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Введение

   Изучение механизмов опухолевой прогрес-
      ,сии привело исследователей к выводу о том  

 ,      , что она как и весь канцерогенез в целом за-
     висит не только от пролиферативной активно-
  ,    сти опухолевого клона но и

    от его возможностей избегать регулируемую 

  [1].   клеточную гибель Так поиски универсальных 
    маркеров опухолевой прогрессии были связаны 

   .с учением об апоптозе
,   1972Понятие введенное в  .   «г в журнале British 

Journal of Cancer»  J.F.R. Kerr  .,  и соавт описавшими 
     , апоптоз как новый тип клеточной гибели про-

   граммируемый рядом генетически обусловлен-
     ных внутриклеточных событий и отличный от 

,  15     некроза более лет не вызывало особого ин-
  [4].    тереса онкогематологов Однако по мере 

    развития новых технологий исследования опу-
     холевого субстрата становились все более оче-
    видными патогенетические связи этого понятия 

     с генезом опухолевой прогрессии вообще и 
   .прогрессии гемобластозов в частности
     Именно учение об апоптозе позволило вы-

     вести из тупика генетическую теорию возникно-

  .   вения опухолей крови При всей многовариант-
  ,  ности генетических событий свойственных для 

  ,  неоплазий системы кроветворения фактически 
     все они приводили к заинтересованности клю-

 -  .  ,чевых генов регуляторов апоптоза Более того  

,   обнаружилось что большинство противоопухо-
    левых эффектов химиолучевых факторов опо-

  ,    средовано механизмами апоптоза а позже с 
     ними же связали и механизмы химиорезистент-
 [4].ности
    ,В последние десятилетия стало очевидным  

     что возможности опухолевого роста во многом 
свя     заны с опосредованными генетическими из-

  ,менениями активности цитоплазматических  

   -внутриклеточных и внутриядерных белков регу-
 .    ляторов апоптоза У большинства ис-

   ,  следователей не вызывает сомнений что 
    прогнозирование опухолевой прогрессии и изу-

    чение чувствительности опухолевых клонов к 
    цитостатическому воздействию во многом зави-

      сит от глубинных сдвигов в регуляции кле-
   , точного цикла и апоптоза проис   ходящих в опу-
  [6, 9].    холевой клетке При этом достойной удив-

    ления особенностью стал универсальный ха-
   : рактер механизмов повреждения апоптоза опу-
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     холи самого различного гистогенеза на этапах 
       прогрессии использовали одни и те же пути по-
   вреждения системы программированной клеточ-

 .ной гибели
   Определяющее значение блокады апоптоза 

     для прогрессии неоплазии было доказано для 
   многих типов злокачественных новообразова-

.   ,   ний Рак молочной железы рак толстого кишеч-
     ника и другие солидные неоплазии отличались 

   торможением программированной клеточной ги-
     бели за счет сверхэкспрессии протеинов ан-

  тиапоптотической группы bcl-2, bcl-xl [11].

   , Другим мощным индуктором апоптоза бло-
-ки

   ,   руемым на этапах онкогенеза являлся мем-
 бранный

   —  рецептор суперсемейства ФНО FAS (APO-

1/CD95).  

   В физиологических условиях CD95  играл основную 

роль    в физиологической гибели ареактивных 
, , лимфоцитов антителопродуцентов секретирую-

  ,   щих низкоафинные антитела и способствовал 
  -   нормализации числа Т и

-      В клеток в лимфоидных органах и перифериче-
    ,  ской крови после элиминации антигена кото-
    рый вызывал лейкемоидную реакцию лимфоци-

  [21].тарного типа
  , Дополнительным онкогенным фактором вы-

    сокая активность которого часто обнаруживает-
  ся при гемо ,   бластозах был ген c-myc. Кодируе-

     мый им протеин является мощным индуктором 
 ,     опухолевого роста что было показано в иссле-

 M.T.дованиях  Hemann  . [15].и соавт   Мутантная фор-
 ма c-myc,    ,  по мнению авторов поддерживает 

     пролиферацию и совместно с другими антиапо-
   птозными факторами блокирует программиро-

   .ванную смерть злокачественных клонов
    Значение мутации важнейшего из регуля-

   — торных внутриклеточных протеинов p53 — для 
   возникновения и прогрессирования злокаче-

