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ДАGII – диффузная астроцитома Grade II
AАGIII – анапластическая астроцитома Grade III
ОДГGII – олигодендроглиома Grade II
АОДГGIII – анапластическая олигодендроглиома GIII
ГБGIV – глиобластома GIV
ЗТ – злокачественная трансформация
БРВ – безрецидивная выживаемость
ОВ – общая выживаемость
ХТ – химиотерапия
ЛТ – лучевая терапия
ХЛТ – химиолучевая терапия
TMZ – темозоломид
БЕВ – бевацизумаб
ИРИ – иринотекан
ГМ – головной мозг
ВЧД – внутричерепное давление


[bookmark: _Toc419408691][bookmark: _Toc9031256][bookmark: _Toc9250587]Введение
[bookmark: _Toc9031257][bookmark: _Toc9250588]Актуальность проблемы 
На данный момент хирургический метод является господствующим в лечении таких нейроэндокринных опухолей, как глиомы головного мозга, и можно констатировать, что несмотря на возможности современной нейрохирургии, подавляющее большинство опухолей склонно к рецидивированию, которое с высокой долей вероятности сопровождается злокачественной трансформацией первичного новообразования. Данная тенденция наблюдается повсеместно и существенно ухудшает прогноз пациентов с этой патологией, несколько нивелируя прогностическое значение гистологической структуры опухоли в связи с высокой частотой последующей трансформации. Кроме того, современные стандарты и рекомендации по лекарственному лечению глиом головного мозга не имеют четкой доказательной базы и зачастую противоречат друг другу, основываясь на небольшом числе исследований. На нынешнем этапе развития нейроонкологии не существует четких маркеров и предикторов лекарственного лечения опухолей головного мозга, а действующие стандарты не всегда позволяют добиваться эффективных терапевтических результатов. Наряду с проблемами стратегии лечения обращает на себя внимание отсутствие прогностических маркеров течения глиальных опухолей головного мозга, как клинических, так и молекулярно-генетических факторов, позволяющих так или иначе предсказать вероятность рецидивирования и злокачественной трансформации.
[bookmark: _Toc9031258][bookmark: _Toc9250589]Цель исследования:
Определить клинические и молекулярно-генетические характеристики глиом головного мозга до и после их злокачественной трансформации
[bookmark: _Toc9031259][bookmark: _Toc9250590]Задачи исследования: 
1. Изучить частоту встречаемости молекулярно-генетических маркеров (мутаций в генах IDH1, IDH2, ко-делеции 1p19q, уровней экспрессии генов: MGMT, VEGF, PDGFR, TP, c-kit) в ДАGII, ААGIII, ОДГGII и АОДГGIII
2. Определить частоту злокачественной трансформации глиом GII/GIII
3. Выявить группы риска злокачественной трансформации у больных с глиомами GII/GIII в зависимости от клинических и молекулярно-генетических аспектов с целью оптимизации тактики лечения
4. Оценить изменения уровней экспрессии генов MGMT, VEGF, PDGFR, TP, c-kit после злокачественной трансформации глиом GII/GIII 
5. Выявить зависимость длительности безрецидивной и общей выживаемости от наличия мутации в генах IDH1 и IDH2, ко-делеции 1p19q, проводимого лечения и уровня экспрессии генов MGMT, VEGF, PDGFR, TP, c-kit. 
6. Провести сравнительную морфо-генетическую характеристику опухолей при их злокачественной трансформации

[bookmark: _Toc9031260][bookmark: _Toc9250591]Теоретическое значение исследования:
В рамках данного исследования было проанализирована молекулярно-генетическая картина нейроэпителиальных опухолей с учетом их биологической гетерогенности, произведена оценка экспрессии основных генов, характерных для данных опухолевых подтипов как до рецидива и злокачественной трансформации, так и после. Была проанализирована частота рецидивирования и злокачественной трансформации нейроэпителиальных опухолей на примере популяции г. Санкт-Петербурга, выявлены биологические и молекулярно-генетические факторы риска злокачественной трансформации, оценены показатели выживаемости, такие как безрецидивная выживаемость и общая выживаемость и рассчитана возможная зависимость данных показателей от молекулярной структуры опухоли, тактики лечения и различных клинических факторов, а также была описана морфологическая характеристика новообразований головного мозга до и после их злокачественной трансформации. Данная работа дает представление об этиопатогенезе развития нейроэпителиальных опухолей, формирует понятие о комплексе изменений клинического, генетического и морфологического характера, сопутствующих такому распространенному и малоизученному событию, как злокачественная трансформация, что имеет несомненную теоретическую ценность для понимая природы этой группы новообразований.
[bookmark: _Toc9031261][bookmark: _Toc9250592]Практическое значение исследования: 
В ходе исследования было проанализировано влияние клинических и молекулярных факторов на злокачественную трансформацию нейроэпителиальных опухолей, что имеет очевидное практическое значение, так как позволяет стратифицировать опухоли головного мозга на этапе диагностики для установления приблизительного риска возможной малигнизации. Кроме того, была изучена взаимосвязь молекулярно-генетических и клинических факторов и показателей выживаемости, что позволяет вывести возможные прогностические паттерны общей и безрецидивной выживаемости ещё на уровне обследования первичной опухоли. Немаловажным также представляется тот факт, что в рамках работы была оценена корреляция показателей выживаемости и терапевтического подхода, на основе чего можно указать предпочтительные с точки зрения более благоприятного прогноза лекарственные тактики и, наоборот, нежелательные для нейроэпителиальных опухолей лечебные стратегии. В дополнение к этому была проанализирована эффективность исследования определенных молекулярно-генетических маркеров в качестве предикторов лекарственного лечения и была выявлена корреляция экспрессии тех или иных генов и терапевтического ответа на определенные фармакологические средства. Вышеупомянутые этапы проведенной работы обладают практическим значением и способны оказать положительное влияние на лечебный подход к нейроэпителиальным опухолям.
[bookmark: _Toc419408692][bookmark: _Toc9031262][bookmark: _Toc9250593]Глава 1. Обзор литературы
1.1. [bookmark: _Toc9031263][bookmark: _Toc9250594]Современные представления об определении и классификации нейроэпителиальных опухолей
Нейроэпителиальные опухоли – это гетерогенная и крупная группа новообразований, входящая, наряду с опухолями из оболочек мозга и черепных и спинальных нервов в обширный класс первичных опухолей центральной нервной системы. Все нейроэпителиальные опухоли объединяет их происхождение из нейроэктодермальной ткани, во взрослом организме существующей в ЦНС и головном мозге в частности. Глиомы, т.е., опухоли имеющие гистологические сходства с нормальными глиальными клетками (астроцитами, олигодендроцитами, эпендимиоцитами), составляют подавляющее большинство встречаемых в практике нейроэпителиальных опухолей [2], однако многообразие и многогранность различных новообразований ЦНС на протяжении десятилетий обуславливало актуальность и создавало трудности в создании рациональной и не перегруженной классификации данных нозологий.
Первая попытка создания единой классификации опухолей ЦНС датируется 1926 годом, когда по системе Бейли и Кушинга новообразования мозга были впервые разделены по гистологическим признакам на глиальные и происходящие из оболочек мозга [3]. В 1949-1950-х годах система была несколько модифицирована Керноганом и Рингерцем [4], что и послужило основой для создания первой классификации ВОЗ, что была представлена в 1979 году и пересматривалась четырежды. Именно последняя редакция классификации опухолей ЦНС ВОЗ, опубликованная в 2016 году, является на данный момент ведущей и эталонной, и именно на ней базируется современная нейроонкология (Приложение 1) [5]. Классификация 2016 года заслуженно считается революционной, т.к. впервые за всю историю изучения опухолей ЦНС в основу положено не только гистологическое строение того или иного новообразования, но и его молекулярно-генетическая характеристика [6]. Основными нововведениями этой классификации стало появление диффузных глиом разной степени злокачественности с мутацией в гене IDH и без нее; глиомы с наличием или отсутствием ко-делеции 1p19q; диффузная глиома средней линии с мутацией К27М в гене Н3; анапластическая плеоморфная ксантоастроцитома и эпителиоидная глиобластома. При этом в случае глиом наиболее значимыми являются такие молекулярные маркеры, как наличие/отсутствие мутации IDH и ко-делеции 1p19q – именно от этих генетических факторов зависит окончательный диагноз, до этого ограниченный морфологическим исследованием и гистологической оценкой (рис. 19). 
Так, диффузные глиомы (астроцитарных и олигодендроглиальных – самых распространенных нейроэпителиальных опухолей) с мутацией IDH считаются опухолями с более благоприятным прогнозом, хоть морфологические опухоли первой и второй группы совершенно неотличимы. То же касается наличие ко-делеции 1p19q. 
При этом новая классификация сохранила привычное разделение опухоли по степени дифференцировки (grade): медленно растущие глиомы соответствуют grade I (пилоцитарная астроцитома, субэпендимома, ганглиоцитома и т.п.) и grade II (диффузная астроцитома, олигодендроглиома, эпендимома и проч.) и исторически обозначаются, как low-grade глиомы, или глиомы низкой степени злокачественности, в то время, как глиомы, прогрессирующие с более высокой скоростью, обозначаются как high-grade глиомы, или глиомы высокой степени злокачественности – этому подтипу соответствуют grade III (анапластическая астроцитома, анапластическая олигодндроглиома) и grade IV опухоли (глиобластома, диффузная глиома средней линии, медуллобластома). При этом ВОЗ рекомендует избегать термина «low-grade глиома», т.к. этот термин объединяет довольно различные по биологической структуре, тактике лечения и прогнозу опухоли [7]. К примеру, диффузная астроцитома GII и пилоцитарная астроцитома GI имеют множество отличий, хоть и относятся обе к low-grade. Опухоли с более высокой дифференцировкой, соответственно, имеют позитивный прогноз и лучшие показатели выживаемости.
Разделение опухолей по различному «grade» с появлением новой классификации несколько ушло на второй план но сохранило свою актуальность и значимость, существуя как бы параллельно с молекулярно-генетической характеристикой той или иной опухоли. Сама по себе grade-классификация основывается на таких признаках, как: клеточная атипия, анаплазия, митотическая активность, наличие микроваскулярной пролиферации и некрозов [8]. Так, для Grade I опухолей характерна низкая пролиферативная активность, отсутствие выраженной атипии, индекс Ki-67, равный 1-3%. Напротив, для Grade IV опухолей характерна ядерная атипия, митозы, пролиферация эндотелия сосудов, некроз, инфильтрация окружающих тканей и индекс Ki-67 равный 15-20% [9].
В данном исследовании все опухоли диагностированы в соответствии с классификацией ВОЗ 2016 года, с учетом всех молекулярно-генетических критериев. Наряду с этим целесообразным является указание степени дифференцировки той или иной опухоли, позволяющее осуществлять быструю и четкую градацию новообразований по их морфологии, патогенезу и прогнозу.

Рисунок 19. Алгоритм постановки диагноза глиальных опухолей ЦНС в соответствии с классификацией ВОЗ (2016) [5.6]

1.2. [bookmark: _Toc9031264][bookmark: _Toc9250595]Эпидемиология нейроэпителиальных опухолей
Как уже было указано, среди первичных опухолей ЦНС у взрослых преобладают глиомы и менингиомы, составляя более двух третей от общего числа новообразований данной локализации [10]. В связи с тем, что в данном исследовании будут рассматриваться только глиальные опухоли, целесообразным является эпидемиологический анализ именно этой патологии.
Наиболее полной и качественной статистической базой заболеваемости первичными опухолями ЦНС является Центральный регистр опухолей мозга США (CBTRUS), архив которого пополняется с 1992 года. Данный регистр собирает информацию с 12 государственных онкологических баз данных [11]. Так, только в 2012 году в США было диагностировано более 60 000 первичных опухолей ЦНС, из которого 30% составляют глиомы различной степени злокачественности. Всего с 2011 по 2015 годы было диагностировано 388 786 опухолей [1]. В период времени с 2000 по 2014 годы в США среди всех опухолей ЦНС было обнаружено 28% глиом, из которых астроцитомы составляют 26%, а глиобластомы – 65%. При этом у молодых американцев (15-19 лет) глиомы составляют также 27%, но астроцитомы среди них занимают 81%, 6% - олигодендроглиомы и 13% - глиобластомы [12]. В целом заболеваемость первичными опухолями головного мозга в США составляет 29,9 на 100 000 человек у взрослых, приблизительно треть опухолей – злокачественные (т.е., имеющие grade III-IV), остальные две трети – доброкачественные или пограничные (grade I-II) [13]. Наиболее распространенными первичные опухоли ЦНС в США являются менингиомы, опухоли шишковидного тела, глиобластомы, доброкачественные опухоли оболочек мозга и другие (рис. 20). Среди глиальных опухолей преобладают глиобластомы, диффузные астроцитомы, анапластические астроцмитомы, олигодендроглиомы, эпиндимомы, пилоцитарные астроцитомы и другие (рис. 21).  [12]. Согласно американским данным, диагноз «low-grade glioma», соответствующий GI-II глиомам, ставится каждому восьмому человеку с опухолью мозга (учитываются в т.ч. вторичные метастатические опухоли) [17]. 

