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Резюме

Сигнальный путь p14ARF-Hdm2-p53, направленный на супрессию опухолевого роста, сдерживание клональной 
пролиферации и поддержание стабильности генома, инактивируется при большинстве злокачественных ново-
образований человека. Одним из основных участников каскада является протеин p14ARF. Цель исследования – 
определить прогностическое значение количества р14ARF-экспрессирующих опухолевых клеток в биоптатах 
больных диффузной В-крупноклеточной лимфомой (ДВКЛ). Материал и методы. Исследованы биопсийные 
образцы опухолевой ткани (парафиновые блоки) 104 пациентов с ДВКЛ. Относительное количество клеток, 
экспрессирующих р14ARF, определяли иммуногистохимическим и морфометрическим методами. Различия по 
содержанию р14ARF-положительных опухолевых клеток между группами пациентов, разделенных по клинико-
лабораторным показателям, определяли с использованием U-критерия Манна – Уитни. Прогнозирование небла-
гоприятного ответа на терапию осуществляли методом бинарной логистической регрессии с расчетом отноше-
ния шансов и 95%-го доверительного интервала, отбор переменных – методом обратного исключения Вальда. 
Риск наступления события вычисляли регрессионным анализом Кокса. Результаты. В опухолевых биоптатах 
пациентов с высоким и высоким промежуточным риском согласно международному прогностическому индексу 
содержание р14ARF-положительных клеток больше, чем у больных с низким и низким промежуточным риском. 
Установлена взаимосвязь увеличения количества р14ARF-позитивных опухолевых клеток с отсутствием полно-
го ответа на терапию первой линии по программе R-CHOP и с повышением риска летального исхода пациентов 
с ДВКЛ. Заключение. Исследованный маркер р14ARF можно использовать в качестве дополнительного морфо-
логического предиктора неблагоприятного течения ДВКЛ.
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Abstract

The p14ARF-Hdm2-p53 signaling pathway targets tumor growth suppression, inhibits clonal proliferation, and maintains 
genome stability. It is inactivated in most human malignancies. The p14ARF protein is one of the main participants in 
the cascade. The aim of the study was to determine the prognostic value of the number of p14ARF-expressing tumor 
cells in biopsies of patients with diffuse large B cell lymphoma (DLBCL). Material and methods. The formalin-fixed 
paraffin embedded samples of tumor tissue of 104 patients with newly diagnosed DLBCL were included to the study. 
The relative number of cells expressing p14ARF was determined by immunohistochemical and morphometric methods. 
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Differences in the content of p14ARF-positive tumor cells between groups of patients divided according to clinical 
and laboratory parameters were determined using the Mann–Whitney U test. Prediction of an unfavorable response to 
therapy was carried out using binary logistic regression with calculation of the odds ratio and 95 % confidence interval; 
variables were selected using Wald backward elimination method. The risk of an event occurring was calculated using 
Cox regression analysis. Results. The content of p14ARF-positive cells is higher in tumor biopsies of patients with 
high and high-intermediate risk according to the international prognostic index than in patients with low and low-
intermediate risk. A relationship between an increase in the number of p14ARF-positive tumor cells, the absence of 
a complete response to first-line R-CHOP therapy, and an increased risk of death in patients with DLBCL has been 
established. Conclusions. The studied marker p14ARF can be used as an additional morphological predictor of the 
unfavorable course of DLBCL.

Key words: p14ARF, immunohistochemistry, diffuse large B cell lymphoma, survival, international prognostic 
index.
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Введение 
Диффузная В-крупноклеточная лимфома 

(ДВКЛ) является наиболее распространенным 
злокачественным лимфопролиферативным ново-
образованием со множеством морфологически и 
молекулярно-гетерогенных подтипов. Согласно 
литературным источникам, только у двух третей 
пациентов, получивших стандартную химиотера-
пию, достигается полный ответ [1]. Неудачи пер-
вой линии терапии представляют значительную 
клиническую проблему, поскольку большинство 
больных, рефрактерных к лечению, умирают в 
течение трех лет. Для оценки индивидуального 
риска раннего прогрессирования ДВКЛ приме-
няются международный прогностический индекс 
(МПИ) и его модификации. Индекс базируется 
на клинических характеристиках болезни, но не 
учитывает патогенез опухоли [2]. Это указывает 
на необходимость поиска дополнительных био-
логических маркеров, позволяющих спрогнози-
ровать течение ДВКЛ в дебюте заболевания [3, 4].

