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Список сокращений
ММ -  множественная миелома
ИЛ -  6 -  интерлейкин 6
ФНО -  фактор некроза опухолей
АТФаза -  аденозинтрифосфатаза
ХЛЛ -  хронический лимфолейкоз
gp -  гликопротеин
Pgp -  Р-гликопротеин
МЛУ -  множественная лекарственная устойчивость 
TNF -  тумор-некротизирующий фактор (фактор некроза опухо­

лей)
GST -  глутатион S трансферазы 
CYP -  цитохром Р-450 
MDR -  multidrug resistance 
HLA -  human leucocytes antigens
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Введение

Множественная миелома и хронический лимфолейкоз являются 
одними из самых распространенных заболеваний системы кроветво­
рения. Так, множественная миелома имеет распространенность 1-5 
на 100 ООО населения. Хронический лимфолейкоз также является са­
мым часто встречающимся видом лейкоза в странах Европы и Се­
верной Америки, в этих странах на его долю приходится 30% всех 
онкологических заболеваний (Bloomfield C.D. et al., 1993).

Заболеваниями страдают преимущественно люди старших воз­
растных групп, однако за последние годы наметилась тенденция к 
увеличению среди заболевших доли лиц молодого возраста. Распро­
страненность заболеваний неравномерна по миру и требует изучения 
с целью оптимизации организации помощи этому контингенту боль­
ных. Также неоднозначна позиция ученых по вопросу о факторах 
риска развития множественной миеломы и хронического лимфолей- 
коза. В литературе широко обсуждается проблема связи генетически 
детерминированной чувствительности к внешнесредовым факторам. 
Цитокины выполняют в организме разнообразные функции. Цито- 
кины воздействуют на клетку, связываясь со специфическими ре­
цепторами на цитоплазматической мембране и вызывая, тем самым, 
каскадную реакцию, ведущую к индукции, усилению или подавле­
нию активности ряда регулируемых ими генов. Уровень цитокинов в 
сыворотке крови может быть обусловлен степенью экспрессии соот­
ветствующих генов. Поэтому изучение клинико-генетических ассо­
циаций при лимфопролиферативных заболеваниях является весьма 
актуальным с позиций выявления генетических маркеров течения 
заболеваний.
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Глава 1

ЭПИДЕМИОЛОГИЯ М НОЖ ЕСТВЕННОЙ МИЕЛОМЫ

Множественная миелома (ММ) — это лимфопролиферативное за­
болевание из группы зрелоклеточных В - клеточных опухолей, мор­
фологическим субстратом которого являются плазматические клет­
ки, продуцирующие моноклональные иммуноглобулины (Воробьев
А.И., 2003).

Множественная миелома составляет 1% онкологических заболе­
ваний и немногим более 10% гемобластозов (International Myeloma 
Foundation. Concise Review. -USA Edition, 2003). Болеют множест­
венной миеломой лица преимущественно в возрасте старше 40 лет; 
средний возраст больных составляет 69 лет (DeVita V.T., Heilman 
S., Rosenberg S.A., 1997; Hoffman R., Benz E.B., Shattil S.J., Furie B., 
1995; Herrington L, Weiss N.S., Olsan F., 1995). На более ранний воз­
раст приходится лишь 2-3% случаев. В литературе описаны только 
единичные случаи заболевания больных моложе 30 лет (Андреева 
Н.Е., Чернохвостова Е.В.,1985; DeVita V.T., Heilman S., Rosenberg 
S.A., 1997; Hoffman R., Benz E.B., Shattil S.J., Furie B., 1995).

Показатели заболеваемости ММ заметно отличаются по регио­
нам мира. Известно, что в США частота заболеваемости ММ среди 
выходцев из Африки в 2 раза выше, чем среди белого населения. Воз­
можно, причина этого явления кроется в том, что и в норме у пред­
ставителей черной расы плазматических клеток больше, чем у белой 
расы (Дьюри Б.Г., 1987).

Для нивелирования влияния возрастной структуры на показатели 
заболеваемости и смертности принято рассчитывать стандартизован­
ные показатели. Так как ММ встречается преимущественно сре­
ди лиц пожилого возраста, то при этом заболевании интенсивный и 
стандартизованный показатели могут значительно отличаться. В таб­
лице 1 представлены стандартизованные показатели заболеваемости 
ММ в России и некоторых странах мира (Cancer Incidence in Five 
Continents, ARS Sea PubL, 1992).
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Таблица 1
Стандартизованные показатели заболеваемости и смертности 

при ММ в России и некоторых странах мира в расчете на 100000
населения
Страна Заболеваемость Смертность

Мужчины Женщины Мужчины Женщины
Россия 0,82 0,73 - -
С-Петербург 0,90 0,74 - -
США белокожие 3,6 2,4 2,39 1,65
США чернокожие 6,99 4,79 4,03 2,99
Канада 3,93 2,68 2,55 1,75
Великобритания 3,0 2,0 2,55 1,70
Швеция 3,82 2,52 2,45 1,61
ФРГ 1,79 1Д 1,37 0,71
Италия 3,04 2,47 2,33 1,64
Франция 2,4 2,0 1,91 1,46
Япония 1,8 1,62 0,99 0,99
Куба 1,94 2,46 1,89 1,43

В исследовании О.И. Камаевой и соавт. (1997) стандартизованная 
заболеваемость ММ на 100000 населения составила 4,09 для мужчин 
и 3,18 для женщин; при среднем значении 3,5 на оба пола.

R. J. Q. Me Nally и соавт (1996) изучали частоту и распростра­
ненность лейкозов и лимфом в Северной Ирландии за период с 1989 
по 1993 г. Оказалось, что частота ММ в Северной Ирландии выше, 
чем в Англии и Уэльсе. М. A. Hussein et al. (2002) отмечают, что ММ
-  второй по частоте гематологический рак после неходжкинской 
лимфомы в США на долю которого приходится 10% всех злокачес­
твенных новообразований. I. Bray et al. (2001) при прогнозировании 
темпов роста заболеваемости опухолями, отметили, что ожидаемые 
темпы роста заболеваемости ММ в Дании, Израиле, Новой Зеландии, 
Оксфорде и штате Юта в 2003-2007 годах ниже, чем неходжкински- 
ми лимфомами.

R.A. Cartwright, et al. (2002) показали, что важным фактором рис­
ка гематологических заболеваний является половая принадлежность. 
ММ подвержены как мужчины, так и женщины. По данным Cancer
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Incidence in Five Continents (1992), в США, Великобритании, Канаде, 
ФРГ чаще болеют мужчины, на Кубе — женщины. Наряду с этим, во 
Франции и Японии уровень заболеваемости среди мужчин и женщин 
практически не отличается. Е. Crocetti et al. (2002) анализировали 
заболеваемость и смертность от злокачественных новообразований в 
центральной Италии. Авторы отмечают увеличение заболеваемости 
ММ среди женщин и увеличение смертности как среди женщин, так 
и мужчин.

ММ известна как «болезнь пожилого возраста». Однако, по дан­
ным К.М. Абдулкадырова и соавт.(1997) наметилась тенденция к 
«омоложению»: средний возраст больных составил 55,5±6,05 лет при 
доле лиц моложе 50 лет 16,7%. О.И. Камаевой и соавт. (1997) случаи 
заболеваемости ММ зарегистрированы, начиная с возраста 40-49 лет 
(1,92 на 100000 прикрепленного контингента). Самые высокие цифры 
заболеваемости -39,32-выявлены для лиц старше 70 лет. Проанализи­
ровав причины смертности пожилых мужчин и женщин от ММ в 23 
Европейских странах, США и Японии, Q.F. Levi et al.(2001) пришли 
к выводу, что увеличение смертности, возможно, связано не только 
с увеличением заболеваемости, но и с улучшением диагностики. S. 
Franceschi, et С. La Veccia (2001) изучали эпидемиологию раковых за­
болеваний у пожилых. Авторы считают, что возраст -  не самый важ­
ный детерминант риска рака, но он увеличивает время воздействия 
канцерогенных веществ. Подчеркивается трудность интерпретации 
данных заболеваемости по ММ, т.к. это может быть связано с улуч­
шением диагностики.

По современным представлениям, факторами риска развития ММ 
являются контакт с пестицидами, нефтепродуктами, воздействие ра­
диации. И наоборот, иммуносупрессия, длительное раздражение им­
мунной системы (ревматические болезни) не сочетаются с повышен­
ной заболеваемостью ММ (Barlogie В, Gale R.P., 1992). Н.Е.Андреева 
и Е.В.Чернохвостова приводят свидетельства об индуцирующем 
влиянии хронической антигенной стимуляции (Андреева Н.Е., Чер- 
нохвостова Е.В., 1985).

S.A. Khuder, А.В. Mutgi (1997) провели метаанализ связи мно­
жественной миеломы с сельскохозяйственным производством. Ока­
залось, что на ММ приходится 20% от всего числа гемобластозов.



В США тенденция к росту заболеваемости ММ наиболее выражена 
в центральных сельскохозяйственных районах страны. При анализе 
32 публикаций за 1981-1997 г.г. в 28 сообщениях отмечена положи­
тельная корреляция между риском развития ММ и участием больных 
в сельскохозяйственном производстве. Стандартизированный отно­
сительный риск ММ у мужчин и женщин, работающих в сельском 
хозяйстве, составил 1,23 (при 95% доверительном интервале от 1,14 
до 1,32), а у фермеров центральных районов США -  1,38 (1,27-1,51).

Предполагается, что взаимосвязь между развитием ММ и участи­
ем в сельскохозяйственном производстве объясняется влиянием раз­
нообразных неблагоприятных факторов -  пестицидов, инсектицидов, 
гербицидов, растворителей, микроорганизмов (Baker В. 2000). Neil 
Pearse, S. Reif John (1990) также выявили повышенную заболевае­
мость ММ у сельскохозяйственных рабочих. Одной из возможных 
причин авторы считают использование гербицидов или влияние ви­
русов животных. К. Wiklund (1986) проанализировал частоту разви­
тия раковых заболеваний среди шведских сельскохозяйственных ра­
бочих и выявил повышенный риск развития рака печени, простаты, 
желудочно-кишечного тракта, злокачественных меланом и миеломы. 
L. Fritschi et al. (2002) исследовали в Канаде влияние профессии, 
связанной с работой с животными, на риск развития миеломы. Ока­
залось, что индивидуумы, работающие с крупным рогатым скотом, 
имеют повышенный риск развития лейкемии и лимфом, в том числе 
ММ, а те, кто связаны с обработкой рыбы -  уменьшенный риск этих 
заболеваний.