Рисунок 20. Эпидемиология первичных опухолей ЦНС в США (2000-2014 годы) (%) [12]

Рисунок 21. Эпидемиология глиальных опухолей в США (2000-2014 годы) (%) [12]
В Великобритании каждый год около 4400 человек получают диагноз злокачественной опухоли мозга [28]. В Российской Федерации с 2007 по 2017 годы было диагностировано 84 239 случаев первичных опухолей ЦНС, 41 927 у мужчин, и 42 312 у женщин. Примечательно, что заболеваемость опухолями ЦНС в РФ растет и за последние десять лет увеличилась с 6262 случаев в 2007 году до 8844 – в 2017 году [13]. Несмотря на то, что опухоли головного мозга составляют около 2% от общего количества регистрируемых новообразований, они обладают непропорционально высоким процентом смертности. Так, смертность от первичных опухолей ЦНС в США составляет 4,4 на 100 тысяч человек. 5-летняя выживаемость так же демонстрирует низкие значения и составляет около 35% для злокачественных опухолей головного мозга (30% для анапластической астроцитомы GIII и 5.6% для глиобластомы GIV) [12, 14]. Общая выживаемость пациентов со злокачественными опухолями не сильно изменилась за последние 50 лет, однако показатели выживаемости разнятся, и для различных гистологических типов и возрастов пациентов эти показатели всё же изменились, несколько увеличившись для глиом GI-II. С 1975 по 1975 год несколько возросла выживаемость пациентов моложе 65 лет, чего нельзя сказать о пациентах из более старшей группы [15]. Для глиобластомы прогресс за последние 30 лет оказался незначительным, хотя, к примеру, выживаемость при медуллобластоме возросла на 20% в период с 1970 по 1980 годы. На основе эпидемиологических данных выделилась группа благоприятных прогностических факторов при первичных опухолях ЦНС: к ним можно отнести: молодой возраст, хороший соматический статус, высокодифференцированная опухоль, и другие, менее значимые – отсутствие когнитивных симптомов, локализация опухоли в полушариях, небольшой предоперационный объем опухоли, возможность проведения радикального хирургического вмешательства и другие [16].
Большинство первичных опухолей ГМ спорадические и не имеют идентифицирцемых факторов риска. Исключение составляют ионизирующее излучение и относительно редкие генетические синдромы, такие как нейрофиброматоз и с. Ли-Фраумени (обусловлен мутациями в гене ТР53, значительно повышает риск развития сарком, РМЖ, опухолей ГМ, лейкозов и т.д) [18].
Злокачественные глиомы головного мозга встречаются несколько чаще у мужчин, чем у женщин (7,2 против 5,1 на 100 000 населения) [12]. В РФ эти показатели равны 4,7 против 3,4 соответственно [13]. Мужчины несколько чаще заболевают злокачественными опухолями ЦНС, однако если рассчитывать общее число первичных опухолей ЦНС, то процент мужчин (42%) и женщин (58%) меняется в пользу последних, что, вероятно обусловлено тем фактом, что женщины несколько чаще заболевают менингиомами [10]. 
Возрастной пик заболеваемости приходится на 50 лет, и процент молодых и людей среднего возраста явно преобладает в эпидемиологии первичных опухолей ЦНС, особенно если проводить параллель с другими онкологическими нозологиями. Однако данные аутопсий говорят о том, что с возрастом вероятность заболевания возрастает, несмотря на явное возрастное превалирование [19]. В Европе пик заболеваемостью глиомами приходится на возрастной диапазон 55-74 года, после 75 лет заболеваемость не возрастает [21]. В России пик заболеваемости первичными опухолями ЦНС приходится на возраст 60-64 лет [15]. Имеется некоторая зависимость подтипов глиальных опухолей и возрастных паттернов – так, максимальная заболеваемость астроцитомами GII-GIII приходится на промежуток с 45 до 55 лет, когда встречаемость глиобластомы выходит в максимальные значения с 75 до 84 лет. Известно, что глиобластома практически не встречается до 20 лет, но после 45 лет заболеваемость ею начинает резко возрастать [20]. У молодых людей в США (15-19 лет) глиомы встречаются в 27% от всех первичных опухолей ЦНС, 81% из них - астроцитомы; 13% - глиобластомы, 6% - олигодендроглиомы [12]. Среди детей эпидемиологическая характеристика совершенно другая – среди опухолей ЦНС преобладают дизэмбриональные, медуллобластомы и т.п. 
Представители европеоидной расы заболевают чаще афроамериканцев, это касается всех гистологических типов опухоли. Однако менингиомы, опухоли эпифиза и краниофарингиомы чаще встречаются у представителей негроидной расы. В целом, злокачественные опухоли статистически реже встречаются среди азиатов и американских индейцев [14].
1.3. [bookmark: _Toc9031265][bookmark: _Toc9250596]Обзор клинических проявлений, характерных для нейроэпителиальных опухолей 
Наиболее частой локализацией нейроэндокринных опухолей является именно головной мозг, кроме того, в рамках данного исследования рассматриваются исключительно опухоли головного мозга, следовательно, симптомам, характерным для внутримозговых опухолей будет посвящен этот раздел. Пациенты с опухолями мозга могут предъявлять как генерализованные, так и локальные симптомы, или, что реже, не предъявлять никаких жалоб [22]. Отмечено, что симптомы метастазов в ГМ или первичных злокачественных опухолей прогрессируют с каждым днем или неделей, в том время как low-grade глиомы могут давать стабильную симптоматику в течение нескольких месяцев или даже лет. Отсутствие симптомов или слабо выраженная симптоматика более характерно для low-grade глиом или маленьких опухолей без интенсивного окружающего отека.
Наиболее распространенными симптомами нейроэпителиальных опухолей головного мозга являются: головная боль, судороги, повышение ВЧД и группа локальных проявлений. Каждая группа симптомов имеет свои особенности и требует отдельного рассмотрения.
ГОЛОВНАЯ БОЛЬ
С головной боли наиболее часто манифестируют опухоли ГМ и это является ведущим симптомом у около половины пациентов. Головная боль, как правило, имеет тупой и постоянный характер, иногда пульсирующий. 40-80% головных болей проявляются по типу головных болей напряжения, около 10% маскируются под мигрени [23]. Чаще боли двухсторонние, боль на стороне поражения встречается реже. Пациенты могут отмечать ухудшение головной боли после смены положения тела, кашля, чихания, при проведении маневра Вальсальвы (попытка сделать резкий выдох при зажатых рте и носе). Это обусловлено повышением ВЧД. Головные боли могут усиливаться ночью и способны разбудить пациента. Ночные боли обусловлены повышением парциального давления СО2 во время сна [24]. Навести на мысль об опухоли головного мозга может прогрессирование боли, утренняя тошнота и рвота, негативная динамика характера головной боли или нарушения, выявленные при неврологическом осмотре.
СУДОРОГИ
Фокальные судороги - это один из наиболее встречаемых симптомов первичных или метастатических опухолей ГМ. Судороги встречаются у 50-80% пациентов с первичными опухолями ГМ и у 10-20% пациентов с метастатическими опухолями. Примечательно, что low-grade опухоли вызывают судороги чаще, чем high-grade [22]. Клинические проявления фокальных судорог зависят от локализации опухоли. Так, локализация в лобной доле обусловливает тонико-клонические судороги, в париетальной доле - расстройства зрения. Опухоли височной доли дают наиболее сложную картину - припадки могут сопровождаться нарушениями вкуса, обоняния, симптомами нарушения работы ЖКТ. Судороги, вызванные опухолью, как правило, стереотипны и повторяются в точности. Иногда судорогам предшествует аура, после приступа наблюдается усталость и сон, реже - постиктальный парез (т.н. паралич Тодда). Фокальные припадки со временем могут перерасти в генерализованные тонико-клонические судороги. Опухоли ГМ могут привести к эпилептическому статусу [25]. Судороги следует дифференцировать от синкопальных явлений, обусловленных повышением ВЧД. Судороги, вызванные опухолью, лечат противосудорожными препаратами, а повышение ВЧД контролируется приемом глюкокортикоидов.
ЛОКАЛЬНЫЕ ПРОЯВЛЕНИЯ
Локальные проявления вариабельны и зависят от локализации опухоли. Симптомы могут быть вызваны местным разрушением тканей, поражением соседних структур, вазогенным отеком и т.д. Симптомокомпекс представлен слабостью, сенсорными нарушениями, афазией, визуальными, пространственными и когнитивными нарушениями.
Мышечная слабость зачастую сопровождает пациентов с опухолями мозга. Изначально слабость может быть незначительной. Мышечная слабость более выражена в мышцах-сгибателях на нижних конечностях и в мышцах-разгибателях на верхних конечностях. Мышечная слабость хорошо купируется глюкокртикоидами, особенно при локализации опухоли вблизи моторной коры или восходящих трактов - если человек хорошо отвечает на ГКС, значит, слабость была вызвана отеком, а не инвазией [26 ]. 
Нарушения кортикальных функций - графестезии и стереогнозиса - могут развиться у пациентов, опухоль которых вовлекает первичную сенсорную кору. Нарушения зависят от локализации опухоли и могут выражаться нарушениями ориентации в пространстве или координации.
Афазия может быть различной выраженности или типа и характерна для поражения левого полушария (у правшей). Опухоли вблизи прецентральной извилины обычно вызывают моторную афазию, в то время как локализации опухоли в районе постцентральной извилины чаще приводит к сенсорной афазии. При локализации опухоли вблизи париетальной доли и таламуса наблюдаются нарушения речи.
Визуальные и пространственные нарушения: при локализации опухоли вблизи хиазмы наблюдается битемпоральная гемианопсия, реже - односторонняя гемианопсия или центральная скотома [29]. 
Когнитивные нарушения могут включать в себя нарушения памяти, настроения, личностные изменения. Как правило симптоматика слабая. Пациенты часто жалуются на отсутствие энергии, слабость, тягу ко сну, потерю интереса к ежедневной деятельности. Они могут стать депрессивными, их действия приобретают однообразность. Как правило, опухоль-опосредованные когнитивные нарушения выявляются ретроспективно в силу своей неспецифичности и крайне редко служат толчком к диагностике опухоли [30].
ПОВЫШЕНИЕ ВНУТРИЧЕРЕПНОГО ДАВЛЕНИЯ
Как правило, развивается из-за нарушения циркуляции ликвора и последующей гидроцефалии той или иной степени выраженности. Симптомы могут быть рне выражены, но чаще включают классическую триаду (головная боль, тошнота, отек зрительного нерва). Тошнота и рвота не являются достоверными диагностическими критериями, так как часто сопровождают головную боль и при других заболеваниях, таких как мигрень. Опорным элементом может служить то, что неврогенная тошнота часто сочетается с другими симптомами неврологического дефицита. При значительном объеме опухоли толерантность мозга к перепадам ВЧД снижается. и даже небольшое повышение объема ликвора может привести к резкому повышению ВЧД. Значительные повышения ВЧД ведут к обморокам или синкопальным состояниям по типу тонико-клонических судорог [27]. 
1.4. [bookmark: _Toc9031266][bookmark: _Toc9250597]Основные аспекты диагностики нейроэпителиальных опухолей различных типов
Спектр диагностических методов в случае нейроэпителиальных опухолей, в том числе, глиом головного мозга, очень широк и многообразен. Условно можно разделить методы диагностики на три категории: инструментальные, морфологические и молекулярно-генетические.
К основным инструментальным методам диагностики  глиальных опухолей ГМ можно отнести: компьютерную томографию, магнитно-резонансную томографию, позитронно-эмиссионную томографию и другие, менее востребованные методы. 
КТ головного мозга является классическим методом, уступающим в степени визуализации МРТ, и, в первую очередь, полезным для диагностики острых состояний, таких как геморрагические осложнения и отек мозга. Чувствительность КТ с внутривенным контрастированием составляет 65%, специфичность - 72%. КТ рекомендуется использовать при недоступности МРТ или наличии противопоказаний к проведению магнитно-резонансной томографии. Кроме того, КТ может быть рекомендована, если кальцификация затрудняет визуализацию опухоли на МРТ [31]. При проведении КТ головного мозга в случае наличия опухоли будет визуализироваться объемное гипоинтенсивное образование; захват контрастного вещества при этом коррелирует со степенью дифференцировки опухоли, гиперинтенсивные участки и кальцификация наблюдаются при злокачественных опухолях, в случае глиобластом возможны кровоизлияния и некрозы [32]. 
МРТ головного мозга с контрастированием является «золотым стандартом» неинвазивной диагностики первичных опухолей головного мозга. Метод магнитно-резонансной томографии обладает максимальной специфичностью относительно других неинвазивных способов постановки диагноза. Глиальная опухоль при МРТ визуализируется как гипотинтенсивная область в Т1-режиме или гипертинтенсивная в Т2-режиме, реагирующая на введение контраста различным образом в зависимости от клеточной дифференцировки опухоли. GI-II глиомы обычно визуализируются в Т2-режиме как гиперинтенсивные, увеличивающиеся в динамике опухоли, вовлекающие кору и подлежащее белое вещество ГМ. Отек не характерен. Большинство таких глиом слабо поглощают контрастное вещество, но это не должно служить определяющим фактором при диагностике. Кальцификация обнаруживается не во всех опухолях и совершенно не специфична для олигодендроглиом. Большинство low-grade глиом у взрослых развиваются в полушариях ГМ или в таламусе. Глиомы ствола ГМ более характерны для детей [33]. Злокачественные глиомы GIII-IV, как правило, представляют собой гипоинтенсивное образование в Т1-режиме, гетерогенно и активно поглощающее контрастное вещество. Собственно опухоль следует отграничивать от гипоинтенсивного сигнала отека ткани ГМ, характерного для злокачественных опухолей. Отек сосудистого генеза проявляется в Т2 режиме как гиперинтенсивный участок. Для глиобластом характерен плотный ободок вдоль краев опухоли с пустотой в центре, обусловленной некрозом или кистозными изменениями. О высокой степени злокачественности также говорит увеличение кровотока и объема перфузии, кровоизлияния в поле опухоли [22].
Для неинвазивного определения дифференцировки опухоли применяются спетроскопическая МРТ головы с использованием N-ацетил-аспартата, холина, отношения холина и креатина и т.п. Подобные методы с высокой достоверностью помогают установить степень злокачественности новообразования.
Главным диагностическим методом в случае опухолей головного мозга является, без сомнения, морфологическое исследование. Для получения материала, как правило, применяется стереотаксическая биопсия головного мозга. Современные технологии позволили сделать данную процедуру значительно менее травматичной, чем несколько десятилетий назад, при этом степень специфичности метода лимитируется только особенностями самой опухоли – явление опухолевой гетерогенности встречается в большинстве опухолей мозга и зачастую способствует получению ложных данных [34]. Морфологические исследование является основным и, согласно канонам онкологии, единственным методом верификации диагноза нейроэпителиальной опухоли вне зависимости от ее гистологической структуры. В наше время гистологические методы дополняются молекулярно-генетическими исследованиями, чего требует современный классификационный подход, однако ценность микроскопии по сей день неоспорима и чрезвычайно значительна. На данном этапе развития нейроонкологии основа классификации глиом - это световая микроскопия. В последние годы наряду с ней используется ИГХ, молекулярное тестирование, электронная микроскопия и генетические тесты. В настоящее время приветствуется использование многоуровневых интегрированных диагнозов. Такой системы придерживается и ВОЗ, и рекомендации Международного общества по невропатологии Гарлема [35]. Диффузные астроцитарные и олигодендроглиальные опухоли - это те образования, по отношению которых новая классификация максимально отличается от предыдущих редакций: они классифицируются на основе IDH-статуса наряду с некоторыми другими ключевыми молекулярно-генетическими маркерами.
Каждый морфологический подтип опухолей ЦНС имеет свои особенности, из общих признаков можно выделить следующее: для астроцитом характерны клетки с удлиненными или неправильными гиперхромными ядрами и т.н. глиальным фибриллярным кислотным белком (GFAP) в цитоплазме. Олигодендроглиомы визуализируются как клетки с округлыми ядрами, перинуклеарным гало, кальцификацией и тонкими, ветвящимися сосудами [36]. Для ААGIII и АОДГGIII характерны ядерная атипия и повышенная митотическая активность. Определяющими признаками глиобластомы GIV являются микроваскулярная пролиферация и некроз. Стоит отметить, что, согласно современному гистопатологическому подходу, прогностическая сила и оценка злокачественности опухолей гистологическим методом проигрывает в достоверности молекулярным аналогам.
Далее имеет смысл обозначить ведущие морфологические признаки основных подтипов глиом головного мозга в соответствии с классификацией ВОЗ.
ДИФФУЗНАЯ АСТРОЦИТОМА GII IDH+
