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Аннотация 
Введение. Дисрегуляция апоптоза при диффузной В-крупноклеточной лимфоме (ДВККЛ) способствует усилению пролиферации опухо-
ли, а также формированию резистентности к лечению. Одно из актуальных направлений молекулярных исследований – изучение меха-
низма программируемой гибели клеток – апоптоза. Белок AIF (Apoptosis Inducing Factor) участвует в регуляции каспаз-независимого пути 
гибели клеток и считается потенциальным предиктором течения ДВККЛ. 
Цель. Оценить прогностическое значение экспрессии AIF при ДВККЛ. 
Материалы и методы. В ретроспективное исследование включены 100 пациентов с ДВККЛ. Больные получали стандартную терапию 
1-й линии по схеме R-CHOP. Выполнены гистологические, иммуногистохимические исследования лимфоузлов и/или других вовлечен-
ных в патологический процесс органов. Проведен морфометрический подсчет данных с определением процентной доли опухолевых 
клеток, экспрессирующих AIF. С помощью ROC-анализа установлено пороговое значение, равное 57% опухолевых клеток, экспрессиру-
ющих AIF. С учетом порога пациентов разделили на группы с высоким (надпороговым) и низким (подпороговым) уровнем белка. Расчет 
общей (ОВ) и беспрогрессивной выживаемости (БПВ) производили с помощью метода Каплана–Мейера с графическим построением 
соответствующих кривых, уровни факторов сравнивали с помощью критерия log-rank test. Независимое влияние факторов на течение 
ДВККЛ определяли с помощью многофакторного анализа регрессии Кокса.
Результаты. Подпороговый уровень AIF связан с низкими показателями ОВ и БПВ пациентов (34,9 и 48,8% соответственно). В результате 
многофакторного анализа Кокса установлено, что белок AIF – независимый прогностический маркер течения ДВККЛ. 
Заключение. Подпороговое значение экспрессии AIF связано с низкой ОВ и БПВ пациентов. 
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Abstract 
Background. Dysregulation of apoptosis in diffuse B-large cell lymphoma (DLBCL) contributes to increased tumor proliferation, as well as the 
formation of resistance to treatment. One of the most relevant areas of molecular research is the study of the mechanisms of programmed cell 
death – apoptosis. The AIF (Apoptosis Inducing Factor) protein participates in the regulation of the caspase-independent pathway of cell death 
and is a potential predictor of the course of DLBCL. 
Aim. To evaluate the prognostic value of AIF expression in DLBCL. 
Materials and methods. A retrospective study included 100 patients with newly diagnosed DLBCL. All patients received standard 1st line 
therapy according to the R-CHOP scheme. Using histological, immunohistochemical studies of lymph nodes and/or other organs involved in 
the pathological process were performed. A morphometric calculation of the data was carried out with the determination of the percentage of 
AIF-expressing tumor cells. The threshold level of expression of these proteins was calculated using by the ROC analysis (57%). Based on the 
threshold, patients were divided into groups with high (above threshold) and low (subthreshold) protein levels. The calculation of overall (OS) 
and progression-free (PFS) survival was performed using the Kaplan–Meier method with graphical construction of the corresponding curves, the 
levels of factors were compared using the log-rank test criterion. The independent influence of factors on the course of DLBCL was determined 
using multivariate Cox regression analysis.
Results. The subthreshold level of AIF was associated with low rates of OS and PFS of patients (34.9 and 48.8%, respectively). As a result of 
multivariate Cox analysis, it was found that the AIF protein is an independent prognostic marker for the course of DLBCL. 
Conclusion. The subthreshold value of AIF expression is associated with low OS and PFS in patients. 
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Введение
Опухолевый субстрат диффузной В-крупноклеточной 

лимфомы (ДВККЛ) может соответствовать как мини-
мум 13 нозологическим формам лимфом, отличающимся 
клиническими проявлениями, морфологическими харак-
теристиками, молекулярно-генетическими свойствами. 
Несмотря на применение полихимиотерапии R-CHOP, у 
30–40% пациентов развивается рецидив или заболевание, 
исходно рефрактерное к лечению  [1, 2]. Прогноз течения 
ДВККЛ определяется по международному прогностиче-
скому индексу (МПИ). Однако во многих исследованиях 
отмечается, что МПИ эффективен в части случаев, так как 
учитывает только клинические критерии оценки рисков. 
В  последние годы особое внимание уделяется идентифи-
кации биомаркеров, с учетом которых можно прогнозиро-
вать течение опухоли, ее восприимчивость к стандартной 
химиотерапии [3]. 