В литературе имеются данные, посвященные анализу заболевае­
мости ММ и связи с промышленным производством (Endol -  Erdgas
-  Kohle, 1996). О. Wong, G.K. Raabe (1998) при обобщении результа­
тов 22 международных когортных исследований более 250000 работ­
ников нефтяной промышленности отметили, что стандартизованный 
относительный риск смерти от ММ составил 0,93 и не зависел от 
стажа и вида работ. N. Becker et al. (2001) в обзоре по эпидемиоло­
гии лимфополиферативных заболеваний подчеркивают, что многие 
исследователи выявили слабо увеличенный риск развития ММ у лиц 
с асбестозом.
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S.A. Speer et al. (2002) изучали зависимость заболеваемости ММ 
от таких факторов риска, как курение, проживание и работа на и 
вблизи со свалками отходов нефтяных и очистительных заводов в 
643 случаях ММ. Оказалось, что риск заболевания выше у тех, кто 
живет 10 и более лет ближе мили от большой химической свалки.

L. Massoudi Barbara et al. (1997) установили связь между работой 
в химической промышленности и смертью, вызванной ММ. Этот же 
фактор явился причиной избытка новообразований у мужчин, умер­
ших в молодом возрасте.

Fu Hua et al. (1996) отметили повышение смертности от ММ в 
группе рабочих обувных фабрик Италии, где по технологии исполь­
зовался бензин. Bezabeh Shewit et al. (1996) проанализировали 13 
опубликованных эпидемиологических исследований «случай-конт­
роль» и не выявили связи между развитием ММ и производственным 
воздействием бензола либо его содержащих продуктов.

J.L. Hatcher et al. (2001) проанализировали связь 540 случаев не­
давно диагностированной ММ и диагностических рентгеновских ис­
следований и не выявили никаких ассоциаций. Авторы предполага­
ют, что диагностическое рентгеновское обучение не влияет на риск 
развития заболевания. Противоположное мнение у N. Dainiak (2002) 
который считает, что ММ может быть связана с хроническим воз­
действием ионизирующей радиации, особенно в пожилом возрасте. 
Т. Iwasaki et al. (2003) установили положительную корреляцию меж­
ду смертностью и дозой хронического облучения у рабочих ядерной 
промышленности Японии при ММ, но дополнительное исследование 
показало, что эти результаты могли быть связаны и с образом жизни 
рабочих. Таким образом, многочисленные эпидемиологические ис­
следования показали неоднородность заболеваемости ММ в разных 
возрастных и профессиональных группах.

Распространенность множественной миеломы 
в Республике Башкортостан

Наибольший показатель заболеваемости составил 2,36 (всего вы­
явлено 70 вновь заболевших ММ) в 1998 году. Наименьший пока­
затель (0,33) зарегистрирован в 1976 году, когда было выявлено 8 
вновь заболевших. Необходимо отметить, что заболеваемость за 20 
лет значительно возросла.
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Средний уровень заболеваемости за 20 лет возрос почти в 4 раза: 
с 0,5 ± 0,079 (1976-1980 г.г.) до 1,99 ± 0,138 (1996-2000 г.г.) (р < 0,05). 
Регрессионный анализ подтвердил рост заболеваемости, положи­
тельный коэффициент корреляции составил более 0,9 (рис. 1).

CnrmUtimr г = 9741R

^  Regression
дат* conrid.

Рис.1
Регрессионный анализ заболеваемости

С целью нивелирования влияния возраста на показатель заболе­
ваемости ММ, мы исследовали стандартизованный (Европейский) 
показатель заболеваемости ММ за период 1976 -  1980 и 1996 -  2000 
годы. Выявлено, что он колебался в течение 20 лет с 0,23 в 1976 году 
до 4,76 в 1998 году. За исследуемый период отмечен рост стандарти­
зованной заболеваемости ММ более чем в 3 раза.

Средние показатели стандартизованной (Европейской) заболева­
емости составили 0,42 ± 0,071 (1976 -  1980 г.г.) и 1,49 ± 0,114 (1996
-  2000 г.г.), р < 0,05. При исследовании стандартизованного показате­
ля наиболее четко прослеживается тенденция роста заболеваемости 
ММ за 1996-2000 годы (рис.2).
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Рис.2.
Динамика стандартизованной заболеваемости 

за 1976-1980 и 1996 -  2000 годы.

Регрессионный анализ стандартизованной заболеваемости за 
изучаемые периоды также свидетельствует о росте заболеваемости, 
коэффициент корреляции свыше 0,9 (рис.З). Это позволяет с высокой 
вероятностью прогнозировать рост заболеваемости ММ.

1.6

U f

¥  0.4

Correlation: г -  ,96838

^  Regression

19?4 1978 1Э82 19В6 19Э0 1994 1998 2002 95% confid. 

ГОДЫ

РЕГРЕССИОННЫЙ АНАЛИЗ СТАНДАРТИЗОВАННОЙ ЗАБОЛЕВАЕМОСТИ

Рис. 3. Регрессионный анализ стандартизованной заболеваемости
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Показатель стандартизованной заболеваемости по Республике 
Башкортостан оказался выше, чем в целом по России и по г. Санкт- 
Петербург: соответственно среди мужчин 0,82 и 0,90 и 0,73 и 0,74 
среди женщин (Камаева О. И.; 1997).

Заболеваемость ММ среди городских и сельских жителей.

Представляло значительный интерес сравнение заболеваемости 
среди городских и сельских жителей за 1976-1980 и 1996-2000 г. Сре­
ди городских жителей максимального значения заболеваемость до­
стигла в 1998 году - 2,22 и минимального -  0,42 в 1976 и 1977 годах 
(рис.4). В целом среди городских жителей рост заболеваемости за 
эти годы был статистически значим (р<0,01).

Годы

Рис. 4.
Заболеваемость ММ городских и сельских жителей 

Республики Башкортостан за 1976 -  1980 и 1996-2000 годы.

Средние значения заболеваемости городских жителей за иссле­
дуемые периоды приведены в таблице 5. Рост заболеваемости также 
был, статистически значим. Регрессионный анализ подтвердил рост 
заболеваемости среди городских жителей (рис.5), при этом коэффи­
циент регрессии составил 0,9 (р <0,001).
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Рис. 5
Анализ заболеваемости городского населения 

в Республике Башкортостан
Заболеваемость сельских жителей ММ колебалась от 0,19 в 1979 

году до 2,62 в 1998 году (рис.4). Рост заболеваемости этого контин­
гента населения был статистически значим (р<0,01). Средние значе­
ния заболеваемости сельских жителей приведены в таблице 5. При 
регрессионном анализе также получен положительный коэффициент 
регрессии 0,9 (р<0,003). Это также свидетельствовало о неоспори­
мом росте заболеваемости (рис.6).

Средние уровни заболеваемости жителей городов за исследуемые 
периоды были выше, чем у сельских жителей, но разница не была 
статистически значимой (табл. 2).

Таблица 2
Средние уровни заболеваемости ММ жителей сел и городов
Республики Башкортостан за 1976 -  1980 и 1996 -  2000 годы.

Годы Заболеваемость 
на 100000 городских 

жителей

Заболеваемость 
на 100000 сельских 

жителей
1976-1980 г.г. 0,61 ±0,150 0,3 6± 0,081 ;р  >0,05
1996-2000 г.г. 2,01 ±0,062; р<0,01 1,87 ± 0,283; р2<0,01 

р3>0,05
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Рис . 6

Анализ заболеваемости сельского населения 
Республики Башкортостан

Pj -  достоверность разницы заболеваемости городских жителей; 
Р2 -  достоверность разницы заболеваемости сельских жителей; р3 - 
достоверной разницы заболеваемости в сравнении городских и сель­
ских жителей

Таким образом, выявлен рост заболеваемости ММ, как среди го­
родских, так и среди сельских жителей. При этом темпы роста за­
болеваемости сельских жителей оказались выше, чем у городских. 
Заболеваемость жителей городов была выше, чем у жителей сел, но 
разница была статистически не значима.

Анализ заболеваемости множественной миеломой 
по половой принадлежности.

Анализ заболеваемости по полу показал, что самый низкий 
уровень среди мужчин зарегистрирован в 1980 году -0,15- (всего 2 
вновь заболевших), а самый высокий в 1998 году (29 человек) -  2,43 
(рис. 7).
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Рис. 7
Заболеваемость мужчин ММ за 1976-1980 и 1996-2000 годы

У мужчин самым подверженным ММ оказался возраст 60-75 лет. 
При этом в 1979 году пик заболеваемости у мужчин пришелся на 
возраст 65-69 лет и составил 8,03 на 100000 мужчин, то в 1996 году
-  55-59 лет -  8,15; 65-69 лет -  9,55; 75-79 лет -  11,24. А так как в 
структуре населения лиц в возрасте 55-59 лет больше, чем 75-79 лет, 
то наблюдается как увеличение доли, так и абсолютного количества 
более молодых пациентов. Таким образом, прослеживается тенден­
ция к «омоложению» ММ у мужчин в сочетании с ростом заболева­
емости (статистические данные по возрастному и половому составу 
наиболее точно представлены в 1979 году - проводилась перепись 
населения). Сравнительный анализ заболеваемости мужчин в зави­
симости от возраста представлен на рисунке 8.

У женщин же самый низкий уровень составил 0,13 (2 больных) в 
1977 году, а самый высокий в 1998 году -  2,28 (39 вновь заболевших 
ММ) (рис. 9).

Пик заболеваемости женщин в 1979 году был в возрасте 70-74 лет
-  2,86; а в 1996 году -  60-64 лет -  5,09; в 1997 году -  65-69 лет -  8,06; 
в 1998 году -  60-64 года -  9,1; 1999 год -  70-74 лет -  6,68; 2000 год
-  60-64 лет -  7,32 на 100000 женщин. У женщин также выявляется 
тенденция к «омоложению» ММ.
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Рис. 10.
Анализ заболеваемости женщин по возрасту за 1976 -  1980 

и 1996 -  2000 годы.

При сравнении заболеваемости ММ мужчин за исследуемые пе­
риоды установлено, что она выросла за 20 лет в 4,5 раза (р< 0,01), а 
среди женщин в 4,2 раза (р<0,01). В целом уровень заболеваемости 
мужчин и женщин отличался незначительно, хотя среди женщин он 
был выше (р>0,05; табл.З).