При большинстве злокачественных новообра-
зований инактивируется путь p14ARF-Hdm2-p53, 
направленный на супрессию опухолевого роста, 
сдерживание клональной пролиферации и под-
держание стабильности генома. Один из участ-
ников каскада – протеин p14ARF, продукт гена 
CDKN2A, основная функция которого заключа-
ется в подавлении аберрантного роста клеток в 
ответ на активацию онкогенных сигналов. Свя-
зывая и изолируя онкобелок HDM2 (MDM2), 
p14ARF стабилизирует фактор транскрипции 
р53, запускающий блокировку развития патоло-
гического процесса через р53-зависимый путь. 
Взаимодействуя со множеством клеточных пар-

тнеров (NPM/B23, p63, p32 и др.), p14ARF уча-
ствует в остановке роста мутировавших клеток 
также р53-независимыми путями [5, 6]. Другая 
его противоопухолевая функция заключается в 
способности обеспечивать стабильность хромо-
сом посредством регуляции уровня протеинкина-
зы Aurora B, контролирующей процессы митоза 
[7]. Некоторые исследователи предполагают, что 
протеин помимо опухольсупрессирующей функ-
ции обладает проонкогенными свойствами [8, 9]. 

При злокачественных новообразованиях 
р14ARF либо гиперэкспрессирован, либо его 
экспрессия утрачена. Протеин инактивирует-
ся вследствие гиперметилирования промотора, 
гомозиготных делеций и мутаций соответству-
ющего гена. По мнению ряда авторов, делеции 
в локусе CDKN2A (9p21) при ДВКЛ ассоцииро-
ваны с недостаточной экспрессией p14ARF и с 
неблагоприятным течением заболевания [10]. В 
то же время имеются сведения, что экспрессия 
мРНК р14ARF увеличивается у пациентов с ге-
мобластозами, особенно на ранней стадии хро-
нического миелоидного лейкоза, что позволило 
предположить его участие в патогенезе данного 
заболевания [11]. В единичных источниках пока-
зано, что сверхэкспрессия протеина, выявленная 
при различных агрессивных ВКЛ, ассоциирована 
с неблагоприятным прогнозом заболеваний [12]. 
В целом, роль p14ARF при злокачественных но-
вообразованиях неоднозначна, исследования про-
гностической значимости экспрессии протеина 
при ДВКЛ немногочисленны. 

Цель исследования – определить прогности-
ческое значение количества р14ARF-экспрес-
сирующих опухолевых клеток у больных ДВКЛ.
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Материал и методы 
Для анализа использованы биопсийные об-

разцы опухолевой ткани (парафиновые блоки) 
104 пациентов с впервые установленной ДВКЛ 
(51 (49 %) мужчина, 53 (51 %) женщины, возраст 
59 [49; 67] лет (медиана [нижняя квартиль; верх-
няя квартиль])). К старшей возрастной группе 
(≥ 60 лет) отнесены 47 (45,2 %) больных. Пятилет-
няя общая и беспрогрессивная выживаемость па-
циентов составила 63,5 и 55,8 % соответственно, 
продолжительность наблюдения – 47 [18; 60] мес. 
Иммуногистохимический (ИГХ) подтип ДВКЛ 
определен на основании алгоритма С.Р. Наns 
[13]: GCB-подтип – в 30 (28,8 %), non-GCB – в 74 
(71,2 %) случаях. У 40 (38,5 %) обследованных 
определены локальные стадии заболевания (1 и 2, 
по Ann-Arbor), у 64 (61,5 %) – распространенные 
(3 и 4). У 34 (32,7 %) больных обнаружено более 
одного очага экстранодального поражения. Кон-
центрация сывороточной лактатдегидрогеназы 
выше нормы выявлена у 73 (70,2 %) пациентов. В 
52 (50 %) случаев установлен высокий и высокий 
промежуточный риск согласно МПИ. Все паци-
енты получали первую линию терапии по схеме 
R-CHOP. Полный ответ достигнут у 66 (63,5 %) 
обследованных, частичный – у 19 (18,3 %). Ста-
билизация процесса и рефрактерность к лечению 
констатированы у 19 (18,3 %) больных. 