Данный тип значительно чаще обнаруживается в полушариях ГМ. Клетки ДАGII выглядят как диффузно-инфильтративные астроцитарные опухолевые массы с повышенной клеточностью и атипией, но без митозов, пролиферации эндотелия или некроза. Опухоли этого подтипа способны к прогрессии в более злокачественные классы со средней выживаемостью 11 лет [37]. Из троих гистопатологических вариантов диффузной астроцитомы, которые диагностировались раньше (фибриллярная, протоплазматическая и гемистоцитарная) сейчас остались только гемистоцитарная [38]. Гемистоцитарная астроцитома состоит из многочисленных крупных, плотно упакованных и глобоидных клеток-гемистоцитов. Есть исследования, что гемистоцитарные опухоли определяют худший прогноз по сравнению с другими ДА и более ассоциированы со злокачественной трансформацией.
Диффузные астроцитомы GII с IDH дикого типа морфологически ничем не отличаются от IDH+ опухоль, однако есть исследования, согласно которым для IDHwt ДАGIII характерен высокий уровень глиоматозов [2]. 
АНАПЛАСТИЧЕСКАЯ АСТРОЦИТОМА GIII IDH+
Опухоли этого подтипа отличаются более высокой клеточностью, выраженной ядерной атипией и гиперхромазией, митозами, но без пролиферации эндотелия и некрозов. Некоторые АА имеют в своем составе больше гемистоцитарных клеток, а некторые диффузные по составу. Прогноз, в зависимости от наличия IDH-мутации, колеблется от трех до пяти лет. Определенное подмножество IDH+ опухолей имеет более хороший прогноз, стремящийся к 10 годам [37]. Примечательно, что IDHwt ААGIII имеет больше морфологических сходств с глиобластомой и патогенетически обладают более агрессивным течением. 
ГЛИОБЛАСТОМА GIV IDH-wild-type
Наиболее распространенная злокачественная первичная опухоль ГМ у взрослых. Преобладает по отношению к IDH+ глиобластомам, составляя около 90% опухолей. Считается, что для IDH+ опухолей менее характерен палисадный некроз и более характерны клетки, имеющие сходство с олигодендроцитами, кроме того, во нескольких исследованиях IDH+ глиобластомы указаны, как более прогностически благоприятные [39]. Гистологически глиобластомы выглядят как плотноклеточные, плеоморфные, с митотической активностью, микрососудистой пролиферацией и некрозом. Исторически глиобластомы делят на гигантоклеточную глиобластому, глиосаркому и эпителиоидную глиобластому (последняя характеризуется V600E мутацией, поверхностным расположением, молодым возрастом и плохим прогнозом). Прогноз при глиобластомах в целом неблагоприятный, выживаемость обычно составляет менее двух лет [40]. 
ОЛИГОДЕНДРОГЛИОМА IDH+ 1p19q+ GII
Гистологически олигодендроглиотические клетки напоминают круглые ядра с перинуклеарными ореолами (по аналогии с “жареным яйцом”) и имеют остро развлетвленный (проволочный) капиллярный паттерн. Олигодендроглиомы - это диффузно инфильтрирующие опухоли, обычно поражающие белое вещество и кору, чаще локализующиеся в лобных и височных долях [36]. 
АНАПЛАСТИЧЕСКАЯ ОЛИГОДЕНДРОГЛИОМА IDH+ 1p19q+ GIII
Данный подтип характеризуется повышенной клеточностью, плеоморфизмом, высокой скоростью митоза и микрососудистой пролиферацией.
Ранее АОДГGIII ассоциировались с более короткой медианой выживаемости по сравнению с GII ОДГ. Сейчас считается, что прогностическая значимость GII ОДГ по сравнению с GIII менее важна, чем считалось раньше [41]. 
ПИЛОЦИТАРНАЯ АСТРОЦИТОМА GI
Медленно растущие, хорошо отграниченные опухоли, обычно являющиеся кистозными по структуре. Встречаются чаще у детей или молодых людей. Чаще всего возникают в полушариях мозжечка и вокруг третьего желудочка, но также встречаются в полушариях [42]. Гистологически пилоцитарные астроцитомы напоминают фибриллярные астроцитомы, но умеют удлиненные клетки с длинными отростками, образующие плотный фибриллярный фон, чередуемый с участками рыхлого и бедноклеточного вида. Характерные розентальные волокна являются хорошим патологическим признаком.  Пилоцитарные астроцитомы часто имеют тандемную дупликацию хромосомы 7q34, связанную с геном слияния BRAF-KIAA, вплоть до 60-80%. Некоторые пилоцитарные астрцоцитомы, особенно супратенториальные, могут иметь V600E мутации. Пилоцитарные астроцитомы, ассоциированные с нейрофиброматозом I типа, лишены этих мутаций [43].
1.5. [bookmark: _Toc9250598]Молекулярно-генетические маркеры, связанные с этиологией и патогенезом нейроэпителиальных опухолей
В предыдущих разделах данной работы неоднократно указывалось, что в диагностике и прогнозировании течения опухолей ЦНС приоритетное значение отдается именно молекулярно-генетическому исследованию, от которого напрямую зависит лечебная тактика и предполагаемые риски и осложнения. Понимание молекулярной природы новообразований головного мозга значительно возросло за последние два десятилетия и позволили получить представление о биологических основах формирования и прогрессирования опухолей. Некоторые из этих молекулярных паттернов могут представлять собой потенциальные мишени для лекарственной терапии, что только приумножает их ценность [49]. Далее будут рассмотрены основные генетические и молекулярные аспекты диагностики опухолей головного мозга.
Главным генетическим маркером глиальных опухолей являются IDH1-2 мутации в изоцитратдегидрогеназе типа 1 и 2. Соматические мутации изоцитратдегидрогеназы, влияющие на активные сайты фермента цикла Кребса, были впервые идентифицированы в 2008 году в рамках геномного анализа образцов опухолей глиобластомы человека. В дальнейшем это открытие было экстраполировано на глиомы различной степени дифференцировки, где его значение оказалось более внушительным [50]. Мутация IDH признана самым ранним генетическим событие в патогенезе развития глиальных опухолей. Это определяющий признак диффузных опухолей по новой классификации ВОЗ, доказан более благополучный прогноз IDH+ опухолей по сравнению с диким типом [44]. Исследование IDH методом ИГХ необходимо проводить на всех образцах диффузной глиомы для диагностических целей. Более того, этот тест также может помочь отличить инфильтрирующие астроцитарные клетки от реактивного глиоза [45]. Однако не все IDH мутации можно обнаружить методом ИГХ, встречаются неканонические мутации (от 10 до 20%), которые можно идентифицировать методами ДНК-секвенирования. Примером такой мутации служит IDH R132, часто наблюдаемая у пациентов моложе 55 лет [46]. Неканонические IDH-мутации чаще встречаются при олигодендроглиальных опухолях и опухолях ствола мозга [47]. Согласно некоторым рекомендациям, даже если у пациента моложе 55 лет с глиобластомой или диффузными глиомами ИГХ результаты IDH1 R132H негативны, рекомендуется секвенирование IDH1 (132 кодон) и IDH2 (172 кодон). Если такое исследование невозможно, к результату ИГХ добавляют NOS (“не указано другое”). Иногда банальные методы IDH типирования оказываются неэффективными, тогда становятся актуальными альтернативные молекулярные подходы к классификации (в том числе оценка ингибитора циклин-зависимой киназы 2А/В (CDKN2A/B) [55]. Мутация IDH ведет к накоплению 2-гидроксиглутарата, который можно обнаружить при магнитной спектроскопии, это - возможный диагностический и прогностический метод неинвазивного установления IDH-статуса, количество публикаций о котором растет с каждым месяцем [48].
Мутации IDH1-2 присутствуют в 50-80% астроцитарных и олигодендроглиальных опухолей GII-III и в 5-10% первичных глиобластом GIV [51]. Достоверно доказано, что мутации IDH связаны с более длительной ВБП и ОВ по сравнению с сопоставимыми опухолями дикого типа [52-54]. Среди IDH+ астроцитом различают три уровня экспрессии, каждый из которых в своей степени имеет более благоприятный прогноз по отношению к дикому типу. Согласно современной классификации ВОЗ, опухоли GII и GIII имеет смысл делить на три типа: опухоли с IDH+ и 1р/19q ко-делецией (хороший прогноз); опухоли с потерей ATRX-экспрессии (промежуточный прогноз); опухоли с IDH-диким типом (плохой прогноз) (наиболее характерно для ГЛБ и анапластической астроцитомы) [5, 6, 56].
1р/19q ко-делеция - делеция всего плеча 1р и 19q хромосом из-за несбалансированной транслокации между 1 и 19 хромосомами. Это предиктор хорошего терапевтического ответа и выживаемости среди пациентов с диффузной глиомой и олигоастроцитомой в связи с тем, что на данном участке находятся гены-супрессоры опухолевого роста [57]. 1р/19q ко-делеция встречается в подавляющем большинстве олигодендроглиальных и олигоастроцитарных опухолей (70-80%) и достаточно редко – в астроцитомах [5]. Исследование на 1р/19q следует проводить для всех олигодендроглиальных опухолей, однако это не обязательно, если опухоль IDH+, ТР53+ и ATRX+, или хотя бы IDH+. [58]. В большинстве лабораторий 1р/19q оценивается методом FISH, но иногда FISH бывает ложноположительным в случае частичной делеции. 1р/19q практически всегда сочетается с IDH [5, 6], поэтому подтверждение 1р/19q при отсутствии IDH должно вызывать определенные подозрения о гетерогенности опухоли. Это особенно важно потому, что неполная делеция 1p19q может сочетаться с более агрессивным течением опухоли. 
ATRX мутация в гене-регуляторе хроматина, в так называемом гене альфа-талассемии / синдрома умственной отсталости, сцепленным с Х-хромосомой, часто встречается при диффузных астроцитомах (70%) и является их молекулярным маркером. Как правило, данная мутация коррелирует с IDH1/2 и ТР53 и является взаимоисключающей с ко-делецией 1р/19q [5, 59]. Ген ATRX несет ответственность за поддержание целостности теломер в хромосомах глиальных клеток. О корреляции мутации ATRX с показателями выживаемости достоверных данных на этот момент нет.
ТР53 является одним из первых открытых генов-супрессоров опухолей и положительно коррелирует с IDH+. TP53 соответствует хромосоме 17p и кодирует белок p53, который играет важную роль в ряде клеточных процессов, включая остановку клеточного цикла, реакцию на повреждение ДНК и апоптоз. Инактивация гена TP53 происходит примерно в половине диффузных астроцитом, примерно в трети анапластических астроцитом и глиобластом [5, 60].  Однако мутация ТР53 не всегда специфична, так как р53 часто дает ложноположительный результат. Существуют исследования, согласно которым приобретенная мутация ТР53 может способствовать прогрессированию опухоли из-за повышения хромосомной нестабильности [61].
Н3 К27М мутация - характерна наряду с Н3F3А для диффузных глиом моста, таламуса и спинного мозга. Чаще встречается у детей, где ассоциированна с худшим прогнозом.
BRAF-мутации – широко известная в онкологии группа регуляторов клеточного цикла, характеризующая определенные разновидности глиом: KIAA1549-BRAF слияние наблюдается в 60-80% пилоцитарных астроцитом [62]. На FISH ее можно обнаружить, в виде дублирования 7q34 [5]. BRAF V600E встречаются в 60% полиморфных астроцитом, 20% ганглиоглиом и 10% пилоцитарных астроцитом [63]. В детских low-grade глиомах BRAF V600E свидетельствует о повышении риска рецидива [64].
PDGFR-а является рецептором альфа-лиганда гена PDGF, ассоциированного с пролиферацией и клеточным циклом. Данный ген экспрессируется в подавляющем большинстве диффузных астроцитарных опухолей, особенности степени экспрессии с точки зрения прогноза на данный момент не изучены [65].
Широко известна роль факторов роста эндотелия сосудов (VEGF) в патогенезе опухолей, в том числе, глиальных. Последовательность генетических событий, связанных с ангиогенезом, характерна для перехода от GII-III опухолей к GIV, что отражается в регистрируемой при световой микроскопии пролиферации сосудов и повышении экспрессии гена VEGF. Высокая экспрессия VEGF ассоциирована с агрессивным течением заболевания и плохим прогнозом, но положительно коррелирует с терапевтическим ответом на специфический ингибитор VEGF бевацизумаб, активно применяемый в различных областях онкологии. Считается, что физиологический ответ на гипоксию и повышенная транскрипция гена VEGF является одним из ранних факторов онкогенеза [69, 70].  
MGMT (06-метилгуанин-ДНК-метилтрансфераза) – это ген, кодирующий ядерный белок, играющий важную роль в репарации ДНК, вызываемых алкилирующими агентами. Данный ген является геном-супрессором опухолевого роста, его инактивация встречается примерно в 15% случаев злокачественных новообразований человека и 44-59% случаев GIII-IV глиом головного мозга [66]. Мутация MGMT определяет чувствительность опухоли к алкилирующим агентам, в частности, к темозоломиду, активно применяемому в лечении злокачесвенных глиом. Существует корреляция между высоким уровнем экспрессии MGMT и низким терапевтическим ответом опухоли на терапию темозоломидом, т.к. в случае интенсивной экспрессии растут процессы репарации ДНК опухолевых клеток [67]. Кроме того, есть исследования, согласно которым метилирование MGMT несколько снижает ОВ и повышает риск злокачественной трансформации опухолевых клеток [68].  
C-kit (CD117, SCFR) – это обозначение для мутации в гене KIT, рецепторе тирозинкиназы, играющем ведущую роль в клеточном росте и пролиферации. Наиболее часто данная мутация встречается в гастроинтестинальных стромальных опухолях, меланоме, костном мозге реже – в опухолях ЦНС [71]. Мутация c-kit является маркером терапевтического ответа на ингибитор CD117 иматиниб, применяемый при остром миелоидном лейкозе и меланоме. Крупных исследований эффекта терапии иматинибом при глиомах головного мозга не проводилось.
β-тубулин – один из структурных белков микротрубочек всех соматических клеток, являющийся мишенью для противоопухолевых препаратов (доцетаксел, паклитаксел, винкристин). Высокая экспрессия β-тубулина характерна для многих опухолей и ассоциирована с высокой стабильностью клеточного аппарата новообразования и недостаточным ответом на многие химиотерапевтические агенты [72]. 
1.6. [bookmark: _Toc9250599]Злокачественная трансформация нейроэпителиальных опухолей
Под злокачественной трансформацией глиальной опухоли подразумевается прогрессия низкозлокачественной (GI-II) глиомы в высокозлокачественную (GIII-IV), согласно классификации ВОЗ. Злокачественной трансформации со временем подвергается больше половины GII опухолей, при этом по данным литературы частота этого процесса значительно отличается и составляет от 20 до 72% с медианой времени до злокачественного перерождения опухоли от 2,7 до 5,4 лет [73-76]. Подобная разница в цифрах отчасти может быть связана и с отсутствием единого метода диагностики момента наступления трансформации. В части работ исследователи справедливо опирались на результаты повторной биопсии с пересмотром гистологических препаратов от второй операции, в других авторы ориентировались только на изменения в опухоли по данным КТ и МРТ. Кроме этого в некоторых публикациях подчеркивается важность признаков, которые могут играть определенную прогностическую роль, как то: возраст, размер опухоли, распространение ее на противоположное полушарие, степень циторедукции, присутствие «астроцитарного» компонента в опухоли по гистологическому заключению, наличие неврологического дефицита [73, 77]. Причем некоторые из этих признаков больше влияют на безрецидивный период, а другие на общую выживаемость [77]. В части исследований наличие «асторцитарного» компонента в опухоли признается прогностически неблагоприятным признаком для злокачественной трансформации, в другой - нет [73, 74, 78]. К сожалению, не во всех исследованиях размер опухоли рассматривался как один из ключевых факторов на пути к анапластической трансформации опухоли, который косвенно является показателем «давности» заболевания принимая во внимание быстроту истинного роста доброкачественной глиомы [73].
Изучается влияние ЛТ и ХТ на частоту и скорость возникновения злокачественной трансформации опухоли. Так в части исследований для ЛТ подобная зависимость не была выявлена [75, 76] в отличие от ХТ препаратами алкильной группы. Существует мнение, что ХТ темозоломидом способствует появлению в опухоли драйверных мутаций, которые приводят к злокачественной трансформации опухоли [79]. С другой стороны, назначение комбинированной терапии (ЛТ+ХТ) пациентам с высоким риском развития рецидива способствует увеличению медианы безрецидивной, и/или общей выживаемости при назначении или темозоломида, или PCV в качестве адьювантного лечения [80, 81]. Что касается влияния мутаций в генах IDH1/2 на риски злокачественной трансформации, то при однофакторном анализе наличие данной мутации способствовало более низкому риску смерти (р=0,0023) с одной стороны и статистически незначимому риску злокачественной трансформации (р=0.17) [68]. И только при совместном присутствии в опухоли мутации в генах IDH1/2 и метилированного промотора гена MGMT с мутацией в гене P53 данный молекулярный профиль опухоли имел значительно более высокие риски анапластической трансформации, чем при отсутствии данной мутации в гене IDH1/2 [68]. Любопытно то, что опухоли с IDH мутацией значительно чаще (в 3,5 раза) трансформируются в опухоли с анаплазией GIII, нежели во вторичную ГБGIV, в случаях отсутствия данной мутации, подобной зависимости выявлено не было [68]. Подавляющее большинство исследований по доброкачественным астроцитомам сконцентрированы на общей и безрецидивной выживаемости, а также выделении групп риска развития рецидива и крайне редко освещается частота злокачественной трансформации.
Ниже представлена сводная таблица исследований, посвященных злокачественной трансформации, с указанием основных критериев анапластического перерождения (табл. 11).
Таблица 11. Сводная таблица исследований, посвященных злокачественной трансформации глиом головного мозга
	Публикация
	Число пациентов
	ЗТ (%)
	Факторы, способствующие ЗТ

