med cell death 1, PD1) на поверхности Т-лимфо-
цитов приводит к снижению их противоопухолевой 
активности и гибели [37].

Следует обратить внимание также на тот факт, 
что в 5 / 9 изученных нами образцах, помимо мутаций 
ТР53, наблюдались нарушения в генах CIITA и CD58, 
также имеющих значение в уклонении опухолевых 
клеток от иммунного надзора.

Так, белок CIITA постоянно экспрессируется  
в В-клетках и является основным регулятором транс-
крипции гена главного комплекса гистосовместимо-
сти класса II (major histocompatibility complex class II, 
MHC-II). Функции последнего – связывание пептид-
ных фрагментов, полученных при внутриклеточном 
расщеплении белковых молекул, и презентация этих 
пептидов на поверхности клеток для распознавания 
Т- и NK-клеточными рецепторами. Мутации в гене 
CIITA являются наиболее распространенным механиз-
мом подавления экспрессии MHC-II в опухолевой 
ткани пациентов с ДВККЛ, и их наличие коррелирует 
с уменьшением количества лимфоцитов (в первую 
очередь Т-клеток), инфильтрирующих опухоль, и пло-
хими исходами заболеваниями [35].

Белок CD58 экспрессируется на поверхности им-
мунных клеток, в том числе В-лимфоцитов, и участ-
вует в усилении адгезии между ними и T-лимфоцитами. 
Этот процесс предшествует взаимодействию рецепто-
ров MHC с Т-клеточными рецепторами и активации 
Т-клеток. Мутации CD58 являются характерной чер-
той первично-рефрактерных и рецидивирующих слу-
чаев ДВККЛ [38, 39].

В настоящее время становится очевидным, что 
успешное лечение злокачественных новообразований 
невозможно без учета их генетических особенностей. 
В будущем внедрение высокопроизводительного сек-
венирования в рутинную клиническую диагностику 
сделает генетическое профилирование опухоли более 
доступным и предоставит возможность выбора персо-
нализированных комбинаций лекарственных средств 
и индивидуальных стратегий ведения пациентов [40].

Полученные в ходе анализа C-Bioporlal for cancer 
genomics database и собственного эксперимента данные 
о мутационном спектре ДВККЛ с рецидивами в ЦНС 
позволяют предположить несколько подходов к тера-
пии, направленных на лечение ДВККЛ в момент кли-
нической манифестации рецидива и санацию ЦНС  
от опухолевых клеток еще на досимптомных этапах. 
Хорошую терапевтическую мишень для профилактики 
и лечения ДВККЛ с поражением ЦНС представляет 
собой MYD88 р.L265P, поскольку данная рекуррентная 
мутация приводит к активации киназы, ассоци иро-
ванной с рецептором интерлейкина 1 (interleukin-1 
receptor-associated kinase, IRAK) и Брутон-тирозин-
киназы с последующей нисходящей сигнализацией 
сразу по 2 путям: BCR-NF-κB и JAK / STAT. При этом 



УС
П

ЕХ
И

 М
О

Л
ЕК

УЛ
Я

Р
Н

О
Й

 О
Н

К
О

Л
О

ГИ
И

  /
  A

D
VA

N
CE

S 
IN

 M
O

LE
CU

LA
R

 O
N

CO
LO

G
Y 

   
3

, 
2

0
2

2

81ТОМ 9 / VOL. 9  ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ | EXPERIMENTAL REPORTS

Рис. 3. Распределение мутаций, выявленных в группе исследования, по функциональным доменам генов MYD88 и TP53: красным цветом обозна-
чены патогенные замены, зеленым – непатогенные замены, звездочкой – мутации в «горячих» точках
Fig. 3. Distribution of mutations identified in the study group according to the func tional domains of the MYD88 and TP53 genes: pathogenic substitutions are 
highlighted in red, non-pathogenic substitutions are highlighted in green, mutations in hot spots are marked with an asterisk

забарьерное расположение опухоли требует поиска 
и применения препаратов, способных преодолевать ГЭБ 
и создавать в ЦНС терапевтические концентрации [41]. 
К таковым можно отнести ингибиторы Брутон-тирозин-
киназы 1-го (ибрутиниб) [42] и 2-го (тирабрутиниб) [43] 
поколений.