     ственных опухолей впервые было показано при 
 ,    колоректальном раке когда была описана де-

  17леция региона p    с утратой гена p53 [19]. Затем 
    17-различные повреждения короткого плеча й 
     хромосомы были обнаружены при многих типах 

,     ,  опухолей включая рак мочевого пузыря рак 
 ,    [17].  молочной железы рак легкого Основной 

    результат всех многочисленных аномалий гена 
p53      состоит в отсутствии способности у мутант-

      ной формы останавливать клеточный цикл в G1/

M-      фазе в ответ на соответствующие стимулы 

[16].   ,   ,  Кроме того к протеинам блокирующим 
 функцию wt p53,    относятся эндогенные белки bcl-

2, MDM2   .и некоторые цитокины
  ,  Многолетние исследования показали что 

     существует тесная связь мутаций протеина p53 

   с приобретением опухолью химиорезистентно-
. ,   ,  сти Оказалось что неактивный протеин с од-
 ,     ной стороны отменяет апоптоз и ускоряет му-

 ,   , тационный процесс с другой стороны активи-
 ,   рует особые генетически обусловленные меха-

   низмы множественной лекарственной устойчи-
 [20].вости
     К таким механизмам прежде всего относится 

  -  (трансмембранный белок р гликопротеин p-glycopro-

tein),      который с помощью энергии АТФ может 
  блокировать диффузию ци  тостатических препа-

     , ратов через мембрану и сигнальные пути свя-
  занные с цитостатиче  . скими эффектами Проте-

,     ин способствуя в физиологических условиях 
  выводу из орга  ,  низма ксенобиотиков при опухо-
    левом росте обеспечивает слабую уязвимость 

   ,  злокачественных клеток к химиотерапии по-
   скольку способствует элиминации цитостатиче-

     [2].ских агентов за пределы клетки
 ,    Таким образом анализ литературных дан-

      ных указал на накопленную в результате экспе-
   риментальных исследований информацию о 

     ключевой роли в патогенезе прогрессии многих 
    —опухолей изменений активности протеинов  

 :  регуляторов апоптоза p-53,  bcl-2,  

c-myc,   мембранного белка FAS (APO-1/CD95)  и про-
  дукта гена MDR1 —  p- .   гликопротеина На сего-

      дняшний день в литературе имеются лишь раз-
     розненные сведения о влиянии этих протеинов 

     на прогрессию гемобластозов вообще и лимфо-
   .пролиферативных заболеваний в частности

   —  Цель настоящего исследования изучение 
   экспрессии клетками неходжкинских злокаче-

  ственных лимфом -  белков регуляторов апоптоза 
     и оценка их влияния на химиорезистенность 

   .опухоли и прогноз заболевания

Материал и методы
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   1В исследование включены  375  больных не-
  ходжкинскими злокачественными лимфомами 

( ),    НХЗЛ наблюдавшихся в городском гематоло-
  ( ) .гическом центре ГГЦ г    Новосибирска в пери-

  1990  2005 .од с по г
    55,8Средний возраст пациентов составил  

.     года Анализ распределения по возрастным груп-
    60—64 . пам выявил преобладание лиц лет Соот-

     ношение мужчин и женщин в обследованном 
  1,2контингенте равнялось  : 1.

   Давность заболевания составляла от 
   15 .  56,7% нескольких месяцев до лет У пациентов 

    иммунофенотип опухоли изучался только на 
  ,  43,3% —  этапе первичной диагностики у и при 

 .рецидиве процесса
   Пациенты обследовались с использованием 
    стандартного набора клинических и инструмен-

 .     тальных методов На момент первичной диа-
   гностики больные с I   стадией лимфомы состав-

  2%    ,ляли около от общего числа обследованных  

II     9%, стадия была выявлена у III  —  13%стадия у  

 (пациентов .рис  1)  (76%) Большинство состави-
     ли лица с генерализованными и диссеминиро-

   ,  ванными фазами опухолевого процесса что со-
 ответствовало IV  .  стадии НХЗЛ Лейкемическая 

    ( )  фаза прогрессии лимфомы и или наличие 
  внутрикостномозговых опухолевых пролифера-

   52% тов отмечалась у .  больных Указанные изме-
   768   нения выявлялись у обследованных в дина-