	Kamasak K., Ekici M.A., Gocmez C.,  et al. [82]
	67
	13,4%
	= Мужской пол
= Нерадикальная резекция
= Проведение лучевой терапии
= Накопление контраста
= Диффузная астроцитома

	Chul-Kee Park, Inho Park  et al [83]
	3
	100%
	У IDHmut опухолей:
= Мутация U2AF2
= Мутация ACF12
= Мутация ARID1A

	Jaeckle KA, Decker PA  et al [84]
	204
	42%
	= Астроцитарный тип опухоли
= Олигоастроцитарный тип опухоли

	Kaisorn L. Chaichana, Mattew J. McGirt  et al. [85]
	191
	23%
	= Высокий предоперационный объем опухоли
= Тотальная резекция
(относительно субтотальной)
= Астроцитарный тип опухоли

	Ittichai Sakarunchai, Rassamee Sangthong  et al. [86]
	77
	19,5%
	= Возраст более 40 лет
= Мужской пол
= Низкий индекс Карновского
= Накопление контраста
= Нерадикальное хирургическое вмешательство
= Отсутствие лучевой терапии в адъюванте
= Астроцитарный тип опухоли

	Tae-Young Jung, Shin Jung  et al. [87]
	86
	15%
	= Диффузное распространение опухоли
= Субтотальная резекция
= Гемистоцитарная астроцитома

	Rotta, Olivera  et al.  [88]
	43
	48%
	= Проведение адъювантной терапии темзоломидом

	Leu, Felten  et al. [68]
	210
	
	= IDHmut
= отсутствие ко-делеции 1p19q 

	Laura, Snyder  et al. [89]
	93
	22%
	= Нерадикальная резекция

	Bourdillon, Hlaihel  et al. [90]
	20
	30%
	= Высокое значение холин/креатин при МРТ
= отсутствие ко-делеции 1p19q 


	Turkoglu, Gurer et al. [91]
	63
	21%
	= Нерадикальная резекции
= Астроцитарный тип опухоли

	Juratli, Peitzch et al. [92]
	54
	
	= IDHmut (особенно при вторичной ГБ)

	Morshed, Han, Hervey-Jumper et al.  [93]
	26
	34.6%
	= Значительный объем опухоли до операции
= Нерадикальная резекция
= Отсутствие накопления контраста
= Отсутствие адъювантной терапии
= Диффузная астроцитома
= IDHmut

	Murphy, Leyrer, Parsons et al. [78]
	599
	20,7%
	= Пожилой возраст
= Мужской пол
= Выраженная симптоматика
= Монохимиотерапия в качестве адъювантной терапии
= Нерадикальная резекция
= Локализация опухоли в париетальной доле
= IDHmut
= IDHmut + MGMT + TP53

	Zhang, Chiang, Magge et al.  [94]
	68
	22%
	= Молодой возраст 
= Высокий объем опухоли

	Bashir, Brennum, Broholm et al. [95]
	42
	55%
	= Астроцитарный тип опухоли


Согласно различным исследованиям, посвященным данному вопросу, в качестве факторов риска злокачественной трансформации можно выделить следующие: мужской пол, нерадикальная резекция первичной опухоли, захват контрастного вещества по данным МРТ, высокий дооперационный объем опухоли, отсутствие адъювантной терапии, астроцитарный тип, мутация IDH1-2. Частота злокачественной трансформации, по данным литературы, составила 29%.