Материалы публикации одобрены локальным 
этическим комитетом при ФГБУН «Кировский 
научно-исследовательский институт гематоло-
гии и переливания крови Федерального медико-
биологического агентства» (протокол № 22 от 
18.08.2023).

Для идентификации опухолевых клеток, по-
зитивных в реакциях с моноклональными антите-
лами к р14ARF (CDKN2A/p14ARF antybody Rab-
bit Policlonal WB, GeneTex, США), использовали 
ИГХ-метод. Оценку стеклопрепаратов осущест-
вляли с применением микроскопа Axio Scope.A1 
(Carl Zeiss, Германия), оснащенного камерой для 
получения цифровых изображений препаратов. 
Подсчет относительного количества опухолевых 
клеток, экспрессирующих р14ARF, проводили 
морфометрическим методом с помощью двой-
ного слепого анализа [14]. Антиген-позитивные 
клетки распознавали по их окрашиванию в спе-
цифический желто-коричневый цвет различной 
интенсивности. Во всех случаях наблюдалась 
ядерная локализация белка. 

Оценку нормальности распределения коли-
чественной переменной осуществляли критери-
ем Шапиро – Уилка. Различия по содержанию 
р14ARF-положительных опухолевых клеток 
между группами пациентов, разделенных по 

клинико-лабораторным показателям, определяли 
с использованием U-критерия Манна – Уитни. 
Прогнозирование неблагоприятного ответа на 
терапию осуществляли бинарной логистической 
регрессией с расчетом отношения шансов (ОШ) 
и 95%-го доверительного интервала (95 % ДИ), 
отбор переменных осуществляли методом обрат-
ного исключения Вальда. Риск наступления со-
бытия (прогрессии и летального исхода) вычис-
ляли с помощью регрессионного анализа Кокса с 
расчетом относительного риска (ОР) и 95 % ДИ, 
отбор переменных осуществляли методом обрат-
ного исключения Вальда. Различия между пока-
зателями считали статистически значимыми при 
p < 0,05. 

Результаты 
Экспрессия р14ARF выявлена в клетках ги-

стологических образцов биоптатов 88 из 104 
пациентов. Относительное количество опухоле-
вых клеток, позитивных в реакциях с антитела-
ми к р14ARF, варьировало в диапазоне от 0 до 
96 % (рисунок). Распределение переменной от-
личалось от нормального. Количество р14ARF-
положительных опухолевых клеток составило 
73,7 [22,0; 83,5]. При сопоставлении содержания 
р14ARF-экспрессирующих опухолевых клеток в 
группах больных, разделенных по клинико-лабо-
раторным характеристикам, обнаружены стати-
стически значимые различия (табл. 1). Установ-
лено, что количество р14ARF-экспрессирующих 
опухолевых клеток существенно выше у боль-
ных с высоким и высоким промежуточным ри-
ском, согласно МПИ, чем у пациентов с низким 
и низким промежуточным риском (см. табл. 1). 
Обнаружена тенденция к увеличению числа 
р14ARF-положительных опухолевых клеток у 
лиц с распространенными (3–4) стадиями заболе-
вания по сравнению с обследованными с локаль-
ными (1–2) стадиями. Статистически значимых 
отличий в количестве р14ARF-экспрессирующих 
опухолевых клеток у пациентов разных возраст-
ных групп, разделенных по половому признаку 
и другим клинико-лабораторным параметрам, не 
обнаружено.

Проанализирована ассоциация между содер-
жанием р14ARF-положительных опухолевых 
клеток в биоптатах больных и ответом на тера-
пию первой линии (табл. 2). Установлено, что 
вероятность недостижения полного ответа по-
вышается при увеличении количества р14ARF-
экспрессирующих опухолевых клеток, однако 
в многофакторном анализе при включении кли-
нически неблагоприятных характеристик только 

СИБИРСКИЙ НАУЧНЫЙ МЕДИЦИНСКИЙ ЖУРНАЛ 2024; 44 (2): 123−129

Сарпова М.В. и др. Прогностическое значение экспрессии протеина р14ARF ...



126 

МПИ установлен фактором, многократно увели-
чивающим риск неудачи терапии первой линии.