    мике наблюдения на этапах прове  дения полихи-
    . миотерапии и контроля ее эффективности

. 1.      (  Рис Распределение больных по стадиям НХЗЛ по клас-
 сификации Ann Arbor)

 -  Основной молекулярно биологической тех-
,    , нологией примененной в данной работе явля-

   лось иммуноцитохимическое и иммуногистохи-
   мическое исследование биопсийного материала 

.опухоли

    С целью подробной характеристики иммуно-
   логического фенотипа неходжкинских лимфом 

    была использована панель моноклональных ан-
 ( ) DAKO,тител МКА  Novocastra, R&D  .  и др Список мо-

 ноклональных ,   антител входивших в исследова-
 ,    тельскую панель включал следующие позиции и 

    соответствующие им гибридомные клоны МКА 
 -  , против белков регуляторов апоптоза онкопротеи-

     [5, 7, 10]:нов и белков клеточного цикла
— CD95 (Fas-лиганд) (DX2);
— p53 (DO7);

— вcl-2 (  100/клон D5);

— c-myc ( ) (9онкопротеин E11);

— Ki-67 (MIB-1);

— p-glycoprotein (клон JSB-1).
  Исследование иммунологического фенотипа 

опу     холевых клеток осуществлялось с помощью 

 ,    систем визуализации основанных на стреп-
-  товидин биотиновой (LSAB+, LSAB2 (DAKO))  или по-

 (лимерной EnVision Systems (DAKO)) ,  методиках с ис-
   пользованием цитохимической метки щелочной 

 (   фосфатазой для иммуноцитохимического ис-
)   (  следования или пероксидазой для иммуноги-

) [3].стохимии
   Авторами использовался стандартный метод 
-   иммуногисто и иммуноцитохимического иссле-

дова ,    ния владение которым подтверждено сер-
   тификатами Всероссийской школы иммуноги-

 ( , 1999; , 2002)  стохимии Казань Казань и сертифи-
   катом Международной школы иммуноморфоло-

 (гии C - , 2004).анкт Петербург
    Основным материалом для изучения являл-

  ,   ся субстрат опухоли полученный методом 
   (  открытой или пункционной при поражении 
 )  .   костного мозга биопсии Всего исследовано 

 1более  200 ,  30%  биоптатов в случаев проводи-
  -   лось параллельное иммуноцито и иммуноги-

   стохимическое исследование препаратов одного 
   .и того же пациента

    Основным субстратом были мазки стерналь-
    (46%), ного пунктата или трепанобиоптата отпе-
    чатки и гистологические препараты биопсиро-

   (38%)  ванного лимфатического узла или биопта-
    та опухолевого образования другой локализа-
 ( , , ).ции желудок кишечник кожа
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   Использовались все формы внутреннего 
  -,  контроля достоверности иммуногисто имму-

  [14]:ноцитохимической реакции
    Число позитивных клеток определялось по 

 : 0 общепринятым критериям позитив  ных клеток 
—   ,   25%  — отсутствие экспрессии менее низкая 
экс , 25—50% — ,  50% прессия средняя более пози-

  —  тивных клеток высокая экс .прессия
    Вся информация была преобразована в 
   формат электронных таблиц Exсel.  Сформиро-
    ванная база данных настоящего исследования 

    в последующем проходила математическую об-
     работку с помощью пакета прикладных матема-
  тических программ Statistica 6.0 (StatSoft Inc.),  OriginPro 

7.5 (OriginLab)    и с использованием статистических 
 возможностей Excel.

Результаты

    ,При оценке экспрессии было установлено  

      что все указанные маркеры имеют свое пред-
   ставительство на опухолевых клетках 

    (большинства клинических типов НХЗЛ . 2рис ).

. 2.   -  ,Рис Уровень экспрессии белков регуляторов апоптоза  
       (896пролиферативной активности и МЛР у больных НХЗЛ  

)человек

   Наибольшей экспрессией отличался белок 
  блока апоптоза bcl-2,     он был выявлен в 

(38,5 ± 1,9)%    .опухолевых клеток больных НХЗЛ  

    Мутантная форма проапоптозного протеина p53 

  (16,25определялась на  ±
± 1,70)%,   онкопротеина c-myc —   (12,1на  ± 1,4)%. 