[bookmark: _Toc419408707][bookmark: _Toc9031267][bookmark: _Toc9250600]Глава 2. Материал и методы
[bookmark: _Toc419408708][bookmark: _Toc9031268][bookmark: _Toc9250601]2.1. Материал исследования
В данном исследовании проспективного типа приняло участие 94 пациента с морфологически установленным диагнозом «глиома головного мозга». Опухоли отличались гистологическим разнообразием и были представлены (в соответствии с классификацией ВОЗ):
- Диффузной астроцитомой GII – 29 случаев
- Анапластической астроцитомой GIII – 46 случаев
- Олигодендроглиомой GII – 5 случаев
- Анапластической олигодендроглиомой GIII – 14 случаев
Всем пациентам было проведено хирургическое лечение первичной опухоли в объеме радикальной резекции с последующей гистологической верификацией; дальнейшая лечебная тактика варьировала от наблюдения до адъювантной лучевой, химиолучевой и химиотерапии в зависимости от клинической базы и характеристик опухоли. В случае рецидива первичной опухоли пациентам проводилось повторное хирургическое лечение, либо, в случае, когда анатомические особенности расположения опухоли не позволяли провести операцию, стереотаксическая биопсия опухолевого материала с последующей верификацией и/или консервативное лечение.
Исследуемые пациенты проходили лечение в различных клинических базах г. Санкт-Петербурга, таких как НИИ нейрохирургии им. А.Л. Поленова, НМИЦ онкологии им. Н.Н. Петрова, ЛДЦ МИБС и др. в период времени с 2008 по 2018 год. 
[bookmark: _Toc419408709][bookmark: _Toc9031269][bookmark: _Toc9250602]2.2. Методы исследования
В рамках исследования были использованы различные методы: для получения данных о клинических характеристиках опухолей проводился анализ историй болезни, операционных протоколов, выписных эпикризов. Для диагностики размера и ориентировочной дифференцировки опухоли применялись методы ПЭТ/МРТ с контрастным усилением на всех этапах лечения. Для морфологической верификации применялись методы световой микроскопии послеоперационного материала, для определения мутаций IDH1-2 применялась ИГХ послеоперационного материала. Для исследования уровня экспрессии молекулярно-генетических маркеров применялась ПЦР гистологического материала в режиме реального времени на различных этапах лечения.
2.2. [bookmark: _Toc419408714][bookmark: _Toc9031270][bookmark: _Toc9250603]Статистическая обработка результатов
Для статистической обработки полученных данных исследования использовали пакет прикладных программ для статистического анализа GraphPad Software.
	Исследуемые выборки были предварительно проверены на подчинение закону нормального распределения с использованием критерия Колмогорова-Смирнова.
	Для оценки корреляции показателей выживаемости использовался метод множительных оценок Каплана-Майера, для вычисления риска злокачественной трансформации использовался многофакторный математический анализ и линейный анализ риска. 
	Результаты, полученные в ходе исследования, отражают тенденцию; для повышения точности и надежности данных результатов необходимо оптимизировать медиану наблюдения для более точной проспективной оценки.
[bookmark: _Toc419408715][bookmark: _Toc9031271][bookmark: _Toc9250604]
Глава 3. Результаты собственных исследований.
[bookmark: _Toc9031272][bookmark: _Toc9250605]3.1. Частота встречаемости мутации IDH в глиомах GII/GIII
Частота встречаемости мутации IDH в опухолевом материале от 1-й и 2-й операций была различной и в целом зависела от гистологического подтипа первичной опухоли (табл. 1), так, в ДАGII мутация в генах IDH составила 79% (22 случая), в ААGIII – 60% (21 случай), что соответствует характерному для опухолей данного типа генотипу [1].
Что касается олигодендроглиальных опухолей, то частота встречаемости мутации IDH составила 100% (4 случая) при ОДГGII и 86% (12 случаев) при АОДГGIII.
Таблица 2. Частота встречаемости мутации IDH в глиомах GII/GIII
	Мутация в гене IDH/тип опухоли
	ДАGII
	ААGIII
	ОДГGII
	АОДГGIII

	Мутация в гене IDH (+), n (%)
	22 (79%)
	21 (60%)
	4 (100%)
	12 (86%)

	Мутация в гене IDH (-), n (%)
	6 (21%)
	14 (40%)
	0 (0%)
	2 (14%)


[bookmark: _Toc9031273][bookmark: _Toc9250606]3.2. Частота встречаемости ко-делеции 1p19q в глиомах GII/GIII
Частота встречаемости ко-делеции 1p19q в опухолевом материале от 1-й и 2-й операций была различной и в целом зависела от гистологического подтипа первичной опухоли (табл. 2), так, в ДАGII ко-делеция 1p19q составила 19% (4 случая), в ААGIII – 17% (5 случаев).
Что касается олигодендроглиальных опухолей, то частота встречаемости ко-делеции 1p19q составила 100% (3 случая) при ОДГGII и 100% (13 случаев) при АОДГGIII. 
Таблица 3. Частота встречаемости ко-делеции 1p19q в глиомах GII/GIII
	Ко-делеция 1p19q /тип опухоли
	ДАGII
	ААGIII
	ОДГGII
	АОДГGIII

	Ко-делеция 1p19q (+), n (%)
	4 (19%)
	5 (17%)
	3 (100%)
	13 (100%)

	Ко-делеция 1p19q (-), n (%)
	17 (81%)
	22 (83%)
	0 (0%)
	0 (0%)



[bookmark: _Toc9031274][bookmark: _Toc9250607]3.3. Частота встречаемости уровней экспрессии генов TP, MGMT, PDGFR-α, VEGF, C-kit, β-тубулина в глиомах GII/GIII
С помощью методики ПЦР в режиме реального времени был исследован уровень экспрессии генов в опухолях различных гистологических подтипов. Экспрессия генов оценивалась в относительных значениях, классифицированных на низкие, средние и высокие в зависимости от уровня (табл. 3).
Для ДАGII были характерны преимущественно низкие значения экспрессии таких генов, как TP (62%) и c-kit (65%); низкие и средние значения экспрессии генов MGMT (46-50%), PDGFR- α (14-76%), VEGF (40-60%); высокое значение экспрессии гена β-тубулин (62%).
В случае ААGIII характерны преимущественно низкие значения экспрессии таких генов, как TP (50%), низкие и средние значения экспрессии генов c-kit (49%), MGMT (42-44%), PDGFR- α (19-54%), VEGF (33-57%); высокое значение экспрессии гена β-тубулин (66%).
Для ОДГGII были характерны преимущественно низкие значения экспрессии таких генов, как PDGFR- α (67%), низкие и средние значения экспрессии генов VEGF (33-67%); средние и высокие значения экспрессии гена β-тубулин (33-67%) и преимущественно средние значения гена MGMT (67%). Значения экспрессии гена c-kit не показали корреляции. 
При АОДГGIII характерны преимущественно низкие значения экспрессии таких генов, как MGMT (85%), низкие и средние значения экспрессии генов VEGF (46-54%) и c-kit (46-54%); средние и высокие значения экспрессии гена β-тубулин (31-69%) и преимущественно средние значения гена PDGFR- α (61%).
Таблица 4. Частота встречаемости уровней экспрессии генов TP, MGMT, PDGFR-α, VEGF, C-kit, β-тубулина в глиомах GII/GIII
	Уровень экспрессии / подтип опухоли
	ДАGII
	ААGIII
	ОДГGII
 
	AОДГGIII
 

	 
TP (n=2/13)
	низкий
	13 (62%)
	21 (50%)
	1 (50%)
	9 (69%)

	
	средний
	6 (29%)
	13 (31%)
	0 (0%)
	3 (23%)

	
	высокий
	2 (9%)
	8 (19%)
	1 (50%)
	1 (8%)

	 
MGMT (n=3/13)
	низкий
	11 (46%)
	19 (44%)
	0 (0%)
	11 (85%)

	
	средний
	12 (50%)
	18 (42%)
	2 (67%)
	2 (25%)

	
	высокий
	1 (4%)
	6 (14%)
	1 (33%)
	0 (0%)

	 
PDGFR- α (n=3/13)
	низкий
	3 (14%)
	8 (19%)
	2 (67%)
	0 (0%)

	
	средний
	16 (76%)
	22 (54%)
	0 (0%)
	8 (61%)

	
	высокий
	2 (10%)
	11 (27%)
	1 (33%)
	5 (39%)

	 
VEGF (n=3/13)
	низкий
	8 (40%)
	14 (33%)
	1 (33%)
	7 (54%)

	
	средний
	12 (60%)
	24 (57%)
	2 (67%)
	6 (46%)

	
	высокий
	0 (0%)
	4 (10%)
	0 (0%)
	0 (0%)

	 
C-kit (n=3/13)
	низкий
	13 (65%)
	19 (49%)
	1 (33,33%)
	7 (54%)

	
	средний
	7 (35%)
	19 (49%)
	1 (33,33%)
	6 (46%)

	
	высокий
	0 (0%)
	1 (2%)
	1 (33,33%)
	0 (0%)

	 
β-тубулин (n=3/13)
	низкий
	2 (9%)
	3 (7%)
	0 (0%)
	0 (%)

	
	средний
	6 (29%)
	11 (27%)
	2 (67%)
	4 (31%)

	
	высокий
	13 (62%)
	27 (66%)
	1 (33%)
	9 (69%)


[bookmark: _Toc9031275][bookmark: _Toc9250608]3.4. Частота злокачественной трансформации у больных с астроцитомами GII/GIII
В случае ДАGII средний возраст пациентов составлял 33.5 лет, отношение мужчин и женщин было приблизительно равным (табл. 4). Рецидив опухоли произошел в 69% случаев. Злокачественная трансформация наблюдалась в 95% (19/20), из них по данным повторного гистологического исследования – в 65% (13/20), по данным МРТ/ПЭТ – 30% (6/20), и только в одном случае (5%) диагноз после рецидива заболевания не изменился. В 55% случаев наблюдалась ЗТ в ААGIII, в 10% случаев - во вторичную ГБGIV.
Среди пациентов с ААGIII не было выраженной корреляции по полу, средний возраст составлял 37.8 лет (табл. 4). Рецидив опухоли произошел в 35% случаев, злокачественная трансформация ААGIII во вторичную ГБ имела место в 69% (11/16), по данным повторной гистологии – в 56% (9/16) и по результатам МРТ/ПЭТ – 13% (2/16). В отличие от ДАGII у пациентов с ААGIII морфологический диагноз остался без изменения в 31% случаев (5/16).
Таблица 5. Частота злокачественной трансформации у больных с астроцитомами GII/GIII
	Клинические характеристики
	ДАGII
 (n=29)
	ААGIII
(n=46)

	Пол
	
	

	мужчины
	16 (55%)
	22 (48%)

	женщины
	13 (45%)
	24 (52%)