Таблица 3
Средние значения заболеваемости множественной миеломой 

мужчин и женщин
Годы Заболеваемость на 

1000000 мужчин
Заболеваемость на 
1000000 женщин

1976-1980 0,40± 0,091 0,49± 0.117
1996-2000 1,92± 0,202, р<0,01 2,07± 0,097,р< 0,01

Анализ заболеваемости ММ по возрасту.
Известно, что заболеванию подвержены лица пожилого возраста, 

поэтому представляло значительный интерес изучение заболевае­
мости ММ лиц трудоспособного и старше трудоспособного возраста. 
Результаты исследования отражены в таблице 4. В целом заболевае­
мость среди лиц старше трудоспособного возраста выросла в боль­
шей степени, чем среди лиц трудоспособного возраста.
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Таблица 4
Динамика заболеваемости ММ среди лиц трудоспособного 

и старше трудоспособного возраста.
Возраст Заболеваемость ММ

1976- 1980 1996 - 2000
Трудоспособный возраст 0,43 ± 0,206 1,18 ± 0,435; р 

>0,05
Старше трудоспособного 
возраста

0,67 ±0,357 3,92 ± 0,969; р 
>0,05

Анализ заболеваемости по возрастным группам за исследуемые 
20 лет выявил тенденцию к увеличению доли лих молодого возраста. 
Так, за 1976 -  1980 годы не был зарегистрирован ни один пациент в 
возрасте от 15 до 35 лет. А за период с 1996 -  2000 годы выявлены па­
циенты уже с 16 лет. Пик заболеваемости за 1976 -  1980 годы соста­
вил 2,21 для лиц в возрасте 65 -  69 лет, то через 20 лет этот уровень 
характерен для возраста 50-54 лет. Наибольший же уровень заболева­
емости за 1996 -  2000 годы составил 6,48 для лиц в возрасте 65 -  69 
лет. Почти в 5 раз возросла заболеваемость лиц в возрасте 3 5 -3 9  лет, 
в 3,5 раза в возрасте 45 -  54 лет и 5,7 раз 60 -  64 лет. Таким образом, 
в нашем исследовании выявлена отчетливая тенденция к увеличению 
доли лиц молодого возраста, хотя пик заболеваемости и приходится 
на возраст 65-69 лет.

19 24 29 34 39 44 49 54 59 64 69 74

Возраст 

Рис. 11.
Заболеваемость множественной миеломой на 100000 населения

по возрасту.

19



Анализ смертности от ММ в Республике Башкортостан за период 
с 1976 -  1980 и 1996 -  2000 годы.

Смертность за исследуемый промежуток времени колебалась от
0,29 в 1976 году до 2,14 в 1998 году. В целом, безусловно, необходимо 
отметить увеличение этого показателя.

Средний уровень смертности от множественной миеломы за 1996
-  2000 годы почти в 4 раза превысил уровень смертности за 1976 - 
1980 годы (табл.5) .

Таблица 5
Средний уровень смертности от ММ на 100000 взрослого населения

за 1976 -  1980 и 1996 -  2000 годы
Изучаемые годы Показатель 

смертности на 
100000 населения

Стандартизованный 
(Европейский) 

показатель смертности 
на 100000 населения

1976-1980 0,41 ±0,064 0,36 ± 0,054
1996-2000 1,6 ±0,21 1,22 ±0,171

Мы также исследовали летальность от ММ в Республике Башкор­
тостан за период с 1996-1980 и 1996-2000 годы. Хотя отмечена тен­
денция к росту летальности, но разница оказалась статистически не 
значимой. Если за 1976-1980 г. в среднем она составила 81,79±3,31, 
то через 20 лет 89,0±6,25 (р> 0,05).

Таким образом, за последние 20 лет отмечен рост заболеваемости 
и смертности от ММ. Статистически значимой разницы между забо­
леваемостью ММ сельского и городского населения не обнаружено. 
ММ болеют лица преимущественно пожилого возраста, но есть тен­
денция к увеличению доли лиц молодого возраста. Заболеваемость 
ММ неравномерна по административным районам РБ.
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Глава 2

2.1. КЛИНИКО-ГЕНЕТИЧЕСКИЕ АССОЦИАЦИИ  
ГЕНОВ ДЕТОКСИКАЦИИ КСЕНОБИОТИКОВ  

ПРИ МНОЖЕСТВЕННОЙ МИЕЛОМЕ

Полиморфизм гена цитохрома Р-450 (CYP1A1) 
у больных множественной миеломой

По классификации REAL миелома относится к лимфоидным опу­
холям низкой степени злокачественности (Harris N.L., Jaffe E.S., Stein
Н. et al.,1994). Миеломные клетки при ММ локализованы в костном 
мозге чаще всего в тесной ассоциации со стромальными клетками. 
Они являются долгоживущими клетками, в которых гены иммуног­
лобулинов подвергаются соматической гипермутации способом, 
очень напоминающим антигенную селекцию. Миеломные клетки 
имеют значительно сниженный уровень секреции иммуноглобули­
нов в сравнении с нормальными плазматическими клетками. В кост­
ном мозге миеломные и стромальные клетки секретируют цитокины 
и взаимодействуют друг с другом. При этом активируются стромаль­
ные клетки (включая остеокласты), которые в дальнейшем поддержи­
вают рост и выживание миеломных клеток и ведут к осложнениям, 
связанным с множественной миеломой (Kuninaka S. et al., 2000; Klein
В. et al., 1995).

В настоящее время не вызывает сомнения, что при онкологичес­
ких заболеваниях ведущую роль играют генетические изменения, 
которые уже на раннем этапе заболевания могут определить его про­
гноз. Это возможно на основе изучения иммуногенетических харак­
теристик больного, таких как HLA-фено - и/или генотип (Голенков
А.К., Шабалин В.Н.,1995). Учитывая, что В-лимфоциты -  основной 
источник морфологического субстрата опухоли при множественной 
миеломе - экспрессируют на своей поверхностной мембране HLA- 
антигены 1 и 2 классов и активно участвуют в развитии иммунных 
реакций, становится понятной важность изучения распределения 
HLA-антигенов у больных множественной миеломой как одного из 
патогенетических и прогностических факторов. В отличие от других
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прогностических признаков, HLA-аллели обусловлены генетически 
и не подвержены изменениям в процессе заболевания. М.И. Зарай­
ским (1998) выявлено наличие в фенотипе больных множественной 
миеломой антигена HLA-B13, который статистически значимо кор­
релировал с агрессивным течением заболевания, а фенотип HLA-A28 
оказался маркером индолентного течения множественной миеломы.

Описано достаточно большое количество цитогенетических на­
рушений при множественной миеломе. В исследовании Avet-Loiseau
Н. et al. (2002) показано, что при ММ можно говорить о 4 главных ка­
тегориях генетических изменений, имеющих не только клиническое, 
но и прогностическое значение. Это пациенты 1) без транслокации 
14q32 и делеции (13); 2) с транслокацией 14; 14 или 1 14; 16 и делецией 
(13); 3) с транслокацией 14q32 и делецией (13); 4) с транслокацией 
14q32 и без делеции (13).

Хромосомные транслокации в локусе тяжелой цепи иммуногло­
булина (IgH) на хромосоме 14q32 и реже в локусе легкой цепи (IgL) 
на хромосоме 22ql 1 являются ключевым событиями многих В-кле- 
точных гемобластозов, в том числе, и ММ. На ведущую роль делеции 
13q и транслокации 14q32 в онкогенезе миеломы указывают Joy Но 
Р. (2002), Pratt G. (2002). По мнению Fenton et al. (2002), транслока­
ция 14q32 играет важную роль в патогенезе ММ, так как она может 
привести к образованию потенциального онкогена. Нормальные В- 
клетки подвергаются серии двухцепочечных разрывов ДНК для вы­
работки функционального белка Ig с высоким сродством к антигену. 
Предполагают, что данное явление может предрасполагать локус Ig 
к возникновению транслокаций. Хотя механизмы, лежащие в основе 
возникновения транслокаций Ig остаются невыясненными, вполне 
допустимо, что могут возникать: ошибки в работе рекомбиназного 
комплекса при У(0).1-рекомбинации;сбои в механизме рекомбинации 
при переключении изотипа; дефекты молекулярной структуры генов 
репарации ДНК.

Dalton et al. (2001) описали маркеры хромосомных транслока­
ций, позволяющие отличить легитимное (нормальное) переключе­
ние классов иммуноглобулинов от нелегитимного (патологического). 
Транслокации IgH возникают как первичное событие приблизи­
тельно 50% опухолей при ММ (Dalton et al., 2001). Наиболее часто
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в транслокации локуса IgH вовлечены следующие участки : 1 lq 13, 
4р16, 6р21, 16q23.

При использовании методов обычной цитогенетики и технологии 
FISH- анализа интерфаз, транслокации (11; 14) (ql3; q32) выявляют­
ся в -15-20% случаев ММ (Avet-Loiseau et al., 1998; Fonseca R, 2002). 
В участке 1 lql3 точки разрыва при ММ распределены в участке дли­
ной 330 т.н.п., который располагается в направлении центромеры по 
отношению к гену циклина D1. В норме В-клетки экспрессируют 
циклин D2 и циклин D3, но не циклин D 1. В результате данной транс­
локации ген циклина D1 оказывается в непосредственной близости 
к мощному энхансерному (усилительному) элементу транскрипции, 
расположенному в 3 ’- конце локуса IgH, что приводит к нарушению 
нормальной регуляции онкогена.

При транслокации 6р21 точки разрыва находятся на расстоянии 
60 т.н.п. от гена циклина D3 и ассоциированы с 6-ти кратным повы­
шением уровня его экспрессии (Shaughnessy et al., 2001).

Транслокация t (4; 14) выявляется приблизительно в 15% случаев 
опухолей ММ (Avet-Loiseau et al., 1998). В исследованиях P.Moreau 
et al. (2002) показано, что пациенты с транслокацией t (4,14) имели 
худшие показатели выживаемости, чем при t (11,14). Точки разры­
ва участка 4р16 попадают в регион длиной 50-100 т.н.п. в направле­
нии центромеры от гена 3-го рецептора фактора роста фибробластов 
(FGFR-3), который становится ассоциированным с энхансером в 3‘- 
участке гена IgH. Данный ген в нормальных плазматических клет­
ках не экспрессируется, однако активизируется при транслокации 
t (4; 14). По данным Chesi et al. (2001), активированный ген FGFR3 
является онкогеном, который индуцирует трансформацию в фиброб- 
ластах, а также клетках гемопоэза. Sibley et al. (2002) обнаружили 
транслокацию t (4,14), связанную с FGFR-3 у 10% больных ММ.