Отдельное нацеливание на путь JAK-STAT также 
представляется перспективным, поскольку его инги-
бирование может оказывать двойное терапевтическое 
воздействие – на злокачественные клетки и на микро-
окружение опухоли [44]. Так, селективный ингибитор 
JAK / STAT руксолитиниб является привлекательной 
молекулой для изучения в качестве препарата, направ-
ленного на лечение ДВККЛ с вовлечением ЦНС, в си-
лу его способности проникать через ГЭБ [45].

К еще одному направлению терапии ДВККЛ с ре-
цидивами в ЦНС можно отнести иммунонаправлен-
ную терапию: иммуномодулирующими препаратами 
(леналидомидом) [46, 47], CD19-направленными 
CAR-T-клетками (chimeric antigen receptor) [48, 49] 
и ингибиторами контрольных точек иммунитета (ни-
волумабом и пембролизумабом) [50, 51].

заКЛючЕНИЕ
Таким образом, несмотря на гетерогенность мута-

ционного профиля ДВККЛ с рецидивами в ЦНС, 
в большей части случаев для опухолевых клеток харак-
терны генетические нарушения, приводящие к про-
дукции злокачественными лимфоцитами большого 
количества провоспалительных цитокинов, а также 
аберрации, снижающие иммуногенность и способст-
вующие избеганию опухолью иммунного надзора.

С одной стороны, достоверно известно, что высо-
кий уровень провоспалительных цитокинов повышает 
проницаемость ГЭБ, что может способствовать про-
никновению опухолевых В-клеток из системного кро-
вотока в ткань мозга. С другой стороны, трансформи-
рованные клетки выживают только в соответствующей 
окружающей среде, а устойчивость к программиро-
ванной клеточной смерти и способность опухолевых 

лимфоидных клеток к пролиферации в большой сте-
пени зависят от внешних стимулов [52].

Можно предположить, что на первых этапах вы-
живание лимфомных В-клеток в бедной на ростовые 
факторы среде ЦНС обеспечивается мутациями, при-
водящими к активации сигнальных путей JAK-STAT 
и BCR-NF-κB, и аутокринной стимуляцией через ци-
токиновые рецепторы. И только позднее посредством 
секреции провоспалительных цитокинов, хемокинов 
и / или экзосом опухолевые клетки модулируют свое 
окружение в нервной ткани, подстраивая его под соб-
ственные нужды. Так, результаты недавних экспери-
ментов показали, что экзосомы, полученные из клеток 
ДВККЛ, с высокой эффективностью могут быть ин-
тернализованы макрофагами микроокружения опухо-
ли, что приводит к повышенной продукции такими 
макрофагами провоспалительных цитокинов (ИЛ-6, 
интерлейкина 12 и CXCL10) [36]. Фактически речь 
идет о возможном механизме перестраивания макро-
фагов ЦНС (микроглии) на паракринную стимуляцию 
роста лимфомы.

Само по себе забарьерное расположение клеток 
лимфомы делает их недоступными для воздействия 
большего числа препаратов, применяемых для лече-
ния опухоли. Анатомическая и функциональная обо-
собленность ЦНС, обеспечиваемая ГЭБ, также препят-
ствует полноценному функционированию иммунной 
системы в нервной ткани [53]. Не менее важным для раз-
вития ДВККЛ в ЦНС представляется и избегание лим-
фомными клетками иммунного надзора, что может 
быть вызвано как генетическими нарушениями в ме-
ханизмах презентации антигена, так и прямым подав-
лением иммунитета путем экспрессии иммуносупрес-
сивных молекул.

Таким образом, иммунонаправленная терапия 
и нацеливание на сигнальные каскады BCR-NF-κB 
и JAK-STAT являются наиболее перспективными на-
правлениями лечения ДВККЛ в момент клинической 
манифестации рецидива и санации ЦНС от опухоле-
вых клеток еще на досимптомных этапах.
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