	Возраст (среднее значение)
	33,5 (95%CI, 29,6-37,5) 
	37,8 (95%CI, 33,8-41,8)

	Рецидив опухоли
	69% (20/29)
	35% (16/46)

	Злокачественная трансформация (всего)
	95% (19/20)
	69% (11/16)

	по данным МРТ/ПЭТ
	6 (30%)
	2 (13%)

	по результатам повторной гистологии в АА GIII
	11 (55%)
	-

	по результатам повторной гистологии во вторичную ГБ GIV
	2 (10%)
	9 (56%)

	без изменений после 2-й операции
	1 (5%)
	5 (31%)

	Нет данных
	0
	1


[bookmark: _Toc9031276][bookmark: _Toc9250609]3.5. Частота злокачественной трансформации у больных с олигодендроглиомами GII/GIII
В случае ОДГGII средний возраст пациентов составлял 47 лет, отношение мужчин и женщин было не показательным в силу малой выборки (табл. 4). Рецидив опухоли произошел в 100% случаев. Злокачественная трансформация ОДГGII в АОДГGIII наблюдалась в 100% (5/5), из них по данным повторного гистологического исследования – в 80% (4/5), по данным МРТ/ПЭТ – 20%. 
Среди пациентов с ААGIII достоверно преобладали женщины, средний возраст составлял 45,3 лет (табл. 5). Рецидив опухоли произошел в 35% случаев, злокачественная трансформация АОДГGIII во вторичную ГБ по данным повторной гистологии имела место только в одном случае (20%), в 80% (4/5) гистологический диагноз остался без изменений.
Таблица 6. Частота злокачественной трансформации у больных с олигодендроглиомами GII/GIII
	клинические характеристики
	ОДГ GII
 (n=5)
	АОДГ GIII
(n=14)

	Пол
	
	

	мужчины
	3 (60%)
	4 (29%)

	женщины
	2 (40%)
	10 (71%)

	Возраст (средний)
	47 (95%CI, 39,3-54,7) 
	45,3 (95%CI, 38-52,6)

	Рецидив опухоли
	100% (5/5)
	35% (5/14)

	Злокачественная трансформация 
	100% (5/5)
	20% (1/5)

	по данным МРТ/ПЭТ
	1 (20%)
	0 (0%)

	по результатам повторной гистологии в АОДГGIII
	4 (80%)
	-

	по результатам повторной гистологии во вторичную ГБ GIV
	0 (%)
	1 (20%)

	без изменений после 2-й операции
	0 (0%)
	4 (80%)


[bookmark: _Toc9031277][bookmark: _Toc9250610]3.6. Сравнительная морфо-генетическая характеристика ДАGII и ОДГGII при их злокачественной трансформации в ААGIII, АОДГGIII или вторичную ГБGIV
Результаты сравнительной характеристики материалов от первой и второй операций приведены в табл. 6. В 75% случаев (6/8) при морфологическом исследовании материала от второй операции наблюдалась пролиферация сосудов и эндотелия в разной степени выраженности. Появление некрозов было характерно только для трансформации опухоли во вторичную ГБGIV. Наличие такого признака, как плотноклеточность опухоли, отмечалось во всех случаях. Увеличение индекса пролиферативной активности (Ki-67) после анапластической трансформации наблюдалось во всех случаях.
Таблица 7. Сравнительная морфо-генетическая характеристика ДАGII и ОДГGII при их злокачественной трансформации в ААGIII, АОДГGIII или вторичную ГБGIV
	Номер случая/морфологические характеристики
	Пролиферация сосудов
	Пролиферация эндотелия сосудов
	Некрозы
	Плотноклеточность
	Ki-67
	Диагноз

	1
	1 операция
	нет
	нет
	нет
	нет
	6
	ДАGII, IDH1(R132H)

	
	2 операция
	умеренная
	умеренная
	нет
	да
	8
	AAGIII, IDH1(R132H)

	2
	1 операция
	нет
	нет
	нет
	нет
	5
	ДАGII, IDH1(R132H)

	
	2 операция
	умеренная
	умеренная
	нет
	да
	8
	AAGIII, IDH1(R132H)

	3
	1 операция
	нет
	нет
	нет
	нет
	5
	ДАGII, IDH1(R132H)

	
	2 операция
	нет
	нет
	нет
	да
	9
	AAGIII, IDH1(R132H)

	4
	1 операция
	нет
	нет
	нет
	нет
	5
	ОДГGII, IDH1(R132H), 1p19q (н.д.)

	
	2 операция
	умеренная
	умеренная
	нет
	да
	15
	AОДГGIII, IDH1(R132H), 1p19q (н.д.)

	5
	1 операция
	нет
	нет
	нет
	нет
	5
	ДАGII, IDHwt

	
	2 операция
	выраженная
	выраженная
	да
	да
	22
	ГБ, IDHwt

	6
	1 операция
	нет
	нет
	нет
	нет
	5
	ДАGII, IDH1(R132H)

	
	2 операция
	выраженная
	умеренная
	да
	да
	10
	AAGIII, IDH1(R132H)

	7
	1 операция
	нет
	нет
	нет
	нет
	5
	ДАGII, IDH1(R132H)

	
	2 операция
	нет
	нет
	нет
	да
	7
	AAGIII, IDH1(R132H)

	8
	1 операция
	нет
	нет
	нет
	нет
	5
	ОДГGII, IDH1(R132H), 1p19q (+)

	
	2 операция
	выраженная
	выраженная
	да
	да
	12
	AОДГGIII, IDH1(R132H), 1p19q (+)



Ниже приведены примеры микрофотографий гистологического материала ДАGII IDHwt (случай №5) от первой операции, окр. гематоксилин-эозин (рис. 1) и иммуногистохимическое исследование с ядерным окрашиванием антителом Ki-67 (рис. 2) и гистологического материала вторичной ГБGIV IDHwt (случай №5) от второй операции, окр. гематоксилин-эозин (рис. 3) и иммуногистохимическое исследование с ядерным окрашиванием антителом Ki-67 (рис. 4). В сравнении отмечается выраженная пролиферация сосудов, наличие некрозов, повышение индекса Ki-67. 
[image: ]
Рисунок 4. ДАGII, окр. гематоксилин-эозин, Х100
[image: ]
Рисунок 5. ДАGII, иммуногистохимия, ядерное окрашивание антителом Ki-67, X100
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Рисунок 6. Вторичная глиобластома GIV, окр. гематоксилин-эозин, Х100
[image: ]
Рисунок 7. Вторичная глиобластома GIV,  иммуногистохимия, ядерное окрашивание антителом Ki-67, X100
[bookmark: _Toc9031278][bookmark: _Toc9250611]3.7. Сравнительная морфо-генетическая характеристика ААGIII и АОДГGIII при их злокачественной трансформации во вторичную ГБGIV
Результаты сравнения представлены на табл. 7. В 82% случаев (5/6) при морфологическом исследовании опухоли от первой операции наблюдалась пролиферация сосудов и эндотелия в разной степени выраженности, только в одном случае в присланном на исследование материале сосудистые изменения отсутствовали. Некрозы были характерны исключительно для вторичных ГБGIV. Увеличение индекса пролиферативной активности (Ki-67) после трансформации во вторичную ГБGIV наблюдалось во всех случаях.
Самыми стабильными молекулярно-генетическими характеристиками оказалась мутация в гене IDH1 (R132H) и сочетанная делеция 1p19q, наличие или отсутствие которых не изменялось с ростом анаплазии опухоли. Примечательно, что в целом для АОДГGIII и вторичных ГБGIV из олигодендроглиальных опухолей характерен более высокий Ki-67. 
Таблица 8. Сравнительная морфо-генетическая характеристика ААGIII и АОДГGIII при их злокачественной трансформации во вторичную ГБGIV
	Номер случая/морфологические характеристики
	Пролиферация сосудов
	Пролиферация эндотелия сосудов
	Некрозы
	Плотноклеточность
	Ki-67
	Диагноз

	1
	1 операция
	умеренная
	нет
	нет
	да
	10
	AAGIII, IDH1(R132H)

	
	2 операция
	выраженная
	умеренная
	да
	да
	35
	ГБGIV, IDH1(R132H)

	2
	1 операция
	умеренная
	умеренная
	нет
	да
	18
	AОДГGIII, IDH1wt, 1p19q (+)

	
	2 операция
	выраженная
	выраженная
	да
	да
	45
	ГБGIV, IDH1wt, 1p19q (+)

	3
	1 операция
	нет
	нет
	нет
	да
	10
	AAGIII, IDH1(R132H)

	
	2 операция
	умеренная
	умеренная
	нет
	да
	70
	ГБGIV, IDH1(R132H)

	4
	1 операция
	выраженная
	умеренная
	нет
	да
	8
	AAGIII, IDH1(R132H)

	
	2 операция
	выраженная
	выраженная
	да
	да
	20
	ГБGIV, IDH1(R132H)

	5
	1 операция
	выраженная
	умеренная
	нет
	да
	12
	AAGIII, IDHwt

	
	2 операция
	выраженная
	выраженная
	да
	да
	30
	ГБGIV, IDHwt

	6
	1 операция
	умеренная
	умеренная
	нет
	да
	7
	AAGIII, IDHwt

	
	2 операция
	выраженная
	выраженная
	да
	да
	18
	ГБGIV, IDHwt



Ниже приведены примеры микрофотографий гистологического материала АОДГGIII IDHwt (случай №2) от первой операции, окр. гематоксилин-эозин (рис. 5) и иммуногистохимическое исследование с ядерным окрашиванием антителом Ki-67 (рис. 6), и гистологического материала вторичной ГБGIV IDHwt (случай №2) от второй операции, окр. гематоксилин-эозин (рис. 7) и иммуногистохимическое исследование с ядерным окрашиванием антителом Ki-67 (рис. 8. В сравнении отмечается выраженная пролиферация сосудов, наличие некрозов, повышение индекса Ki-67, выраженный клеточный и ядерный полиморфизм.
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Рисунок 8. АОДГGIII, окр. гематоксилин-эозин, Х100
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Рисунок 9. АОДГGIII,  иммуногистохимия, ядерное окрашивание антителом Ki-67, X100
[image: ]
Рисунок 10. Вторичная глиобластома GIV, окр. гематоксилин-эозин, Х200
[image: ]
Рисунок 11. Вторичная глиобластома GIV, иммуногистохимия, ядерное окрашивание антителом Ki-67, Х200
[bookmark: _Toc9031279][bookmark: _Toc9250612]3.8. Изменения экспрессии генов при злокачественной трансформации опухолей
Числовое выражение  Ct после рецидива заболевания со злокачественной трансформацией менялось в каждом исследуемом гене (табл. 8). Уровень экспрессии гена TP изменился в 71,4% (5/7) случаев, в гене MGMT – в 62,5% (5/8), в гене β-тубулин – в 42,9% (3/7), в гене ERCC1 – в 42,9% (3/7), в гене С-kit - в 62,5% (5/8), в гене VEGF – в 50% (4/8), в гене PDGFRA – в 37,5% (3/8), в гене TOP2A – в 42,9% (3/7). 
Таблица 9. Изменения экспрессии генов при злокачественной трансформации опухолей
	Исследуемый ген/ числовое выражение экспрессии
	ДАGII/ОДГGII во вторичную ГБGIV
	ААGIII/АОДГGIII во вторичную глиобластому

	TP
	71,4%
	40;