    Продукт гена множественной лекарственной ре-
 зистентности MDR1 p-  гликопротеин проявлял 

   (15,6  ±  1,5)%  свою экспрессию на элементов 
.НХЗЛ

   Белок пролиферативной активности клетки 
Ki-67,   80%   ,охватывающий митотического цикла  

  (37,0экспрессировался на  ± 1,6)% ,  клеток а мар-
     кер системы фактора некроза опухоли α ( -ФНО

α) Fas-FasL CD95 —  (21,5на  ± 2,7)%.
 ,    Таким образом был констатирован факт 

   присутствия в иммунофенотипическом профиле 
   неходжкинской лимфомы исследуемых молеку-

-лярно биологиче  .ских маркеров
 ,   Следующий вопрос на который предстояло 

:    ответить каково распределение экспрессии 
     этих белков на клетках лимфоидных неопласти-

      ческих клонов в зависимости от степени клини-
  ?ческой агрессивности заболевания

 ,   Анализ показал что имеются существенные 
   вариации в представительстве bcl-2,  p53,  c-myc, 

СD95, Ki-67  и p-    гликопротеина в группах пациен-
     (тов с различной активностью процесса . 3рис ).

,     (Так в кластере высокоагрессивных лим-

   )фобластных и беркиттоподобных вариантов  

     НХЗЛ был выявлен высокий уровень p53  и он-
 копротеина c-myc — (38,7 ± 3,8)  (40,4и  ± 5,4)% по-

  .  зитивных клеток соответственно Выраженная 
 экспрессия Ki-67  ((76,3 ± 2,9)%)   была вполне 

,     предсказуемой поскольку эти варианты лим-

    фом обладают очень высокой пролиферативной 
.    активностью Небольшое количество клеток 

    bcl-2опухоли оказалось позитивным на  

((14,5 ± 3,9)%)  CD95 ((3,4и  ± 1,1)%).  Экспрессия p-

   (17,8гликопротеина отмечалась у  ± 3,2)% .клеток
     В группе НХЗЛ с агрессивным вариантом 

 ,    клинического течения в которую вошли паци-
    енты с крупноклеточными лимфомами высокой 

 ,   степени злокачественности наибольшее число 
    позитивных клеток отмечалось на bcl-2, p53  и Ki-

67-  —  (36,5  ±  3,0),  (37,5маркеры  ± 2,9)  и 
(40,1 ± 1,4)%  .   соответственно Высокий уровень 

 экспрессии p-  ((28,6гликопротеина  ± 2,9)%) выяв-
   .лен у трети пациентов

  Иммунофенотипический профиль индолент-
    ных лимфом характеризовался наиболее выра-

  женной экспрессией bcl-2  ((73,9 ± 6,8)%)   CD95и  

((34,9 ± 2,9)%).   Остальные маркеры демонстриро-
  вали умеренное количество позитивных :клеток  
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p53 — (14,6 ± 2,8)%, c-myc —  (5,4 ± 1,7)%, Ki-67 — 

(14,8 ± 2,2)% и p-гликопротеин — (19,5 ± 3,1)%.
Таким ,образом  при оценке иммунофенотипа 

     опухолевых клеток НХЗЛ была выявлена экс-

 -   (прессия белков регуляторов апоптоза bcl-2,  p53, 

CD95),   (пролиферативной активности Ki-67), мно-
   (жественной лекарственной резистентности p-

)   гликопротеин и онкопротеина c-myc.

. 3.   -  ,    M      Рис Уровень экспрессии белков регуляторов апоптоза пролиферативной активности и ЛР в группах НХЗЛ в соответствии 
  с клиническим  : * — ,      (вариантом течения показатели достигшие достоверного уровня значимости отличия p < 0,05)   в сравнении с 

   аналогичным критерием из других 
 групп НХЗЛ

  , Группы неходжкинских лимфом отличающи-
    ,еся по агрессивности клинического течения  

   имели разное представительство указанных 
   .  ,  маркеров в субстрате опухоли Так наиболее 

  высокая экспрессия bcl-2 на   блюдалась у пациен-
    тов с агрессивными и индолентны  ми лимфома-
,  ми p53 —    с высокоагрессивными и агрессивны-