Среди других партнерных геномных участков для транслокаций 
локуса IgH, содержащих потенциальный онкоген, можно назвать 
следующие: 16q23-c-maf; 8q 24-c-myc; 6p25-MUMl/IRF-4; lq21-24- 
IRTA и IRTA2; 20ql2-maf В и др. (Dalton W. et al., 2001).

Dalton W. et al. (2001) предлагается гипотетическая комплексная 
модель поэтапного патогенеза множественной миеломы. Авторы до­
пускают, что первичная хромосомная транслокация, возникающая
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во время процесса рекомбинации при переключении классов имму­
ноглобулинов (после того, как незрелые пре-В-клетки встретились с 
антигеном), располагает сильные энхансеры (усилители транскрип­
ции) локуса тяжелой цепи иммуноглобулина вблизи ключевых он­
когенов на партнерской хромосоме, участвующей в транслокации. 
Нарушение регуляции этих онкогенов является ранним, и, возмож­
но, первым событием, превращающем нормальную плазматическую 
клетку в миеломную. С того момента, когда выявляются небольшие 
клоны миеломных клеток, возникает реальный риск возникновения 
кариотипической нестабильности с разнообразными хромосомными 
аномалиями. О возрастании кариотипической нестабильности сви­
детельствуют следующие факты: 1) частота выявляемых кариотипи- 
ческих аномалий коррелирует со стадией, прогнозом и ответом на 
проводимую терапию ММ. Например, 20% аномалий регистрируется 
на I стадии ММ, 60% - на II и больше 80% на последней, экстраме- 
дулярной стадии; 2)дополнительно к перечисленным выше трансло­
кациям, при прогрессировании ММ обнаруживаются другие генети­
ческие нарушения: аномалии хромосомы 13 (чаще всего делеции); 
активирующие мутации онкогенов N- и K-ras; инактивирующие му­
тации гена супрессора опухолей р53; инактивация негативного регу­
лятора клеточного цикла pl6/INK4a путем метилирования промотора 
данного гена. P. Bemasconi (2002) также указывает на ведущую роль 
делеции 13 хромосомы в патогенезе ММ и гаммапатии неустанов­
ленного значения.

Возникновение же вторичных транслокаций, не вовлеченных в ме­
ханизмы модификации, специфических для В-клеток участков ДНК, 
активизирует экспрессию дополнительных онкогенов (Corradini P. et 
al., 1994; Liu P.C.etal., 1996;).

Таким образом, современные достижения в области цитогенетики 
позволяют объяснить механизм возникновения многих гемобласто- 
зов, в том числе ММ. Однако исследования в области молекулярной 
генетики, позволяющие детализировать механизмы возникновения и 
уточнить особенности течения уже возникшего заболевания, крайне 
малочисленны. С этих позиций представляет интерес изучение по­
лиморфизма генов, определяющих патогенез ММ (гены цитокинов) 
и генов детоксикации ксенобиотиков (ответственны за выведение из
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клетки чужеродных веществ, в том числе лекарственных препара­
тов).

Особенности индивидуального генетического фона играют очень 
существенную роль в детерминации онкологического риска. В насто­
ящее время проводятся исследования по выяснению роли факторов 
внешней среды и генов детоксикации ксенобиотиков на патогенез 
многочисленных опухолевых заболеваний.

Особенности индивидуального генетического фона играют очень 
существенную, если не решающую роль в детерминации онколо­
гического риска. В настоящее время во многих лабораториях мира 
предпринимаются усилия по выяснению роли факторов внешней 
среды, а также значимости влияния генов внешней среды на патоге­
нез многочисленных мультифакториальных заболеваний, к которым 
можно отнести и разнообразные опухолевые заболевания.

Генетическая конституция складывается из тысяч взаимодейс­
твующих полиморфных аллелей, причем, каждый полиморфизм по 
отдельности обладает лишь весьма умеренным эффектом. Поэтому 
роль нормальных вариаций генома в патологии с трудом поддается 
изучению, а результаты отдельных работ отличаются плохой воспро­
изводимостью. На сегодняшний день идентифицированы десятки 
полиморфных генов-кандидатов, которые могут принимать участие 
в формировании онкологического риска. К ним относятся предста­
вители семейств цитохромов, глутатион-трансфераз, ацетил-транс- 
фераз, цитокинов, некоторые онкогены и антионкогены, участники 
гормонального метаболизма.

Известно, что большинство чужеродных веществ (ксенобиоти­
ков), попадая в организм человека, не оказывает прямого биологи­
ческого эффекта, но вначале подвергается различным превращени­
ям, так называемой биотрансформации. Ферменты биотрансформа­
ции -  цитохромы Р-450, эпоксидгидролазы, гуаниноксидоредуктазы, 
глутатион S-трансферазы, N-ацетилтрансферазы и т.д. - участвуют 
в метаболизме лекарственных препаратов, канцерогенов и других 
ксенобиотиков. В классическом варианте система метаболизма ксе­
нобиотиков включает три последовательных этапа: активация (фаза 
1), детоксикация (фаза 2) и выведение (фаза 3). Обычно первые две 
фазы, при совместном действии, приводят к превращению многих

25



тысяч ксенобиотиков в более гидрофильные и менее токсичные мета­
болиты (Meyer U.A. and Zanger U.M., 1997; Nebert D.W., 1997; Кулин- 
ский В.И.,1999). Процессы связывания и выведения (фаза 3) также 
защищают организм от ксенобиотиков. Основные фазы обезврежи­
вания ксенобиотиков индуцибельны, что имеет важное значение в 
биологии и медицине. Они функционируют как единый четко скоор­
динированный комплекс, любые качественные или количественные 
отклонения, в работе которого сопровождаются нарушением процес­
сов обезвреживания с непредсказуемыми, зачастую вредными пос­
ледствиями для организма (Баранов B.C., 2000; Evans D.A.P., 1993).

Доказано, что у человека существует генетический контроль ме­
таболизма, поэтому в зависимости от особенностей генома различ­
ные индивидуумы могут сохранять устойчивость или, наоборот, об­
наруживать повышенную чувствительность к повреждающим аген­
там (Nebert D.W., 1997; Indulski J.A. and Lutz W., 2000; Buch S. et al., 
2001). Предполагается, что индивидуальная предрасположенность к 
онкологическим заболеваниям также обусловлена различиями в де­
токсикации ксенобиотиков (Smith G., et al., 1995; Hatagima А., 2002). 
Поскольку активность ферментов биотрансформации находится под 
контролем соответствующих генов, в последние годы появились ис­
следования степени ассоциации между генетическими полиморфиз­
мами и некоторыми заболеваниями, преимущественно онкологичес­
кими.

Фаза 1 (фаза активации, модификации), обеспечивается семейс­
твом ферментов -  цитохромов Р450, микросомальной эпоксидгидро- 
лазой, эстеразами, алкогольдегидрогеназами, альдегиддегидрогена- 
зами (Арчаков А.И., 1975; Evans D.A.P., 1993; Crofts F., et al., 1994 
и др.). Микросомальные гидроксилирующие системы локализованы 
в эндоплазматическом ретикулуме таких жизненно важных органов 
как, легкие, печень, мозг, почки, кожа и ответственны за биотрансфор­
мацию огромного числа гидрофобных соединений (Кулинский В.И., 
1999; Evans D.A.P., 1993; Meyer U.A. and Zanger U.M, 1997; Nebert 
D.W., 1997). Ксенобиотики посредством монооксигеназной системы 
претерпевают ферментативную активацию в электрофильные соеди­
нения, которые детоксицируются и выводятся из организма. В отде­
льных случаях промежуточные продукты могут взаимодействовать с
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ключевыми внутриклеточными макромолекулами, что связывают с 
возникновением токсических, тератогенных, мутагенных и канцеро­
генных эффектов.

Группа генов фазы 1 представлена генами суперсемейства ци- 
тохромов Р-450, а также нецитохромных окислителей. У человека 
уже идентифицировано 18 генов, ответственных за синтез цитохро- 
мов, для большинства из которых описаны различные варианты ге­
нетического полиморфизма (Баранов B.C., 2000). Один из наиболее 
известных представителей семейства цитохромов Р-450 - цитохром 
1А1, кодируемый геном CYP1A1. Ген CYP1A1 локализован на хро­
мосоме 15 (15q22-24). Он метаболизирует обширный спектр углево­
дородов, в том числе известный канцероген бензпирен. CYP1А1 экс­
прессируется, главным образом, в легких, то есть является фермен­
том, непосредственно взаимодействующим с экзогенными вещества­
ми и активирующим легочные проканцерогены. Описан однонук­
леотидный полиморфизм 7-го экзона гена CYP1A1 (транзиция A-G), 
который приводит к замене аминокислоты изолейцина (Не) на валин 
(Val) в 462 кодоне молекулы цитохрома Р-450 (Ile462Val) (Hayashi S.I. 
et al., 1992; Oyama T. et al., 1995). В результате такой замены проду­
цируется фермент, активность которого почти в два раза выше, чем в 
исходном белке, что ведет к увеличению концентрации промежуточ­
ных токсических метаболитов фазы 1 (Crofts F. et al., 1994).

В 1998 году К. Mace et al., было проведено специальное иссле­
дование экспрессии некоторых генов 1 и 2 фаз детоксикации ксе­
нобиотиков, в результате чего было установлено, что кроме гена 
CYP1A1 в легочной ткани и бронхах экспрессируются следующие 
гены семейства цитохромов: CYP2A6, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C18, 
CYP2E1, CYP3A5, CYP1A2, CYP3A4 (Масе К. et al., 1998). По дан­
ным ряда авторов полиморфизм генов цитохромов ассоциирован с 
повышенным риском развития рака легких (Kawajiri К. et al., 1990; 
Nakachi К., et al., 1995; Kihara M. et al., 1995; Hong Y.S.,et al., 1998; 
Le Marchand L. et al., 1998), колоректального рака (Sivaraman L., et al., 
1994), рака молочной железы (Ambrosone С., et al., 1995; Taioli E., et 
al., 1995), неходжскинской лимфомы (Soucek P., et al., 2002).

С целью поиска критериев предрасположенности к множествен­
ной миеломе целесообразно изучить полиморфные генетические
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системы, прямо или косвенно задействованные в патогенезе заболе­
вании — в особенности гены системы детоксикации ксенобиотиков, 
включая ген множественной лекарственной устойчивости и гены 
цитокинов. В молекулярно-генетическое исследование включено 
129 больных, страдающих ММ, в возрасте от 31 до 76 лет (средний 
возраст 58,0+0 лет). В качестве контроля обследовано 102 здоровых 
индивидуума, подобранных по полу и возрасту.