Среди наиболее актуальных направлений молекуляр-
ных исследований  – изучение механизма программиру-
емой гибели клеток  – апоптоза. Он представляет собой 
генетически контролируемый, биохимически специфиче-
ский сбалансированный процесс, в результате которого в 
организме поддерживается стабильное равновесие между 
пролиферацией и гибелью клеток. Известно, что наруше-
ние механизмов программируемой гибели клеток ассоци-
ировано с развитием различных патологий, в том числе и 
гематологических [4]. Несмотря на разнообразие иниции-
рующих факторов, выделяется два основных пути апопто-
за: рецептор-зависимый (внешний) и митохондриальный 
(внутренний). Один из основных участников последне-
го – протеин AIF – апоптоз-инициирующий фактор. Белок 
вызывает особый интерес, так как считается эффектором 
апоптоза, действующим независимо от каспаз. Установле-
но, что большинство опухолей устойчивы к каспаз-зави-
симому пути клеточной гибели, но чувствительны к кас-
паз-независимому апоптозу, опосредованному AIF  [4, 5]. 
Белок представляет собой флавопротеин митохондрий. 
Это один из факторов, высвобождающихся из межмем-
бранного митохондриального пространства в ответ на 
активацию апоптоза при окислительном стрессе, повреж-
дении ДНК, гипоксии [6]. В цитоплазме фермент взаимо-
действует с несколькими адаптерными белками (НSP70, 
белок теплового шока, СypA, MIF и др.), которые участвуют 
в регуляции перемещения AIF в ядро и последующей фраг-
ментации ДНК [7, 8]. 

Прогностическое значение маркера проанализиро-
вано при различных солидных  [9–11] и некоторых гема-
тологических неоплазиях. В исследованиях L. Cabon и 
соавт. (2018 г.) и L. Delavallée и соавт. (2020 г.) на мышах 
(штамм Harlequin) выявлена ключевая роль белка AIF в 
кроветворении и иммунном ответе [12, 13]. У животных с 
дефицитом маркера в гемопоэтических клетках наблюда-
лась депрессия тимопоэза, нарушение дифференцировки 
В-клеток и эритроидного ростка кроветворения. В работе 
D. Troutaud и соавт. (2010 г.) высокая экспрессия AIF у па-
циентов с ДВККЛ, леченных по схеме CHOP, ассоциирова-
лась с более длительной общей выживаемостью (ОВ) [14]. 
Напротив, у больных хроническим миелоидным лейкозом 
гиперэкспрессия маркера предвещала плохой прогноз и 
устойчивость к проводимому лечению  [15]. Несмотря на 
неоднозначность результатов исследований, ряд авторов 
считают, что биомаркер AIF играет важную роль в пато-
генезе гематологических заболеваний и перспективен как 
прогностический маркер при ДВККЛ. Также вызывает ин-
терес оценка взаимосвязи AIF с белками рSTAT3, рАКТ1, 

ключевыми участниками сигнальных путей, дисрегуляция 
которых наблюдается при ДВККЛ [16, 17].

Цель исследования – оценить прогностическое значе-
ние экспрессии AIF при ДВККЛ.

Материалы и методы
В ретроспективное исследование включены 100 пер-

вичных пациентов с морфологически и иммуногистохими-
чески (ИГХ) подтвержденным диагнозом ДВККЛ, из них 47 
мужчин, 53 женщины. Медиана возраста – 59 лет. Больные 
наблюдались в ФГБУН КНИИГиПК с 2012 по 2019 г. и полу-
чали терапию 1-й линии по схеме R-CHOP. Характеристика 
больных представлена в табл. 1. 

Для исследования использовали архивные образцы (па-
рафиновые блоки) лимфоузлов или других вовлеченных 
в патологический процесс органов. Морфологические и 
ИГХ-исследования выполняли в лаборатории патоморфо-
логии ФГБУН КНИИГиПК. Постановку ИГХ-реакций осу-
ществляли непрямым пероксидазным методом в соответ-
ствии с протоколом для систем визуализации EnVISION 
(DAB+, Dako) с использованием широкой диагностической 
панели антител. Для детекции AIF (Huabio, клон SZ05) в 
опухолевых клетках гистологические срезы инкубировали 
с соответствующим моноклональным антителом. Морфо-
метрическую оценку относительного содержания опухоле-
вых клеток, экспрессирующих AIF, выполняли визуально 
способом двойного слепого анализа на световом микро-
скопе AxioScope.A1 со встроенной фото-/видеокамерой и 
программным обеспечением анализа изображений (Carl 
Zeiss Microscopy GmbH, Германия). 