Проведен анализ предикторов пятилетней 
общей и беспрогрессивной выживаемости при 
ДВКЛ (табл. 3), в который включены прогности-
чески значимые параметры: ИГХ-подтип заболе-
вания, МПИ и количество р14ARF-позитивных 
опухолевых клеток. Согласно полученным ре-
зультатам, повышение содержания р14ARF-
позитивных опухолевых клеток на каждые 10 % 
ассоциировано с увеличением риска прогрессии 

заболевания на 10 % и с увеличением риска ле-
тального исхода на 20 %. В многофакторном 
анализе в контексте включенных переменных 
возрастание количества р14ARF-положительных 
опухолевых клеток установлено независимым 
предиктором, связанным со снижением общей 
выживаемости больных наряду с МПИ. В отно-
шении пятилетней беспрогрессивной выживае-
мости только МПИ > 2 определен фактором ри-
ска.

Таблица 1. Сравнение количества р14ARF-положительных опухолевых клеток в группах больных, 
разделенных по клинико-лабораторным характеристикам

Table 1. Comparison of the number of p14ARF-positive tumor cells in groups of patients divided according to 
clinical and laboratory characteristics

Характеристика
Количество 
пациентов, 

n (%)

Количество р14ARF-
позитивных опухолевых 

клеток, %
p

Пол мужской 51 (49,0) 68,0 [7,0; 82,5] 0,155женский 53 (51,0) 76,0 [47,0; 85,0]

Возраст < 60 57 (54,8) 72,0 [26,0; 83,0] 0,873≥ 60 47 (45,2) 76,0 [20,5; 85,0]

ИГХ-подтип GCB 30 (28,8) 60,5 [0; 85,0] 0,359non-GCB 74 (71,2) 76,0 [47,0; 83,0]

Стадия по Ann Arbor 1–2 40 (38,5) 59,0 [10,0; 82,5] 0,0933–4 64 (61,5) 77,5 [49,0; 85,0]
Экстранодальные по-
ражения

0–1 70 (67,3) 73,5 [7,0; 84,0] 0,345> 1 34 (32,7) 74,7 [58,0; 83,0]
Концентрация лактат-
дегидрогеназы

норма 31 (29,8) 71,0 [3,5; 81,0] 0,364выше нормы 73 (70,2) 75,0 [42,0; 84,0]

МПИ

низкий и низкий 
промежуточный (≤ 2) 52 (50,0) 59,0 [0; 80,0]

0,007высокий и высокий 
промежуточный (> 2) 52 (50,0) 78,5 [62,0; 86,5]

Лимфатический узел. Иммуногистохимическая окраска опухолевых клеток на р14ARF: низкая (а) и высокая (б) 
экспрессия, ×1000

Lymph node. Immunohistochemical staining of tumor cells for the p14ARF: low (a) and high (b) expression, ×1000
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Обсуждение 
Протеин р14ARF является мощным супрес-

сором опухолей. В здоровых клетках его уровень 
практически не определяется [11]. При онкоген-
ных стимулах экспрессия р14ARF увеличива-
ется для стабилизации и активации белка р53, 
который в свою очередь запускает процессы вос-
становления ДНК поврежденных клеток или их 
запрограммированной гибели с целью предотвра-
щения малигнизации. Нарушение корректной ра-
боты сигнального пути p14ARF-Hdm2-p53 может 
приводить к неконтролируемой пролиферации 
клеток и развитию различных онкологических 
заболеваний.

В настоящем исследовании проанализирован 
характер экспрессии протеина р14ARF в образ-
цах опухолевых тканей пациентов с ДВКЛ. Про-
веден анализ взаимосвязи между количеством 
р14ARF-экспрессирующих опухолевых клеток 
и клинико-лабораторными характеристиками 
больных. В биоптатах обследованных с высо-
ким и высоким промежуточным риском согласно 

МПИ содержание р14ARF-положительных опу-
холевых клеток значимо больше, чем у пациен-
тов с низким и низким промежуточным риском 
(р = 0,007), у пациентов с локальными стадиями 
заболевания – меньше, чем у больных с распро-
страненными стадиями, однако межгрупповые 
различия не достигли статистической значимо-
сти (р = 0,093). Обнаружена ассоциация между 
увеличением количества р14ARF-позитивных 
опухолевых клеток и отсутствием полного ответа 
на терапию первой линии по программе R-CHOP. 
Однако в многофакторном анализе только МПИ 
> 2 связан с неудачей лечения, а уровень р14ARF-
положительных опухолевых клеток не подтвер-
дил своего самостоятельного значения. Показано, 
что увеличение содержания р14ARF-позитивных 
опухолевых клеток связано с повышением риска 
летального исхода пациентов наряду с МПИ > 2. 