Материалом для молекулярно-генетического исследования слу­
жили образцы ДНК крови. ДНК выделяли из лимфоцитов перифе­
рической венозной крови методом фенольно-хлороформной экстра­
кции (Mathew С.С., 1984). Амплифицированные фрагменты ДНК 
разделяли электрофоретически в 7%-ном полиакриламидном неде- 
натурированном геле (7% ПААГ). После окончания электрофореза 
гель окрашивали раствором бромистого этидия в течение 10 минут 
и анализировали при ультрафиолетовом освещении на трансиллю­
минаторе.

Точковая мутация в 7 экзоне гена CYP1А1 (транзиция А-G), яв­
ляется генным полиморфизмом (ПДРФ/HincII) и приводит к замене 
аминокислоты изолейцина (Не) на валин (Val) в 462 кодоне молеку­
лы цитохрома Р-450 (Ile462Val) (Hayashi S. et al., 1992). В результате 
такой замены продуцируется фермент, активность которого почти в 
два раза выше, чем в исходном белке, что ведет к увеличению доли 
токсических метаболитов I фазы детоксикации. В соответствии с на­
личием или отсутствием сайтов рестрикции различают нормальные 
аллели (Не) и мутантные, или полиморфные варианты (Val).

По нашим данным, при изучении полиморфизма гена CYP1A1 у 
больных ММ (рис. 12) установлено, что на долю гомозигот по нор­
мальному аллелю (генотип 11е/11е) у больных приходилось 89,71%, 
тогда как в контроле частота данного варианта составляет 96,03%. 
Гетерозиготные носители мутации гена CYP1A1 с генотипом Не/ 
Val среди больных встречались в 10,29% случаев, что превышает 
аналогичный показатель в контроле, равный 3,97% более чем в 2,5 
раза. Несмотря на то, что сравнительный анализ показал отсутствие 
статистически достоверных различий между группами ( j 2 — 1,92; 
р=0,17), тенденция к повышению мутантных форм у больных ММ 
заслуживает внимания.
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Рис. 12.
Частота генотипов полиморфного локуса Не 462Val гена CYP1A1 

у больных множественной миеломой (ММ).

Полиморфизм гена глутатион S-трансферазы M l (GSTM1) 
у больных множественной миеломой

Главная функция ферментов фазы 2 заключается в детоксикации 
и нейтрализации гидрофильных и токсичных продуктов фазы 1 при 
помощи различных гидролаз и трансфераз. Функционирование всех 
ферментов фазы 2 сводится к метаболизму только тех веществ, ко­
торые уже имеют функциональные группы. В этой фазе принимают 
участие глутатионтрансферазы, глюкуронилтрансферазы, сульфонт- 
рансферазы, эпоксидгидролазы, ацетилтрансферазы, метилтрансфе- 
разы и др. Большинство из этих ферментов находятся в гиалоплазме, 
часть из них локализована в мембранах эндоплазматического ре- 
тикулума и митохондрий. Наиболее широка и многообразна актив­
ность семейства глутатионтрансфераз, метаболизирующих тысячи 
канцерогенов и других ксенобиотиков. Основная реакция заключа­
ется в конъюгации промежуточных метаболитов с восстановленным 
глутатионом. К настоящему времени у млекопитающих известно 
6 подклассов глутатион-8-трансфераз: alhpa, mu, kappa, tetha, pi и 
sigma, сходных по своим аминокислотным последовательностям 
(McLellan R. et al., 1997).
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У человека подкласс mu (ген GSTM1) локализован на хромосо­
ме 1 в области 1р13.3 и включает 5 тандемно расположенных генов: 
GSTM1, GSTM2, GSTM3, GSTM4 и GSTM5 (Zhong, 1992). Поли­
морфизм гена GSTM1 обусловлен наличием протяженной делеции, 
которая возникла в результате неравного кроссинговера между 
двумя гомологичными последовательностями, фланкирующими ген 
GSTM1. При данной мутации синтез соответствующего белкового 
продукта не происходит (Seidegard J. et al., 1988). Наличие у индиви­
дуума того или иного полиморфного варианта может определять как 
значительные индивидуальные различия в метаболизме экзогенных 
соединений, так и рассматриваться в качестве фактора предраспо­
ложенности к некоторым заболеваниям (Баранов B.C. и др., 1999). 
Нулевой аллель обнаружен с частотой около 50% в европейских 
популяциях, а также у китайцев и японцев (Chen С. et al., 1999). 
В популяции чернокожих американцев он встречается реже - 
приблизительно у 30% обследованных, а у коренных жителей 
Америки - в 20% случаев (Arruda V.R., 1998). Показано, что дефи­
цит GSTM1 встречается при наличии делеции в гомозиготном состо­
янии (нулевой генотип), что ассоциируется с повышенным риском 
развития ряда онкологических заболеваний, в том числе рака легких 
(d’ErricoA. etal., 1996; Hong Y.S.,etal., 1998), лейкоплакии (NairU.J., 
et al., 1999)

Для оценки II фазы (фазы детоксикации и нейтрализации токсич­
ных продуктов I фазы) мы изучали полиморфизм гена GSTM-1, кото­
рый отвечает за реакцию конъюгации промежуточных метаболитов с 
восстановленным глутатионом.

При изучении полиморфизма гена глутатион-Б-трансферазы Ml 
(GSTM1) при ММ нами получены следующие данные (табл. 6).

Таблица 6
Сравнение характера распределения частот генотипов 

полиморфного локуса гена GSTM1 у больных множественной 
миеломой и в контрольной группе

Генотипы Больные

00v©II21

Контроль 4=105
Абс. % Абс. %

0/0 31 45,60 46 43,81
37 54,40 59 56,19

Х2 0,01
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Частота гомозигот по делеции гена GSTM1 у больных множест­
венной миеломой составила 45,60%, в контрольной группе -  43,81%. 
Статистический анализ показал отсутствие достоверных различий 
между группами (х2=0,01; р=1,00). Следовательно, наличие делеции 
гена GSTM1 не влияет на предрасположенность к множественной 
миеломе. Полученные результаты согласуются с данными литерату­
ры. Так, Н. Ortega et al. (2000) показали, что частота гомозигот по 
делеции гена GSTM1 оказалась сходной как в группе больных мно­
жественной миеломой (34,5%), так и в контрольной группе (35,8%).

Отсутствие ассоциации делеции гена GSTM1 с предрасположен­
ностью к множественной миеломе, на наш взгляд, можно объяснить 
тем, что окислительный стресс не играет изолированной ведущей 
роли при множественной миеломе.

Полиморфизм гена множественной лекарственной устойчивости 
(MDR1) у больных множественной миеломой.

В организме человека биохимические функции фазы 2 биотранс­
формации ксенобиотиков четко скоординированы с функциями дру­
гих ферментов, в том числе и с фазой 3 -  фазой выведения. Фаза 3 
включает комплекс ферментов эвакуации ксенобиотиков. Выведение 
из организма продуктов детоксикации осуществляется через почки, 
легкие и кишечник. Механизмы выведения обеспечиваются Р-гли- 
копротеидом, (Pgp), являющимся транспортной АТФазой.

Р-гликопротеин (гликопротеин с молекулярной массой 170кДа, 
gpl 70 , Pgp) - белок-переносчик с широкой специфичностью. Ис­
следования in vitro показали, что спектр субстратов Pgp включает 
не только противоопухолевые препараты, но и препараты, исполь­
зуемые для реверсии множественной лекарственной устойчивости, 
флуоресцентные красители, стероидные гормоны (Bradley G., LingV., 
1994; Cumber P.M. et al., 1991).

Активность Pgp определяет резистентность опухолевых клеток 
ко многим противоопухолевым лекарствам (антрациклиновым анти­
биотикам, алкалоидам растительного происхождения, в частности к 
винка-алкалоидам, подофиллотоксинам, таксанам и др.), а также ко 
многим другим веществам - флуоресцентным красителям, бромисто­
му этидию, пуромицину, грамицидину Д и др.
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До сих пор не решен фундаментальный вопрос о биохимии Pgp: 
как один белок обеспечивает резистентность к широкому спектру 
разнообразных соединений. Возможная локализация сайта, связыва­
ющегося с лекарством, выявилась в результате анализа спонтанных 
мутаций в генах Pgp, которые были выделены из клеток линий ки­
тайского хомячка, резистентных к колхицину. Один из этих мутантов 
содержал валин на месте глицина в положении 185. Трансформанты, 
экспрессирующие эту мутацию, демонстрировали измененный про­
филь кросс-резистентности: увеличивалась резистентность к колхи­
цину, адриамицину, снижалась к винбластину, винкристину и акти- 
номицину Д. Из этих данных можно предположить, что Pgp имеет 
множественные сайты, связывающие лекарства, и это одно из воз­
можных обьяснений тому, как один белок транспортирует различные 
вещества.

Р-гликопротеин - это очень консервативный белок. Он имеет го­
мологию с многочисленными бактериальными и эукариотическими 
транспортными белками. Показано, что семейство генов pgp прина­
длежит к суперсемейству генов, которые кодируют АТФ - связываю­
щие мембранные транспортные системы в филогенетически далеких 
видах. Кроме pgp генов к ABC (ATF-Binding Cassete) принадлежит 
еще ряд генов млекопитающих: CFTR , ТАР , MRP (Bradley G. and 
Ling V., 1994). Физиологическая роль Pgp еще не ясна, возможно, это 
защита от ксенобиотиков (например, локализация Pgp в эндотелии, 
выстилающем каппилляры мозга, говорит о его вероятном вовлече­
нии в гемато-энцефалический барьер). В других клетках Pgp, воз­
можно, экспортирует эндогенные метаболиты. Существуют и другие 
гипотезы роли Pgp в нормальных клетках. Повышение экспрессии 
Pgp было обнаружено при биопсии в опухолях, взятых как до, так и 
после химиотерапии. Этот белок обнаружен во всех типах новооб­
разований - саркомах, карциномах, лимфомах и других (Gottesmann 
М.М. et al., 1991; Juranka P.F. et al., 1989).

Наряду с детоксикацией и выведением ксенобиотиков P-gp игра­
ют существенную роль в формировании множественной лекарствен­
ной устойчивости при лечении злокачественных новообразований, в 
т.ч. гемобластозов.
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Исследование устойчивости опухолевых клеток к цитостатичес- 
ким лекарственным препаратам необходимо для понимания меха­
низмов защиты клетки от повреждений. Изучение резистентности 
малигнизированных клеток к химиотерапии важно и для практичес­
кой онкологии, поскольку с ней нередко связывают неудачи лечения 
злокачественных новообразований. Неэффективность терапии мо­
жет быть обусловлена не только изменениями опухолевых клеток, но 
и целым рядом других причин, по которым препарат не доходит до 
клетки в адекватной и активной форме (особенности фармакокине­
тики лекарств).