Статистическую обработку данных проводили с ис-
пользованием программы IBM SPSS Statistics 26. Описатель-
ный анализ данных включал в себя определение медианы 
(Ме) с интерквартильным размахом [Q1; Q3]. Нормальность 
распределения переменных в группах проверяли методом 
Колмогорова–Смирнова.

Прогностически значимый порог экспрессии AIF вы-
числяли с помощью ROC-анализа, показатель соответство-
вал 57% позитивных опухолевых клеток, экспрессирующих 

Таблица 1. Характеристика пациентов с ДВККЛ
Table 1. Characteristics of patients with diffuse B-large cell 
lymphoma 

Характеристики Число пациентов, %

В-симптомы: нет/есть 44/56

Стадия (по Ann Arbor): I-II/III-IV 39/61

Наличие экстранодального 
поражения: нет/есть 54/46

Концентрация ЛДГ: норма / выше 
нормы 32/68

Ответ на терапию: ПО/ЧО, 
рецидив, рефрактерность 60/40

МПИ, группы риска:  
МПИ≥2/МПИ<2 52/48

ИГХ-подтип ДВККЛ: GCB/non-GCB 30/70

Статус пациента на момент 
исследования: летальный исход / 
продолжают наблюдение

38/62

Примечание. ЛДГ – лактатдегидрогеназа, ПО/ЧО – полный ответ / 
частичный ответ.
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белок (специфичность  – 68%, чувствительность  – 76%).  
Согласно установленному пороговому значению всех об-
следованных разделили на группы с высокой [≥57%; n=57] 
и низкой [<57%; n=43] экспрессией маркера (рис. 1). 

Оптимальный порог для белков рSTAT3 и рАКТ1, 
установленный нами ранее в проведенных исследовани-
ях  [16,  17],  – 68 и 70% опухолевых клеток соответствен-
но. Пятилетнюю ОВ и беспрогрессивную выживаемость 
(БПВ) визуализировали по методу Каплана–Мейера с гра-
фическим построением соответствующих кривых, уровни 
факторов сравнивали с помощью критерия log-rank test. 
Независимое влияние факторов на течение ДВККЛ опре-
деляли с помощью многофакторного анализа регрессии 
Кокса. Показатели считали статистически значимыми 
при р<0,05.

Результаты
Во всех случаях наблюдалась цитоплазматическая грану-

лярная экспрессия AIF в перинуклеарной зоне цитоплазмы 
опухолевых клеток. Медиана экспрессии – 60% [42,5; 71,7]. 
У 57 обследованных количество экспрессирующих опухо-
левых клеток превышало пороговый уровень, в 43 случаях 
определялась низкая экспрессия маркера.

Выявлена статистически значимая взаимосвязь экс-
прессии белка AIF с выживаемостью больных ДВККЛ, 
получавших лечение по протоколу R-CHOP (рис. 2). Уста-
новлено, что в группе с низким количеством AIF-поло-
жительных клеток пятилетняя ОВ составила 34,9% (ме-
диана выживаемости 25 мес) против 82,5% (медиана не 
достигнута) у пациентов с высокой экспрессией белка [от-
ношение рисков (ОР) 4,7, 95% доверительный интервал 
(ДИ) 2,3–9,8; p<0,001]. 

БПВ в случаях с низким количеством AIF-позитивных 
клеток соответствовала 48,8% (медиана выживаемости 
24 мес), с высоким  – 68,4% при недостигнутой медиане 

(p=0,017). Риск рецидива и/или рефрактерности к терапии 
у больных с низким значением маркера в 2 раза выше по 
сравнению с обследуемыми с надпороговым уровнем AIF 
(ОР 2,0, 95% ДИ 1,1–3,9). 