 , ми НХЗЛ c-myc —    с лимфобластными и беркит-
то  ,  подобными вариантами CD95  —   в основном 

  .мелкоклеточными лимфоидными опухолями  

  , ,Пролиферативная активность и следовательно  

 экспрессия Ki-67    была максимальной при высо-
   .  коагрессивных и агрессивных НХЗЛ Продукт 

MDR1-   гена множественной лекарственной 
    устойчивости имел свое представительство в 

     клетках опухолевого субстрата всех типов лим-
,     фом но особенно при крупноклеточных агрес-

  .сивных лимфоидных неоплазиях
  ,Учитывая вышеизложенные результаты  

    было сделано предположение о комбинирован-
    ном характере экспрессии исследуемых марке-
     ров на опухолевых элементах отдельных вари-

 ,   антов НХЗЛ отличающихся наибольшей скоро-
     стью опухолевой прогрессии и наименьшей ре-

  .зультативностью лечебных мероприятий
    В целях подтверждения или опровержения 

    данной гипотезы был предпринят математиче-
    ский поиск взаимосвязи между отдельными 

.     маркерами Для этого использовался корреля-
     ционный анализ между переменными по прин-

   , ципу формирования парных значений которые 
    образуются из рассматриваемых зависимых вы-

.     борок Для оценки факта наличия корреляцион-
 ,     ных связей их силы и направленности приме-
   .нялся коэффициент корреляции Пирсона

   Учитывая наличие принадлежности некото-
    « »,рых маркеров к числу конституциональных  

    для отдельных вариантов неходжкинских лим-

      фом такие случаи были удалены из исследуе-
      мых кластеров и в дальнейшем не обрабатыва-
. ,    лись Так для анализа критерия bcl-2  была изъ-

   ,   ята группа фолликулярных НХЗЛ для c-myc — 

  .группа лимфомы Беркитта
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   Проведенный анализ подтвердил наличие 
   статистически значимых корреляционных взаи-

   (мосвязей между признаками . 1табл ).

 , Основными маркерами экспрессирующимися 
  ,  синергично друг другу были bcl-2,  p53,  p-глико-

.протеин
   Дополнительными признаками со средней 

   корреляционной связью оказались c-myc,  CD95 и 
Ki-67,    которые проявили статистическое взаимо-

    .действие с тремя основными признаками
 1Т а б л и ц а

Определение взаимосвязи между исследуемыми 
признаками 

с помощью индекса линейной корреляции Пирсона

Маркер bcl-2 p53 c-myc CD95 Ki-67
p- -глико
протеин

bcl-2 1
p53 0,919716 1
c-myc 0,241046 0,457593 1
CD95 0,443640 0,032556 —0,279300 1
Ki-67 0,058122 0,095817 0,357367 —0,250240 1
p-глико-
протеин 0,811492 0,807080 0,388011 0,096987 0,103794 1

   Международный прогностический индекс IPI, 

    основанный на клинических и биохимических 
,     показателях хорошо коррелировал с пятью из 

 .    шести маркеров Наиболее сильная прямая 
     связь индекса была выявлена с p-гликопротеи-

 (    +0,85)  ном коэффициент Пирсона равен и p53 

(+0,8) ( . 4рис ).   Остальные признаки демонстри-
    :  ровали среднюю и слабую корреляцию CD95 

+0,68,  -с myc +0,72,  bcl-2  +0,7.   Отмечалась слабая 
  позитивная связь IPI  с Ki-67 (+0,3).

,     Показано что прогностический индекс IPI, 

    большей частью основанный на клинических 
,    признаках которые характеризуют тяжесть состо-

     яния пациента и суммарный объем опухолевой 
,      массы апеллирует не столько к степени злока-

    -чественности процесса в его молекулярно био-
 ,    логическом смысле сколько к общей толерант-

    ности пациента к программной полихимио-
.терапии

. 4.     Рис Схема корреляционных связей между прогностическим 
-индеек

сом IPI     и иммуноморфологическими маркерами у больных 
НХЗЛ

Обсуждение 

   ,   В настоящее время доказано что одним из 
 ,   ключевых событий определяющих резистент-

    ,ность лимфоидных опухолей к химиотерапии  

   является гиперэкспрессия белка bcl-2  и мутация 
   —   мощного фактора онкосупрессии гена p53. 