Проблемы комбинированной химиотерапии опухолей и множест­
венность мишеней для разных препаратов выдвигают на первый план 
множественную лекарственную устойчивость опухолевых клеток. 
Множественная лекарственная устойчивость (МЛУ) - весьма рас­
пространенный вид лекарственной резистентности клеток опухоли. 
В настоящее время это хорошо охарактеризованный феномен, для ко­
торого свойственна широкая перекрестная устойчивость (кросс-ре- 
зистентность) клеток к различным веществам, несходным по хими­
ческой структуре и механизму действия (Ling V., Endicott J.A., 1989; 
Simon S. and Schindler М., 1994).

При развитии МЛУ в клетках происходит три группы основных
изменений:

1. Снижение накопления клетками цитотоксических веществ 
(Ling V. and Tompson L.H., 1974);

2. Изменение активности или экспрессии определенных клеточ­
ных белков, таких как Р-гликопротеин , МЛУ-ассоциированный про­
теин (MRP), глютатион-8-трансфераза (Simon S. and Schindler М.,
1994), протеинкиназа С, ДНК топоизомераза II.

3. Изменения в клеточной физиологии, связанные с изменением 
структуры клеточной мембраны, цитозольного pH и характеристик 
внутриклеточного транспорта мембранных элементов (структура и 
функционирование лизосом) (Simon S. and Schindler М., 1994).

МЛУ представляет собой серьезное препятствие на пути успеш­
ного лечения злокачественных новообразований. Исследования пос­
ледних лет показали, что молекулярные механизмы МЛУ множес­
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твенны и лекарственная устойчивость клетки может определяться 
включением различных механизмов, характеризующих разные этапы 
осуществления токсического действия химиопрепарата на клетку - 
от ограничения накопления лекарства внутри клетки до отмены про­
граммы гибели клетки, индуцируемой веществом. Нередко в клетке 
включается несколько защитных механизмов, однако чаще всего пре­
обладает какой-то один механизм. Наиболее изученными механизма­
ми МЛУ являются активация трансмембранных транспортных бел­
ков, выводящих различные вещества из клетки (к ним принадлежит 
Р-гликопротеин); активация ферментов системы глутатиона, детокси­
цирующей препараты; изменения генов и белков, контролирующих 
апоптоз и выживаемость клетки (в первую очередь р53 и Вс1-2).

МЛУ была впервые обнаружена в опытах с культивируемыми 
клетками. Было показано, что воздействие на культуры клеток одного 
препарата может привести к возникновению популяции, резистент­
ной одновременно ко многим другим веществам, с которыми клетки 
не встречались (перекрестная устойчивость).

МЛУ, разумеется, не обязательно возникает в результате воздейс­
твия лекарств на клетки. Она нередко связана с типом дифференци- 
ровки опухолевых клеток или с их локализацией в организме. Это так 
называемая “природная” МЛУ (устойчивость, исходно свойственная 
данным клеткам).

При природной МЛУ все клетки новообразования устойчивы к 
терапии. Приобретенная МЛУ может возникать в результате химио­
терапии.

Множественность и разнообразие механизмов МЛУ значительно 
затрудняют как диагностику причин устойчивости больных к тера­
пии, так и выработку разумных протоколов по преодолению МЛУ 
опухолевых клеток. Обсуждение каждого отдельного механизма 
МЛУ показывает, что чувствительность опухолевых клеток к тера­
пии в большой степени зависит от “клеточного контекста” - от соче­
тания особенностей регуляции жизненно важных процессов клетки, 
связанных с ее видовой, тканевой принадлежностью, а также с теми 
генетическими изменениями, которые произошли в клетке в ходе ее 
малигнизации и прогрессии новообразования. Этот феномен также 
осложняет диагностику причин МЛУ опухолей.
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Перечень изменений, приводящих к МЛУ, свидетельствует о 
том, что клетки млекопитающих обладают возможностью прерывать 
путь реализации повреждения на любом этапе, и показывает, что ме­
ханизмы резистентности популяций опухолевых клеток к токсичес­
ким воздействиям разнообразны.

Современная химиотерапия обычно использует комбинацию ле­
карственных средств, принадлежащих к разным классам и действу­
ющих на разные клеточные мишени. Очевидно, что весьма разные 
лекарства повреждают в клетке разнообразные мишени.

Apriori снижение накопления лекарства в клетке может быть ре­
зультатом как ограничения поступления в клетку лекарственных пре­
паратов, так и увеличения выведения их из клетки. Поскольку подав­
ляющее большинство химиотерапевтических препаратов проникает 
в клетку путем простой диффузии через плазматическую мембрану, 
поступление вещества в клетку может измениться в том случае, если 
меняется структура клеточной мембраны. Действительно, элект­
ронно-микроскопические исследования и анализ липидов мембран 
клеток с МЛУ выявили отличия некоторых резистентных клеток от 
чувствительных (Simon S.M. and Schindler М., 1994).

Обнаруженные модификации могли, как изменять прохождение 
некоторых препаратов через мембрану, так и оказывать влияние на 
передачу сигналов, определяющих апоптоз. Однако сведений относи­
тельно данного механизма - изменений поступления лекарств в клет­
ку, немного, и на первый план уже давно выступил другой механизм
- выброс (откачка) токсических веществ из резистентных клеток. Вы­
брос веществ из клеток связан с функционированием транспортных 
белков, к которым принадлежат Р-гликопротеин (Pgp), транспортеры 
семейства MRP, а также некоторые другие белки.

Pgp человека кодируется геном MDR1, принадлежащим к семейс­
тву MDR, локализованным в хромосоме 7 (7q21.1). Семейство MDR 
включает два гена человека (MDR1 и MDR2). С помощью метода 
трансфекции показано, что лишь один ген человека (MDR1) имеет 
отношение к МЛУ. Мутации в некоторых сайтах гена MDR1 могут 
приводить к изменению профиля перекрестной устойчивости клеток, 
т.е. к изменениям в связывании определенных субстратов. Введение 
в клетки гена MDR2 к лекарственной устойчивости не приводило 
(Gros P. and Buschman Е., 1993).
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К МЛУ может приводить как изменение экспрессии гена MDR1, 
так и увеличение дозы гена - амплификация участка генома, содержа­
щего ген MDR1 и еще пять или шесть сцепленных с ним генов (Borst 
Р., 1991). Амплификация обнаруживается обычно в культивируемых 
клеточных линиях с высокими уровнями Pgp-МЛУ, а не в материале, 
получаемом от больных. К МЛУ могут приводить также стабилиза­
ция мРНК MDR1, регуляция на уровне синтеза и процессинга белка 
(Bosh I. and Croop J., 1996).

Высказывались предположения и относительно возможности не­
посредственной регуляции активности Pgp его субстратами (Bosh I. 
and Croop J., 1996).

Ген MDR1 состоит из 28 экзонов, соответствующих четырем упо­
рядоченным доменам белкового продукта. Это два трансмембранных 
домена и два АТФ-связывающих домена. До сих пор полная физио­
логическая роль Р-гликопротеида остается недостаточно изученной. 
В гене MDR1 обнаружен ряд полиморфизмов, некоторые из них ока­
зывают влияние на экспрессию. S. Hoffineyer et al. (2000) идентифи­
цировали полиморфизм в 26 экзоне гена MDR1 (С3435Т), который в 
гомозиготном состоянии приводит к резкому снижению экспрессии 
и функциональной активности Р-гликопротеида и как следствие к 
увеличению уровня субстрата (лекарственного вещества) в плазме. 
Частота данного полиморфизма существенно различается в различ­
ных этнических группах. М. Tanabe et al. (2001) в результате полного 
анализа гена MDR1 обнаружили девять однонуклеотидных замен: три 
из них (G2677A, G2677T, Т-129С) снижают уровень экспрессии гена. 
Изучение и характеристика полиморфизмов и мутаций в гене MDR1 
и их влияния на экспрессию гена является мощным инструментом 
для совершенствования терапии различных заболеваний лекарствен­
ными препаратами (Ling V., 1997; Mickley L.A. et al., 1998; Cascorbi I. 
et al., 2001; Ameyaw M.M. et al., 2001; Tanabe M. et al., 2001).

В нашем исследовании выявлено, что у больных ММ нормаль­
ный вариант (генотип СС) встречался в 9,09% случаев, гетерозигот­
ные носители мутации (генотип СТ) выявлялись с частотой 46,97%, 
на долю гомозиготных носителей мутации (генотип ТТ) приходилось 
43,94%. Близкое к описанному распределение частот генотипов поли­
морфизма С3435Т гена MDR1 наблюдалось и в контроле, где гомози­

36



готы по нормальным аллелям встречались с частотой 6,11 %, на долю 
гетерозиготных носителей мутации приходилось 46,56%, гомозиго­
ты по мутации выявлялись в 47,33% случаев. При сравнении группы 
больных с контролем с использованием критерия х2 существенных 
различий не обнаружено (х2=0,65; р>0,05) (рис. 13).

Рис. 13.
Частота генотипов полиморфного локуса С3435Т гена MDR1 

у больных множественной миеломой

С целью оценки влияния роли полиморфизма С3435Т гена мно­
жественной лекарственной устойчивости MDR1 на течение множес­
твенной миеломы, проведено сравнение выживаемости по Caplan- 
Meier пациентов с различными генотипами по этому полиморфизму.

Наилучшие показатели выживаемости были характерны для гете­
розигот СТ: 25% больных погибли в течение 34,2 месяцев, медиана 
выживаемости равна 48 месяцам, а 75% больных погибли в течение 
66,8 месяцев.

Значительно худшие показатели у гомозигот ТТ: 25% больных 
погибли в течение года, 50% в течение 28,4 месяцев. Анализ досто­
верности различий между группами с генотипами ТС и ТТ по Сох 
р=0,11; Gexan р=0,01; Сох-Mantel р=0,04.

Медиана выживаемости больных с генотипом СС (п=6) составила 
38 мес. Сравнительные кривые выживаемости приведены на рис. 14.
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Анализ кривых свидетельствует о том, что гомозиготы ТТ по по­
лиморфизму С3435Т гена MDR1, характеризующиеся снижением 
Р-гликопротеина в клетке и, соответственно, повышением в клетке 
различных веществ, в том числе и цитостатиков, погибали раньше и 
быстрее, чем гетерозиготы. Это может быть связано и с увеличени­
ем токсического эффекта цитостатиков. Можно также предположить, 
что токсическое воздействие препаратов оказывает на выживаемость 
пациентов не меньшую роль, нежели резистентность к терапии.