Полученные результаты согласуются с данны-
ми A. Sánchez-Aguilera et al., которые установили, 
что «аномальная» экспрессия протеина p14ARF 
ассоциирована с высоким индексом пролифера-

Таблица 2. Анализ связи предикторов с недостижением полного ответа на терапию по протоколу 
R-CHOP

Table 2. Analysis of the relationship between predictors and failure to achieve a complete response to therapy 
according to the R-CHOP protocol

Предиктор Однофакторный анализ Многофакторный анализ
ОШ (95 % ДИ) р ОШ (95 % ДИ) р

Содержание р14ARF-положитель-
ных опухолевых клеток, % 1,01 (1,0–1,03) 0,039 1,01 (0,99–1,02) 0,601

ИГХ, non-GCB-подтип 1,50 (0,61–3,74) 0,379 1,02 (0,31–3,41) 0,973
МПИ >2 33,63 (9,15–123,61) < 0,001 31,38 (8,37–117,72) < 0,001

Таблица 3. Результаты регрессионного анализа Кокса предикторов общей и беспрогрессивной 
выживаемости пациентов с ДВКЛ

Table 3. Results of Cox regression analysis of predictors of overall and progression-free survival in patients 
with diffuse large B-cell lymphoma

Параметр
Однофакторный анализ Многофакторный анализ

ОР (95 % ДИ) р ОР (95 % ДИ) р
Общая выживаемость
МПИ >2 4,71 (2,22–10,00) < 0,001 3,92 (1,83–8,41) < 0,001
Содержание р14ARF- положительных 
опухолевых клеток, % 1,02 (1,01–1,03) 0,003 1,02 (1,01–1,03) 0,016

ИГХ non-GCB-подтип 1,77 (0,81–3,86) 0,154 1,44 (0,66–3,16) 0,359
Беспрогрессивная выживаемость
МПИ >2 6,48 (3,18–13,20) < 0,001 6,23 (3,05–12,72) < 0,001
Содержание р14ARF-положительных 
опухолевых клеток, % 1,01 (1,01–1,03) 0,006 1,01 (0,99–1,02) 0,148

ИГХ non-GCB-подтип 2,36 (1,10–5,08) 0,027 2,07 (0,96–4,46) 0,063
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ции и низкой общей выживаемостью больных 
агрессивными ВКЛ. Исследователи предполо-
жили, что сверхэкспрессия белка является инди-
катором нарушения основных путей регуляции 
клеточного цикла и, следовательно, маркером вы-
сокой агрессивности опухоли [12]. В то же вре-
мя имеются сведения об избыточном накоплении 
белка p14ARF в клетках вследствие регулирова-
ния по принципу отрицательной обратной связи 
в результате аберраций компонентов сигнально-
го пути p14ARF-Hdm2-p53, в частности мутаций 
ТР53 [15]. 

Данные, полученные в последние годы, по-
ставили под сомнение роль белка p14ARF как 
супрессора опухолей. В течение нескольких лет 
протеин считался дисфункциональным при из-
быточной экспрессии в опухолевой ткани [6]. 
Y. Ueda et al. предположили, что аутофагия, опос-
редованная p14ARF, является цитотоксической 
[16]. O. Humbey et al. впервые на моделях ксено-
трансплантантов у мышей показали, что экспрес-
сия белка р14ARF увеличивается в клетках при 
лимфомах независимо от статуса р53. Авторы по-
казали, что индукция аутофагии, опосредованная 
р14ARF, служила механизмом, который помогал 
опухолевым клеткам выживать в условиях ме-
таболического или окислительного стресса [8]. 
Коллектив американских ученых показал, что ин-
гибирование р14ARF при лимфомах с мутантным 
р53 препятствует прогрессии заболевания [8]. 

Исследования экспрессии протеина p14ARF 
при ДВКЛ немногочисленны, его роль в патоге-
незе злокачественных новообразований не уста-
новлена и требует дальнейшего изучения. 

Заключение 
Увеличение количества р14ARF-экспресси-

рующих опухолевых клеток ассоциировано с 
высоким и высоким промежуточным риском, со-
гласно МПИ, и с повышением риска летального 
исхода пациентов с ДВКЛ. Изученный маркер 
может использоваться как дополнительный мор-
фологический предиктор неблагоприятного тече-
ния заболевания. 
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