     Данные нарушения приводят к экспрессии в 
   опухолевых клетках функционально недеятель-

      ной мутантной формы этого протеина с ниве-
    лированием его возможностей для остановки 
   митотической активности поврежденной клетки 

    .   и инициации в ней апоптоза К подобному вы-

  C.V.воду пришли  Dang  . [12]. и соавт Исследовате-
    ,  лями в эксперименте было показано что соче-
   тание мутаций генов c-myc,  p53,  bcl-2  с гипер-

   экспрессией соответствующих протеинов яв-
    ляется знаковым событием для опухолевой 

   [22].прогрессии лимфоидных неоплазий
   Самостоятельным условием для развития 

   лимфоидных неоплазий является неэффектив-
    «  »  ность системы запуска апоптоза из вне Fas-

FasL,     возникающая в результате разобщения ре-
  цепторного аппарата доме   нов клеточной смерти 

    с механизмами внешней и внутриклеточной 
  .  трансдукции апоптозного сигнала Результаты 

    p-настоящей работы по экспрессии гликопротеи-
на    подтверждают мнение некоторых исследова-

     телей о наличии коренной взаимосвязи пере-
     строек маркеров блока апоптоза с феноменом 
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Фундаментальные и прикладные исследования в онкогематологии

  множественной лекарственной резистентности 
[18].

  Диагностическую и прогностическую 

    —ценность исследования экспрессии белков  

    маркеров апоптоза подтверждает их корреляция 
  IPI.      ,с индексом При этом следует иметь в виду  

     что высокие значения индекса фактически де-
   -монстрируют обоснованность сомнений врача

  ,    гематолога о том как пациент перенесет тяже-
    лую цитостатическую нагрузку и серьезные 

 .осложнения ПХТ
  Иммуноморфологические маркеры характе-

    ризуют совершенно другую сторону опухолевой 
,    IPI. прогрессии нежели показатели индекса Они 
   исследуют злокачественный потенциал опухоле-

    -вой клетки в его молекулярно биологическом 
 —   смысле способность неопластического клона 
   избегать атаки иммунобиологического надзора 
     организма и быть нечувствительным к проапо-

  птотическому воздействию противоопухолевых 
.препаратов

    ,   Принимая во внимание тот факт что все 
    цитостатики приводят к гибели опухолевой 

      клетки через повреждение ее генома и запуск 
  ,  программы клеточной смерти все приобретен-

     ные опухолевым клоном на этапах канцероге-
    неза механизмы блокады апоптоза фактически 

    означают приобретение им резистентности к 
 .циторедуктивной терапии

,     ,Следовательно на ранних этапах болезни  

    , когда объем опухолевой массы невелик значе-
  ния индекса IPI    не будут полностью отражать 

  .  степень злокачественности процесса Можно 
 ,   сделать вывод что индекс IPI    в отличие от им-

   мунофенотипических маркеров не обладает 
    универсальностью и проявляет свой прогности-

     ческий потенциал в основном при распростра-
  ,  ненных случаях НХЗЛ причем преимуществен-

  ,   но агрессивных лимфом что подтверждается 
  [13].литературными источниками

Заключение

    Полученные данные свидетельствуют о сов-
  -  местном влиянии белков регуляторов апоптоза 

   и множественной лекарственной резистентности 
     на прогноз опухолевой патологии и выживае-

    мость пациентов и подтверждают целесообраз-

     ность введения указанных маркеров в стан-
    дартную панель моноклональных антител для 

   первичной диагностики неходжкинских злокаче-
 .ственных лимфом

-  ,  Молекулярно биологические маркеры осно-
      ванные на глубинных сдвигах в клеточном ге-

,       номе уже на самой ранней стадии процесса 
   указывают на весь ан   тиапоптозный арсенал до-

   [8].  минирующего клона НХЗЛ   Через них опу-
     холь проявляет степень своей генетической не-

    стабильности и способность во взаимодействии 
     с агрессией лечебных факторов быстро запу-

  . стить формирование химиорезистентности Ве-
,      роятно именно в этом заключается основное 

 -преимущество молекулярно биологического 
     подхода к прогнозу опухолевой прогрессии над 

   всеми существующими сегодня прогностически-
 .ми системами
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