« Complete + Censored

- Генотип ТС 
■Генотип ТТ 
Генотип СС

Время (мес.)

Рис. 14.
Кумулятивная выживаемость больных множественной миеломой в 

зависимости от генотипа по полиморфизму С3435Т гена MDR1.

Тенденция к возрастанию частоты встречаемости больных с нор­
мальными вариантами гена MDR1 может быть обусловлена повышен­
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ной резистентностью к лечению в случае повышенной экспрессии 
Р-гликопротеида, что ассоциируется с нормальными полиморфными 
вариантами гена MDR1. Это предположение находит подтверждение 
и в данных литературы, согласно которым резистентность к терапии 
цитостатическими препаратами больных гемобпастозами и множест­
венной миеломой, в частности, может быть обусловлена повышенной 
экспрессией гена MDR1 (Cumber P.M., et al., 1991). Помимо этого, в 
литературе имеются указания на то, что больные с пониженной экс­
прессией гена MDR1 имели лучший прогноз и более высокие пока­
затели выживаемости. При хроническом миелолейкозе обнаружена 
тенденция к повышенной экспрессии MDR у больных в период влас­
тного криза по сравнению с хронической фазой (Hegewisch-Becker 

. S. and Hossfeld D.K., 1996). При В-клеточном XJIJ1 было показано, 
что MDR ген экспрессируется практически во все В-ХЛЛ бластных 
клетках, не зависимо от стадии заболевания, однако активность Р- 
гликопротеиновой помпы усиливается в процессе лечения цито стати­
ческими препаратами (Hegewisch-Becker S. and Hossfeld D.K., 1996). 
В ряде работ данные об ассоциации тяжести течения гемобластозов 
и резистентностью к терапии противоречивы. Так, в исследовании S. 
Gurbuxani et al. (1998) показано отсутствие корреляции между MDR 
и ответом на проводимую терапию.

Анализ сочетаний генотипов по генам детоксикации 
ксенобиотиков у больных множественной миеломой

Поскольку выявление генетических маркеров при мультифакто- 
риальной патологии предполагает анализ одновременно большого 
числа генов, вовлеченных в определенный этап патогенеза, представ­
лялось целесообразным провести изучение характера распределения 
сочетаний генотипов по вышеописанным генам системы детоксика­
ции ксенобиотиков у больных ММ.

В табл. 7 представлены комбинации генотипов по трем полимор­
фным генам детоксикации ксенобиотиков, выявленные у больных 
множественной миеломой.
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Таблица 7
Комбинации генотипов по генам детоксикации ксенобиотиков 

CYP1 Al, GSTM1 и MDR1, выявленные у больных множественной
миеломой

Комбинации
генотипов
CYP1A1/
GSTM1/
MDR1

Частота (абс /  %)
Х2 OR

(c i95)
Boj

множе
мие

пьные
ственной
ломой
[=66

Контрольная
группа
N=102

абс % абс %
Ие-Пе/(+)/СС 5 7,58 1 0,98 3,33 8,28

(1,90-
195,1)

Пе-11е/(+)/СТ 16 24,24 26 25,49 0,001 0,94
(0,43-2,03)

11е-11е/(+)/ТТ 11 16,67 26 25,49 1,34 0,59
(0,25-1,37)

Ме-Ие/(0)/СС 0 0,00 4 3,92 1,23 0,01
(0,61-1,00)

Ие-Пе/(0)/СТ 13 19,70 24 23,53 0,13 0,80
(0,35-1,81)

Ие-11е/(0)/ТТ 14 21,21 17 16,67 0,29 1,35
(0,57-3,17)

Ile-Val/(+)/CC 1 1,52 0 0,00 0,90 -

Ile-VaI/(+)/CT 1 1,52 2 1,96 0,00 0,77
(0,03-11,13)

Ile-Val/(+)/TT 2 3,03 0 0,00 3,24 -

Ile-Val/(0)/CC 0 0,00 0 0,00 - -

Ile-Val/(0)/CT 1 1,52 0 0,00 0,90 -

Ile-Val/(0)/TT 2 3,03 2 1,96 0,00 1,56
(0,15-15,98)

Из 12 возможных сочетаний генотипов у больных ММ встреча­
лось 10 вариантов, в контроле -  8. Три варианта, а именно, сочета­
ния генотипов CYPlAl(Ile-Val)/GSTMl(+)/MDRl(CC), CYPlAl(Ile-
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Val)/GSTM 1 (+)/MDRl(ТТ) и CYPlAl(Ile-Val)/GSTMl(0)/MDRl(CT) 
встречались только у больных ММ. Как видно, при ММ чаще, чем в 
контроле, встречалась комбинация, включающая нормальные вари­
анты по всем изученным полиморфным системам, т.е. вариант 11е- 
Пе/(+)/СС, на долю которого приходилось 7,58% у больных ММ и 
0,98% в контроле (х2=3,3; р>0,05). Соответственно, возрастает и по­
казатель OR, который составил 8,28. Одной из причин наблюдаемого 
накопления у больных ММ комбинаций с нормальными вариантами 
по всем генам может быть быстрая детоксикация и выведение из ор­
ганизма не только ксенобиотиков, но и лекарственных препаратов, 
что и приводит к низкой эффективности терапии заболеваний и ма­
нифестации ММ.

Рассмотрим сочетания генотипов по генам GSTM1 и MDR1, ко­
торые относятся ко 2-ой и 3-ей фазам детоксикации ксенобиотиков и 
функционируют в тесной взаимосвязи (табл.8).

Таблица 8
Комбинации

генотипов
GSTM1/
MDR1

Частота (абс / %)
Х2 OR

(c i95)
Больные
множественной
миеломой

N=66

Контрольная
группа
N=102

абс % абс %

(+)/СС 6 9,10 1 0,87 4,73 10,1
(1,16-231,8)

(+)/СТ 17 25,76 31 26,96 0,23 0,80
(0,37-1,68)

(+)/ТТ 13 19,70 32 27,83 2,22 0,54
(0,24-1,19)

(0)/СС 0 0,00 4 3,48 1,23 1,01
(0,68-2,36)

(0)/СТ 14 21,21 25 21,74 0,10 0,83
(0,37-1,85)

(0)/ТТ 16 24,24 22 19,13 0,05 1,16
(0,52-2,58)
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Установлено, что у больных ММ существенно чаще (9,10%), 
чем в контроле (0,87%), встречается вариант GSTM l(+)/MDR 1(СС), 
включающий нормальные аллели по обеим полиморфным системам. 
Сравнительный анализ выявил наличие достоверных различий (х2 
=4,73; р<0,05). Показатель OR для этой комбинации генотипов со­
ставил 10,1, указывая на его высокую прогностическую значимость.

2.2. КЛИНИКО-ГЕНЕТИЧЕСКИЕ АССОЦИАЦИИ ГЕНОВ 
ЦИТОКИНОВ ПРИ МНОЖЕСТВЕННОЙ МИЕЛОМЕ

Для выбора адекватной терапевтической тактики клиницистам 
крайне важно возможно, более раньше получить информацию о 
предполагаемой степени активности течения заболевания. Одним из 
критериев тяжести и маркером неблагоприятного прогноза множест­
венной миеломы является повышение уровня цитокинов в сыворотке 
крови больных.

Пролиферация, дифференцировка и функция лимфо - и гемопо- 
этических клеток регулируется с помощью сложной сети лимфо - и 
гемопоэтических ростовых факторов и молекул поверхности кле­
ток, которые определяют взаимодействие между клетками стромы и 
лимфо - и гематопоэтическими предшественниками в костном мозге 
(Kuninaka S. et al., 2000). Эти ростовые факторы связываются со спе­
цифическими рецепторами, расположенными на поверхности клетки 
и относятся к различным семействам, к которым можно отнести ти- 
розинкиназы рецепторов и рецепторы цитокинов гемопоэза.

Патогенез ММ зависит от присутствия некоторых из этих росто­
вых факторов (цитокинов), которые поддерживают выживание, про­
лиферацию и дифференцировку клеток ММ в костном мозге на про­
тяжении различных стадий заболевания (Марри Р. И и соавт., 1993).

Цитокины -  группа гормоноподобных белков и пептидов, кото­
рые синтезируются и секретируются клетками иммуной системы и 
другими типами клеток. В целом, цитокины принимают участие в ре­
гуляции роста, дифференцировки и продолжительности жизни кле­
ток, а также в управлении процессом программированной клеточной 
гибели (Кольман Л., 2000; Kuninaka S. et al., 2000). Особенно важ­
на их роль как медиаторов воспаления, которым принадлежит клю­
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чевая роль в положительной и отрицательной регуляции иммунно­
го ответа, а также в его интеграции с физиологическими функциями 
других органов и систем, в частности, эндокринной и гемопоэтичес- 
кой (Klein В. et al., 1995).

В культурах миеломных клеток in vitro продуцируются многие 
цитокины, в частности, гранулоцито-макрофагальный колонийсти- 
мулирующий фактор, интерлейкин-6 (IL-6), интерлейкин-lb, интер­
лейкин-10 (IL-10), интерлейкин- 11(IL-11), фактор некроза опухолей- 
си (ФНО-а) и онкостатин М (Filella X. et al., 1996, 1998).

Множественной миеломе присущи активация и ингибиция цито- 
кин-продуцирующего пула клеток периферической крови. Уровень 
цитокинов, секретируемых плазматическими клетками, во многом 
определяет клиническую картину течения ММ, а степень активнос­
ти патологического процесса, прежде всего, определяется биологией 
опухолевых клеток и, в частности, их морфологией и способностью 
к пролиферации и дифференцировке (Klein В. et al., 1995; Nachbaur 
D. et al., 1991). Известно также, что у больных злокачественными 
лимфомами в период манифестации заболевания отмечается повы­
шенный уровень ФНО-а в сыворотке крови (Salles G. et al., 1996). 
По мере нарастания активности течения заболевания увеличивается 
процент больных с очень высокой и очень низкой концентрацией сы­
вороточного ФНО-а (Стельмашенко Л.В., 1997).

Несмотря на то, что все эти цитокины могут стимулировать спон­
танную пролиферацию миеломных клеток (Lauta V. М.,2001), только 
моноклональные антитела на IL-6 способны почти полностью инги­
бировать пролиферацию миеломных клеток in vitro (Brieva J. A. et 
al.,1990; Reittie J. E.,et al.,1996; Chauhan B. D. et al.,1997). Этот факт 
является очевидным указанием на то, что IL-6 является главным рос­
товым фактором миеломных клеток in vitro (Lauta V. М., 2001).