С помощью регрессионного анализа Кокса в многофак-
торной модели оценено влияние одновременно нескольких 
предикторов ОВ и БПВ при ДВККЛ (табл. 2). Независимы-
ми факторами прогноза в отношении 5-летней ОВ, влияю-
щими на риск наступления летального исхода, стали экс-
прессия AIF<57% и МПИ>2. 

Рис. 1. Лимфатический узел. ИГХ-окраска антителом к 
AIF: a – высокая экспрессия (≥57%); b – низкая экспрессия 
(<57%), ×1000.

Fig. 1. Lymph node. Immunohistochemical staining with 
antibody to AIF: a – high expression (≥57%); b – low 
expression (<57%), ×1000.
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Рис. 2. ОВ и БПВ больных ДВККЛ в зависимости  
от степени экспрессии AIF.

Fig. 2. Overall and progression-free survival in patients  
with diffuse B-large cell lymphoma depending on the degree 
of AIF expression.

Таблица 2. Результаты многофакторного регрессионного анализа Кокса предикторов ОВ и БПВ 
Table 2. Results of multivariate Cox regression analysis of predictors of overall and progression-free survival

Параметр
ОВ БПВ

ОР 95% ДИ p ОР 95% ДИ p

Значения МПИ>2 баллов 2,6 1,9–6,3 0,03* 5,4 2,2–13,4 0,01*

Экспрессия AIF<57% 2,8 1,4–6,4 0,02* 0,5 0,2–1,3 0,17

Экспрессия рАКТ1≥70% 2,3 0,9–5,6 0,05 1,7 0,7–3,9 0,16

Экспрессия рSTAT3≥68% 1,4 0,5–3,5 0,44 1,5 0,6–3,6 0,29
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В случае низкой экспрессии белка AIF риск наступле-
ния летального исхода был выше в 2,8 раза, чем у больных 
с высоким уровнем маркера (р=0,02). Наличие у больных 
МПИ>2 увеличивало вероятность неблагоприятного со-
бытия в 2,6 раза по сравнению с пациентами с МПИ≤2 
(р=0,03). 

Обсуждение
Дисрегуляция апоптоза при ДВККЛ способствует уси-

лению пролиферации опухоли, а также формированию 
резистентности к лечению. В последнее время накаплива-
ется все больше данных о значении каспаз-независимого 
апоптотического пути, вовлеченного в патогенез ДВККЛ. 
Важную роль в нем играет апоптоз-индуцирующий фактор 
AIF. Одна из функций белка – ответ на индукцию апоптоза 
путем инициации независимой от каспаз гибели клеток. 

В опухолевом субстрате ДВККЛ определен грануляр-
ный цитоплазматический характер экспрессии AIF, лока-
лизованный чаще всего в перинуклеарной зоне опухолевой 
клетки, а не в ядре, как это происходит в норме. Отмечено, 
что блокировка перемещения AIF в ядро, возможно, опо-
средована наличием мутаций как в С-концевом домене 
белка, ответственном за связывание с ДНК, так и в бел-
ках-регуляторах AIF [18].

Низкое содержание AIF-экспрессирующих клеток свя-
зано с негативными отдаленными результатами лечения 
по протоколу R-CHOP. Установлено, что в группе паци-
ентов с подпороговой экспрессией маркера показатели 
пятилетней ОВ и БПВ были низкими (34,9 и 48,8% соот-
ветственно). С одной стороны, вследствие возникновения 
поломок одноименного гена AIF утрачивает способность 
перемещаться в ядро опухолевой клетки для связывания с 
ДНК и последующей ее фрагментации. С другой – у боль-
ных с высокой экспрессией маркера в перинуклеарной зоне 
клетки регистрировался более длительный период жизни и 
отсутствие прогрессии заболевания. Такое противоречие, 
возможно, объясняется тем, что AIF может ингибировать 
белок – регулятор обратной связи PTEN, который находит-
ся на мембране митохондрий, инициируя другой апоптоти-
ческий сигнальный путь AKT1/PI3K, участвующий в апоп-
тозе при ДВККЛ [8]. 

В результате многофакторного анализа показано не-
зависимое прогностическое значение биомаркера при ОВ. 
Наличие у пациентов низкой экспрессии AIF увеличивает 
вероятность наступления летального исхода в 2,8 раза. 

Заключение
Подпороговый уровень экспрессии AIF ассоциирован с 

низкой ОВ и БПВ. Маркер является независимым факто-
ром прогноза ОВ при ДВККЛ. 
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