	MGMT
	62,5%
	66,7%

	β-тубулин
	42,9%
	80%

	С-kit
	62,5%
	33,3%

	VEGF
	50%
	80%

	PDGFR
	37,5%
	20%



Числовое выражение  Ct после трансформации во вторичную ГБGIV также менялось в каждом исследуемом гене. Уровень экспрессии гена TP изменился в 40% (2/5) случаев, в гене MGMT – в 66,7% (4/6), в гене β-тубулин – в 80% (4/5), в гене ERCC1 – в 20% (1/5), в гене С-kit – в 33,3% (2/6), в гене VEGF – в 80% (4/5), в гене PDGFRA – в 20% (1/5), в гене TOP2A – в 50% (2/4).
Уровни экспрессии генов обеих групп после трансформации изменились в половине случаев. При трансформации ДАGII и ОДГGII в ААGIII, АОДГGIII или во вторичную ГБGIV экспрессия стала выше в 45% экспрессионных анализов (14/31), а при трансформации ААGIII и АОДГGIII во вторичную ГБGIV уровни экспрессии генов стали выше в 90% (18/20). Обращает на себя внимание (за исключением случаев с неизмененным уровнем экспрессии от 2-й операции) преимущественное снижение уровня экспрессии гена MGMT при злокачественной трансформации ДАGII и ОДГGII – 80% (4/5) и повышение уровня экспрессии гена VEGF в 75% (3/4). Последнее говорит о росте процессов неоангиогенеза в опухоли в результате ее злокачественного перерождения. Увеличение уровней экспрессии генов при трансформации ААGIII и АОДГGIII во вторичную ГБGIV подтверждает неблагоприятный прогноз заболевания, снижение чувствительности опухоли к терапии темозоломидом во 2-й линии терапии (в 75%, 3/4) и целесообразности назначения бевацизумаба при трансформации опухоли во вторичную ГБGIV, что подтверждается высоким уровнем экспрессии гена VEGF в материале от второй операции в 80% случаев (4/5). 
[bookmark: _Toc9031280][bookmark: _Toc9250613]3.9. Зависимость безрецидивной выживаемости от экспрессии генов и тактики лечения
Оценивалась зависимость безрецидивной выживаемости, экспрессии исследуемых генов и проводимого лечения в случае ЗТ ДАGII/ОДГGII в ААGIII/АОДГGIII (табл. 9) и ЗТ ААGIII/АОДГGIII во вторичную ГБGIV (табл. 10).
В случае ЗТ ДАGII/ОДГGII в ААGIII/АОДГGIII длительная БРВ ассоциировалась с проведением лучевой терапии в адъювантном режиме (случаи 5, 6, 8), при этом проведение химиолучевой терапии темозоломидом (случай 2) и химиолучевой терапии по схеме PCV (прокарбазин, ломустин, винкристин) (случай 3) не оказывали какого-либо положительного влияния на БРВ, которая оставалась низкой. Возможно, что это связано с экспрессией генов MGMT и бета-тубулина, что являются предиктивными маркерами ответа на терапию темозоломидом и винкристином соответственно (в случае низкой экспрессии MGMT БРВ достигала высоких значений (случай 6, 7)). Кроме того, можно отметить, что отсутствие адъювантной терапии негативно влияет на БРВ (случай 1, 4). Какой-либо корреляции между БРВ и экспрессией генов отмечено не было.
В случае ЗТ ААGIII/АОДГGIII во вторичную ГБGIV достоверно высокие значения БРВ отмечались при проведении химиолучевой терапии темозоломидом в первой линии и лучевой терапии с применением бевацизумаба и иринотекана во второй линии (после рецидива) (случаи 1, 3). Хороший ответ на бевацизумаб не показал корреляции с экспрессией генов неоангиогенеза, как и ответ на применение темозоломида не ассоциировался с экспрессией MGMT. Низкая безрецидивная выживаемость ассоциировалась с проведением в первой линии адъювантной химиолучевой терапии по схеме PCV (случаи 4 и 5) и проведением лучевой терапии в монорежиме (случай 2). 
Таблица 10. Зависимость экспрессии генов, БРВ и проводимого лечения при ЗТ GI-GIII

Таблица 11. Зависимость экспрессии генов, БРВ и проводимого лечения при ЗТ GIII-GIV

[bookmark: _Toc9031281][bookmark: _Toc9250614]3.11. Зависимость безрецидивной и общей выживаемости от мутации IDH и ко-делеции 1p19q в случае ДАGII/ОДГGII
Для оценки зависимости БРВ и ОВ от наличия мутации IDH и ко-делеции 1p19q был проведен анализ методом множительных оценок Каплана-Майера, результаты которого приведены ниже.
Статистически достоверное увеличение БРВ наблюдалось в опухолях с мутацией IDH 1/2, выявленной в 22 из 28 образцов опухолевой ткани (79%) (р=0,051) (рис. 9).
Медиана БРВ при наличии мутации в генах IDH 1/2 составила 178 недель по сравнению группой больных, в опухоли которых мутации не было – 93,5 недели.
Влияние мутации в генах IDH 1/2 на ОВ не оказалось столь выраженным (р=0,063) (рис. 10).
Наличие ко-делеции 1p19q не привело к статистическому увеличению БРВ/ОВ по сравнению с группами, где данная аберрация отсутствовала (р=0,21 и р=0,69) (рис. 11, 12).
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Рисунок 12. Зависимость БРВ от наличия мутации IDH в GII глиомах
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Рисунок 13. Зависимость ОВ от наличия мутации IDH в GII глиомах
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Рисунок 14. Зависимость БРВ от наличия ко-делеции 1p19q в GII глиомах
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Рисунок 15. Зависимость ОВ от наличия ко-делеции 1p19q в GII глиомах
[bookmark: _Toc9031282][bookmark: _Toc9250615]3.12. Зависимость безрецидивной и общей выживаемости от мутации IDH и ко-делеции 1p19q в случае ААGIII/АОДГGIII
Для оценки зависимости БРВ и ОВ от наличия мутации IDH и ко-делеции 1p19q был проведен анализ методом множительных оценок Каплана-Майера, результаты которого приведены ниже.
Статистически достоверное увеличение БРВ наблюдалось в опухолях с мутацией IDH 1/2, выявленной в 21 из 35 образцов опухолевой ткани (60%) (р <0,0001) (рис. 13).
Медиана БРВ при наличии мутации в генах IDH 1/2 составила 147 недель по сравнению группой больных, в опухоли которых мутации не было – 93 недели.
Мутация в генах IDH 1/2 также оказала влияние на общую выживаемость (р=0,056). Медиана ОВ при наличии мутации в генах IDH 1/2 составила 356 недель по сравнению группой больных, в опухоли которых мутации не было – 105 недель (рис. 14).
Наличие ко-делеции 1p19q не привело к статистическому увеличению БРВ/ОВ по сравнению с группами, где данная аберрация отсутствовала (р=0,66 и р=0,92) (рис. 15, 16).
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Рисунок 16. Зависимость БРВ от наличия мутации IDH в GIII глиомах
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Рисунок 17. Зависимость ОВ от наличия мутации IDH в GIII глиомах
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Рисунок 18. Зависимость БРВ от наличия ко-делеции 1p19q в GIII  глиомах
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Рисунок 19. Зависимость ОВ от наличия ко-делеции 1p19q в GIII  глиомах
[bookmark: _Toc9031283][bookmark: _Toc9250616]3.13. Анализ клинических и молекулярно-генетических факторов риска наступления злокачественной трансформации
В рамках исследования был проведен многофакторный анализ риска наступления злокачественной трансформации в зависимости от следующих факторов: пол, возраст, уровень экспрессии исследуемых генов, наличие мутации IDH1 и ко-делеции 1p19q.
По результатам анализа, достоверными факторами высокого риска злокачественной трансформации глиом головного мозга являются: возраст (p=0,009), уровень экспрессии генов: MGMT (р=0,003), TP (р=0,023), VEGF (р=0,054) (рис. 17). Остальные факторы не показали статистического влияния на риск злокачественной трансформации.
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Рисунок 20. Многофакторный анализ риска наступления ЗТ
Кроме того, был проведен линейный анализ риска наступления злокачественной трансформации. Согласно результатам анализа, факторами высокого риска злокачественной трансформации являются: накопление контраста опухолью на МРТ (p=0,0014), размер опухоли (р=0,045) (рис. 18).
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Рисунок 21. Линейный анализ риска наступления ЗТ в зависимости от накопления контраста опухолью на МРТ
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1.  Частота встречаемости мутации IDH в ДАGII составила - 79%, ОДГGII -  100%, ААGIII – 60% , АОДГGIII - 86%. Частота встречаемости ко-делеции 1p19q в ДАGII составила - 19%, ОДГGII -  100%, ААGIII – 17% , АОДГGIII - 100%.
2.  Рецидив первичной опухоли наблюдался в ДАGII наблюдался в 69%, ОДГGII – в 100 %, в ААGIII – в 35%, в АОДГGIII - 35%. Злокачественной трансформация в ДАGII наблюдалась в 95%, ОДГGII – в 100 %, в ААGIII – в 69%, в АОДГGIII - 20%.
3. При многофакторном анализе на риск быстрой трансформации ДАGII в ААGIII или вторичную ГБGIV оказали влияние возраст (p=0,009), уровень экспрессии генов: MGMT (р=0,003), TP (р=0,023) и был близок ген VEGF (р=0,054). При линейном анализе на риск трансформации повлияло накопление контраста опухолью (р=0,0014) и размер опухоли на первом МРТ (р=0,045).
4. При анапластической трансформации ДА/ОДГGII в АА/АОДГGIII и вт. ГБGIV числовое выражение  Ct менялось в каждом исследуемом гене, но наиболее выражено в гене TP – в 71,4% (5/7), MGMT – в 62,5% (5/8), С-kit - в 62,5% (5/8) и VEGF – в 50% (4/8). При трансформации ААGIII и АОДГGIII во вт. ГБGIV числовое выражение  Ct менялось в каждом исследуемом гене, но наиболее выражено в гене MGMT – в 66,7% (4/6), β-тубулин – в 80% (4/5), VEGF – в 80% (4/5) 
5. На БРВ у больных с ДАGII и ААGIII оказывало влияние наличие мутации в гене IDH (р=0,051 и р <0,0001 соответственно). У больных с ААGIII наличие мутации в гене IDH увеличивало медиану ОВ, но без статистической достоверности (р=0,056). Присутствие ко-делеции 1p19q не влияло на БРВ и ОВ у больных с ДАGII и ААGIII
6. Морфологические факторы, сопутствующие злокачественной трансформации: пролиферация сосудов и эндотелия, повышение плотноклеточности опухоли, увеличение индекса пролиферативной активности, наличие некрозов (в случае вторичных глиобластом).








[bookmark: _Toc9031285][bookmark: _Toc9250618][bookmark: _Toc9031286]
Выводы
В рамках исследования были получены результаты в рамках каждого тезиса, поставленного в цели и задачах. Была оценена частота встречаемости мутации IDH в глиомах GII/GIII: наиболее часто мутация IDH встречается в олигодендроглиальных опухолях, соответствуя в астроцитомах значениям, указанным в литературе. В целом для глиальных опухолей характерна высокая частота мутации IDH, превышающая во всех подтипах 50%. Примечательно, что для ААGIII частота мутации IDH ниже, чем в ДАGII – для последних характерна также более высокая частота злокачественной трансформации. 
Была оценена частота встречаемости ко-делеции 1p19q в глиомах GII/GIII: для астроцитарных опухолей она стабильно невысокая при абсолютно подавляющей встречаемости в олигодендроглиальных новообразованиях вне зависимости от степени дифференцировки.
Была проанализирована частота встречаемости уровней экспрессии генов TP, MGMT, PDGFR-α, VEGF, C-kit, β-тубулина в глиомах GII/GIII. Низкие и средние значения экспрессии гена ТР во всех подтипах говорят об умеренном пролиферативном потенциале глиальных опухолей; преимущественно низкие и средние значения гена MGMT указывают на предположительно благоприятный терапевтический ответ на терапию алкильными агентами, в частности, темозоломидом; средние значения PDGFR-α в астроцитарных опухолях, средние и высокие в ОДГGII и  и средние в АОДГGIII могут указывать на умеренный пролиферативный потенциал; относительно одинаково низкие и средние значения экспрессии  гена VEGF в low-grade глиомах, возможно, указывают на в целом стабильный неоангиогенез в этих опухолях вне зависимости от grade; низкий и средний уровень экспрессии гена c-kit, возможно, является предиктором ответа опухолей на терапию иматинибом; стабильно высокий уровень экспрессии β-тубулина, возможно, говорит не в пользу эффективности терапии препаратами винкристина, паклитаксела и т.п.
Была изучена частота злокачественной трансформации глиом головного мозга – наиболее злокачественная транформация была характерна для диффузных астроцитом GII (95%) и олигодендроглиом GII (100%). В среднем частота злокачественной трансформации среди GII-III глиом составила 71%. Частота злокачественной трансформации для опухолей GIII несколько ниже. Как правило, трансформация происходит из GII в GIII и с GIII в GIV. Частота рецидивов опухолей перекликается с частотой злокачественной трансформации.
Были исследованы морфологические факторы, сопутствующие злокачественной трансформации: пролиферация сосудов и эндотелия, повышение плотноклеточности опухоли, увеличение индекса пролиферативной активности, наличие некрозов (в случае вторичных глиобластом).
Было изучено изменение уровня экспрессии генов при злокачественной трансформации: увеличение уровней экспрессии генов при трансформации ААGIII и АОДГGIII во вторичную ГБGIV подтверждает неблагоприятный прогноз заболевания, снижение чувствительности опухоли к терапии темозоломидом во 2-й линии терапии (в 75%, 3/4) и целесообразности назначения бевацизумаба при трансформации опухоли во вторичную ГБGIV, что подтверждается высоким уровнем экспрессии гена VEGF в материале от второй операции в 80% случаев (4/5). 
Были проанализированы зависимость безрецидивной выживаемости от экспрессии генов и тактики лечения – длительной БРВ в случае ЗТ ДАGII/ОДГGII в ААGIII/АОДГGIII способствует проведение лучевой терапии в адъювантном режиме. При этом отмечалась связь низкой экспрессии MGMT, при которых БРВ достигала высоких значений. В случае ЗТ ААGIII/АОДГGIII во вторичную ГБGIV достоверно высокие значения БРВ отмечались при проведении химиолучевой терапии темозоломидом в первой линии и лучевой терапии с применением бевацизумаба и иринотекана во второй линии.
Была исследована зависимость безрецидивной и общей выживаемости от мутации IDH и ко-делеции 1p19q в случае ДАGII/ОДГGII: статистически достоверное увеличение БРВ наблюдалось в опухолях с мутацией IDH. Влияние мутации в генах IDH 1/2 на ОВ не оказалось столь выраженным. Наличие ко-делеции 1p19q не привело к статистическому увеличению БРВ/ОВ. Также была изучена зависимость безрецидивной и общей выживаемости от мутации IDH и ко-делеции 1p19q в случае ААGIII/АОДГGIII: статистически достоверное увеличение БРВ наблюдалось в опухолях с мутацией IDH. Мутация в генах IDH 1/2 также оказала положительное влияние на общую выживаемость. Наличие ко-делеции 1p19q не привело к статистическому увеличению БРВ/ОВ.
Наконец, был проведен анализ клинических и молекулярно-генетических факторов риска наступления злокачественной трансформации: на риск быстрой трансформации ДАGII в ААGIII или вторичную ГБGIV оказали влияние возраст (p=0,009), уровень экспрессии генов: MGMT (р=0,003), TP (р=0,023) и был близок ген VEGF (р=0,054). При линейном анализе на риск трансформации повлияло накопление контраста опухолью (р=0,0014) и размер опухоли на первом МРТ (р=0,045).
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Приложение 2
Исаев А.А. Клинические и молекулярно-генетические аспекты злокачественной трансформации некоторых нейроэпителиальных опухолей / Фундаментальная наука и клиническая медицина - Человек и его здоровье: Тезисы XXII Международной медико-биологической конференции молодых исследователей. – СПб.: Изд-во СПбГУ, 2019. – с. 336-337.
Введение. Опухоли нейроэпителиальной природы отличаются высоким морфологическим полиморфизмом, и, как следствие, широким диапазоном показателей выживаемости и терапевтического подхода. Статистически подавляющее большинство опухолей данной группы представляет собой новообразования глиальной природы, дифференцируемые согласно классификации ВОЗ 2016 года по различным гистологическим (астроцитарные, олигодендроглиальные и т.д.), молекулярным (наличие или отсутствие IDH-мутации, ко-делеции 1p19q) и прочим критериям (пролиферативная активность, клеточная атипия и значение индекса Ki-67). Таким образом, глиомы принято делить в зависимости от степени дифференцировки на low-grade (GI-II), то есть условно доброкачественные и с хорошим прогнозом, и high-grade (GIII-IV) с более агрессивным течением и низкими показателями выживаемости.
Цель. Определить клинические, морфологические и молекулярно-генетические аспекты злокачественной трансформации глиом головного мозга.
Материалы и методы. В рамках исследования была изучена частота злокачественной трансформации GII и GIII глиом различной морфологической природы (n = 94) у пациентов, перенесших то или иное лечение по поводу первичной опухоли и проведена оценка клинических (пол, возраст, объем опухоли и хирургического вмешательства) и молекулярных (уровень экспрессии генов IDH, MGMT, 1p19q, VEGF, TP и др.) факторов малигнизации опухолей.
Результат. По результатам исследования можно выделить клинические, морфологические и молекулярно-генетические факторы злокачественной трансформации глиом головного мозга. К клиническим факторам можно отнести: мужской пол, нерадикальная резекция первичной опухоли, захват контрастного вещества по данным МРТ, высокий дооперационный объем опухоли, отсутствие адъювантной терапии. К морфологическим факторам относятся такие типы опухолей, как: диффузная астроцитома GII (95% трансформации), олигодендроглиома GII (80% трансформации), анапластическая астроцитома GIII (69%). Молекулярно-генетическими факторами являются: мутации генов IDH, TP, VEGF, метилирование MGMT и отсутствие ко-делеции 1р19q.
Выводы. Злокачественная трансформация low-grade глиом является статистически распространенным исходом болезни и значительно влияет на прогностические факторы. Не вызывает сомнений тот факт, что существуют гистологические, молекулярные и клинические факторы, способствующие малигнизации этого типа опухолей. Данная проблема требует дальнейшего изучения в рамках стратегии эффективной терапии пациентов с глиомами головного мозга различной степени дифференцировки.
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bonesnb Posaun-/loppmana
FOBeHIIbHAA KCAHTOTPAHYIOMA

TicTHONMTAPHAA CAPKOMA 9755/3
TepMHHOT€HHBIE ONYXO/TH
TepMuHOMa 9064/3
OMOPHOHANBHBIN PaK 9070/3
Onyxo/1b JKeATOYHOTO MEIIKA 9071/3
XOpHOHKAPIMHOMA 9100/3
Teparoma 9080/1
3penas Teparoma 9080/0
Hespenas reparoma 9080/3
TeparoMa O 310KAYECTBEHHON TpaHchopMmanuert 9084/3
CMelaHHas repMUHOrEHHAs OIyXO0/b 9085/3

Onyxo/H 00/1aCTH TYPELKOTo ceyia

Kpanunodapunrunoma 9350/1
AZIAMAaHTHHOMOTIO{0OHAs KPAaHHO(APHHIHOMA 9351/1
[ManmwuapHas KpaHnodapuHrHoMa 9352/1

[paHyIOKIETOYHAs ONYXO0Mb 0OIACTH TYPELKOTO Cejyia 9582/0

Turynpuroma 9432/1

Beperenokn1eTouHas OHKOIMTOMA 8290/0

MeTacTaTH4ecKHe OIyXOMH

Mopdonornyeckue Ko/pl B3l U3 MesxayHapoaHoit Knaccudukanun Onkonornyeckux sabonesanuii (ICD-0).
IToBesieHUE ONYXOJIH 32KOMPOBAHO KaK:

/0 s J06POKAYECTBEHHBIX OMYXO/IEit;

/1 U151 IOTPAHHYHBIX MJIH C HEACHBIM TOBEICHHEM;

/2 1151 PAKoOB in situ M HHTPANUTENNANbHON HeorviasuH 111 creneny 310KaYeCcTBEHHOCTH;

/3 V151 3I0KAYECTBEHHBIX OIyXOJIEH.

* 911 HOBBIE KOJIBI ObUTH 07106persl Komurerom IARC/WHO ICD-O.

** CreneHb 3710Ka4eCTBEHHOCTH YKa3aHA B COOTBETCTBHH C KIACCH(UKALMENt OMyXo/iel MATKMX TKaHe U KOCTeH,
BO3, 2013.
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Caywaii | Ten/mnarnos TP MGM | p- Ckit | VEGF | PDGF Jleve | BPB
T TYOYIHE R-a 67 | mme | (#en)
1 TIAGIL IDH1+, 1p19g- | 1 onepanus (XAGII) B(43) [5@G8) [BOD |cB3) |a@GD |c@0) |5% |- 39
2 onepama (AAGIID) H(22) |5B33) [8(03) |m@43) |a@2l) |c(00) |8% |aAT |578
2 TIAGIL IDH1+, 1p19g- | 1 onepanus (XAGII) 8(0.6) [c(08) |B(l4) |a@4 |a26) |c@3) |5% |XIAT |19
™Z
2 onepama (AAGIID) c(00) |5B30) [8(12) |37 |c(1,0) |c(-03) |10% |XT |78
™Z
3 JTAGIL, IDH1-, 1p19¢- | 1 onepamns (TAGIT) c(0.0) [c9) [c@0 |c@9 [c(01) [c@0) |5% |XIAT |21
PCV
2 onepama (TEGIV) c(05) |c(I) [8(12) |47 |8(-26) |m(16) |22% | XT | 149
™Z
4 JIAGIL IDH1+, 1p19q | 1 onepanus (XAGII) a(l7) 832 |87 |aGS) |8 @26) |c©0) |5% |- 29
@) 2 onepama (AAGIID) B8(-0.7) |aB33) |B(L9) |m@3) |a@lD) |c(-Ll) |8% |XIT | 172
™Z
5 TIAGIL IDH1+, 1p19q + | 1 onepanus (AGII) c(02) |[B@46) [cB1) |c@4 |c©8) |c©9) |5% |AT |224
2 onepama (AAGIID) HQ24) |c(19) |84 |cBD) |c(13) |c(-03) [9% |IT |558
6 TIAGIL IDH1+, 1p19g- | 1 onepanus (XAGII) c(00) [8(03) [B(05 |uB9) |c(02) |B(30) 6% |JAT |237
2 onepama (AAGIID) H(36) |c(L) [8(00) |c(21) |8(-26) |B(-37) |8% |XIT |514
™Z
7 OJITGIL IDH+, 1p19q+ | 1 onepanus (OAT'GII) B(43) |c@0) [(0.6) |uB6) |a@7 a5 |5% |JAT | 100
2 oneparms (AO/T GIIT) c20) [2B8) |ma c(13) |u(39) |B(24) |12% |XIT | 689
™Z
8 OJrGIL, 1 onepamms (TAGIT) x| B(0.6) [B(LL |c(02) |c(0.6) |B(34) 5% |JAT | 419
IDH1+1p19q(wa) 2 ongpama (AAGIII) B(46) |8(3.2) |c(G.1) |u(G,7) |u(G2) |c(Ll) |15 |AT 614
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Caaywait | Tem/amarmos TP MGMT | - Ckit | VEGF | PDGFR- | Ki-67 | Jlewen | BPB
TYOYImE o e (men)
1 AAGIIL IDH1+, | 1 onepamma (AAGII) | 5(13) |c(29) |B8(L7) |cB5) |c®7) |=(26) |10% |XIAT |156
1p19q- T™Z
2 omepama (TBGIV) | 5(-1,0) | o (1,6) | B(L0)  |c(24) |c(:02) |8(36) |35% |JIT+ |286
BEB,
uPII
2 AOTJIGII, 1 onepanns HLD |c@0) |c@5 |G |c®3) |c(L) |18% |aT |31
IDHI-, 1p19¢+ | (AOTJIGIID
2 omepama (TBGIV) | c(:0.1) | o (L8) | B(04)  |c(G.l) |B(-13) |c(-03) |45% |XIT |9
PcV
3 AAGIIL IDH1+, | 1 onepamma (AAGII) |6 (29) |0(45) |c@4) |u(G3) | cBS) |c(08 |10% |XaAT |71
1p19q- T™Z
2 omepama (TBGIV) | m(18) |o(L8) |5(-07) |HG7) |B(-27) |o(-07) |70% |JAT+ | 157
BEB,
uPII
4 AAGIIL IDH1+, | 1 onepamma (AAGII) |6 (5.0) |8 G.1) | cB0) | c@0) |a@3) |c(12) |8% |XIAT |26
1p19q- PCV
2 omepama (TBGIV) | 5(-2,6) | o (1,0) | B(-1L6) |H@®9) |B(-L7) |c(-L5) |20% |XJIT |34
5 AAGIIL IDHI-, | 1 omepamma (AAGII) | gz |2(0.2) | 2 H@0) |ma | ax 12% |XIT |26
1p19q- PCV
2 omepama TBGIV) | ¢(:0.3) | 0(20) |u(8,1)  |c(32) |c(0.8) |5(30 |30% |- 56
6 AAGIIL IDHI-, | 1 onepamma (AAGII) | ¢ (0,1) |8 (3.2) | c@5)  |c@5) |c©8) |18 |7% |AT |47
1p19q- 2 onepauna (TBGIV) c(02) |c@3) |=2(05) c(2.0) |B(28) |c(13) 18% | XIT |34
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