IL-6 поддерживает выживание и распространение миеломных 
клеток не только стимуляцией клеточного деления, но и путем предо­
твращения программированной клеточной гибели (апоптоза) (Ishioka 
S.et al.,1999; Reittie J. E.,et al.,1996; Chauhan B. D. et al.,1997; Kerr J. F. 
R. et al.,1993). В ряде работ показано, что IL-6 может продуцировать­
ся либо аутокринным путем (Kawano М. et al., 1988), либо паракрин- 
ной секрецией клетками микросреды опухоли в костном мозге (Klein

43



В. et al., 1989; 1995). Вероятно, что IL-6 секретируется в больших 
количествах стромальными клетками костного мозга, остеобластами 
(Brieva J.A. et al., 1990; Reittie J.E.et al., 1996).

IL-6, источником которого при ММ предположительно являются 
опухолевые клетки, макрофаги или стромальные клетки, имеет прогнос­
тическое значение, так как его концентрация зависит лишь от уровня 
продукции, но не от задержки на фоне недостаточности почек, как это 
свойственно другому прогностическому маркеру -  (32-микроглобулину 
(Thavasu RW. et al., 1995). Уровень сывороточного IL-6 был повышен 
только в фазе прогрессии заболевания и достигал максимальных вели­
чин у больных с агрессивной формой (Зарайский М.И., 1998; Watson 
J.M. et al., 1990; Plante M. et al., 1994; Berek J.S. et al., 1991).

В 1998 г. появилась публикация (Fishman D. et al.,1998), сообща­
ющая о выявленном полиморфном сайте (-174G-»C) в регуляторном 
участке гена IL-6 (промоторная область), в котором два аллеля G и С 
определяют различный конститутивный и индуцибельный уровень 
экспрессии гена. Был установлен возрастающий эффект “дозы гена” 
в ряду генотипов С/С, G/C, G/G, выражающийся, соответственно в 
повышении активности его транскрипции. На молекулярном уровне 
данное явление объясняет факт расположения данного полиморфно­
го сайта в участке между -225 и -164, который демонстрирует нега­
тивный регуляторный эффект на транскрипцию гена IL-6 (Ray A. et 
al., 1990). Исследования по репрессии промотора IL6 продемонстри­
ровали связывание глюкокортикоидного рецептора в участке вблизи 
сайта -201. Полиморфизм G/С в сайте -174 располагается достаточно 
близко, чтобы потенциально повлиять на связывание глюкокортико­
идного рецептора. Интересно также то, что замена G на С в позиции 
-174 создает потенциальный сайт связывания для фактора транс­
крипции NF-1. В опытах на культурах клеток показано репрессорное 
влияние NF-1 на экспрессию гена (Liu Y, et al.,1997)

Ассоциации функционального полиморфизма в промоторной об­
ласти (-174G—»С) гена IL6 выявлены при некоторых мулътифактори- 
альных заболеваниях: системный хронический артрит с ранней ма­
нифестацией (Fishman D. et al., 1998), остеопороз (OtaN. et al., 2001), 
проявление саркомы Капоши у ВИЧ-инфицированных (Foster С.В. 
et al, 2000), болезнь Альцгеймера.(Bagli М. et al., 2000), системная
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красная волчанка (Linker-Israeli М. et al., 1999), аневризма брюшной 
аорты (Jones K.G. et al., 2001).

Для поиска генетических маркеров множественной миеломы 
нами были изучены ассоциации полиморфных вариантов генов ме­
диаторов воспаления (цитокинов). С этой целью у больных множес­
твенной миеломой и в контрольной группе проведен сравнительный 
анализ полиморфизма генов интерлейкина-6 (IL-6), факторов некро­
за опухолей (ФНО) а  и р.

Приступая к исследованиям, мы предположили, что генетические 
варианты генов IL-6, ФНО-а и ФНО-Р, а также их комбинации, мо­
гут быть ассоциированы либо с предрасположенностью к развитию 
множественной миеломы, либо с различными по степени тяжести ва­
риантами клинического течения заболевания.

Полиморфизм локуса -174G—>С промоторной области гена IL-6 
у больных множественной миеломой

Результаты изучения полиморфизма -1 74G—>С промоторной об­
ласти гена интерлейкина-6 (IL-6) представлены в табл. 9.

Таблица 9
Распределение частот генотипов и аллелей полиморфного локуса 

-174G—>С промоторной области гена 1L-6 у больных 
множественной миеломой и в контрольной группе

Генотипы
(аллели)

Больные ММ, N=68 Контроль N=102
Абс. % Абс. %

GG 24 35,29 37 36,3
GC 33 48,51 53 52,0
СС 11 16,20 12 11,7

Аллель G 81 59.60 127 62,3
Аллель С 55 40,40 77 37,7

I 2 0,14
Как видно из таблицы, частота генотипа СС в общей группе боль­

ных множественной миеломой составила 16,2% и на долю аллеля С 
приходилось 40,4%. Более низкие значения аналогичных показате­
лей оказались характерны для контрольной группы, где частота ге­
нотипа СС составила 11,7% и аллеля С - 37,7%. Однако применение 
критерия х2 при сравнении общей группы больных множественной
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миеломой и контрольной группы существенных отличий не выявило 
(%2=0,35; р=0,55). Наши данные согласуются с результатами других 
авторов, которые также не выявили существенных различий харак­
тера распределения частот генотипов локуса -174G—>С промоторной 
области гена IL-6 между больными множественной миеломой и кон­
трольной группой (Zheng Ch.Y. et al., 2000; Dring A. et al., 2001).

С целью выявления ассоциаций данного полиморфизма с дли­
тельностью жизни пациентов проведено исследование кумулятивной 
выживаемости пациентов с множественной миеломой по Caplan, 
Meier (1958) в зависимости от генотипа по полиморфизму -174G-* 
С гена IL-6.

Установлено, что у пациентов с генотипом СС медиана времени 
выживания составила 58 месяцев, 25% больных погибли в течение 
34 месяцев, а 75% погибли за 96 месяцев. Статистически значимо бо­
лее низкими показателями общей выживаемости характеризовались 
пациенты с генотипом GG: медиана времени выживания составила 
23,7 месяца, 25% больных погибли в течение года, 75% - 34,2 месяца 
(рис. 15).

Cumulative Proportion Surviving (Kaptarv-Meier) 

о Complete + Censored

0  20 40 60 80  100 120 140 1 8 0 ,  

Месяцу
- Пациенты с генотипом СС L-6, 

Пациенты с генотипом ОО L-6

Рис. 15
Сравнительная выживаемость больных с генотипом СС и GG 

гена IL-6 при множественной миеломе
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Промежуточное положение по выживаемости занимали пациен­
ты с генотипом GC: 25% больных погибли за 22,2 месяца, медиана 
времени выживания оставила 36,7 месяцев и 75% пациентов погибли 
в течение 54,3 месяцев (рис. 16).

При проведении сравнительного анализа выживаемости оказа­
лось, что наилучшей выживаемостью характеризовались пациенты 
с генотипом СС, затем GC и наихудшей- GG, но статистически зна­
чимой разница была лишь в группах с генотипом СС и GG (рис.26; 
р< 0,05).

Cumulative Proportion Surviving (Kapian-Meier) 
о Complete + Censored

Рис. 16.
Сравнительная выживаемость больных с генотипом GC 

и GG гена IL -6 .

Таким образом, в результате молекулярно-генетического иссле­
дования больных множественной миеломой выявлена ассоциация 
генотипа СС полиморфизма -174G—>С промоторного участка гена 
IL-6 гена с более высокими показателями выживаемости. По-види- 
мому, низкий конститутивный и индуцибельный уровень транскрип­
ции гена IL-6 и, соответственно, снижение содержания сывороточ­
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ного IL-6 у индивидов с генотипом СС может иметь протективное 
действие в период клинической манифестации этого заболевания

Генотип СС гена IL-6 (мутация в полиморфизме-174G—>С) пред­
полагает низкий уровень экспрессии гена и снижение выработки 
IL-6, что ведет к уменьшению стимуляции роста ММ и его повреж­
дающего провоспалительного действия на висцеральные органы, а 
это, в свою очередь, также сочетается с доброкачественным течением 
заболевания.

По видимому, низкий конститутивный и индуцибельный уровень 
транскрипции гена IL-6 у индивидов с генотипом С С может иметь 
протективное действие в период клинической манифестации мно­
жественной миеломы. Учитывая противоречивость литературных 
данных по ассоциации локуса -1 74G—>С гена IL-6 с тяжестью тече­
ния множественной миеломы на других выборках, полученные нами 
результаты, вероятно, отражают этноспецифичность изученной поли­
морфной системы. Основываясь на полученных результатах, можно 
предположить, что генотипирование полиморфного локуса -174G—> 
С гена IL-6 на ранней стадии развития множественной миеломы у 
больных позволило бы выделить группу, генетически предрасполо­
женную к доброкачественному течению заболевания.

Полиморфизм локуса -380G—>А 
гена фактора некроза опухолей a (TNF а)

В последние годы доказано, что фактор некроза опухолей а  
(TNFa) и фактор некроза опухолей Р (TNF(3 или лимфотоксин а , 
LTa) играют существенную роль при развитии и функционирова­
нии нормальной лимфоидной ткани. Эти цитокины продуцируются 
на самых ранних стадиях воспалительного процесса и инициируют 
запуск каскада цитокинов, в котором наиболее важными являют­
ся интерлейкин-1, интерлейкин-6, а также сам TNFa. TNF (а  и (3) 
может стимулировать рост определенных лимфоидных клеток при 
трансформации (например, миеломных клеток). TNFa индуцирует 
синтез интерлейкина-6 и является потенциальным фактором резор­
бции кости при множественной миеломе (Bertolini D.R. et al., 1986), 
а также играет важную роль при развитии остеолитических процес­
сов, наблюдаемых у пациентов множественной миеломы (Bataille R., 
1997).
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Имеются данные, указывающие на то, что интенсивность синтеза 
TNF также может быть запрограммирована на генетическом уров­
не. Гены TNFa и TNFP расположены в пределах главного комплек­
са гистосовместимости III класса на хромосоме 6 в области 6р21.3. 
Это высокополиморфный участок генома. В гене TNFa описано, по 
меньшей мере, 8 полиморфных сайтов (Messer G. et al., 1991; Wilson 
A.G. et al., 1997; Bidwell J. et al., 1999). На линиях В-клеток человека 
было показано, что генетический полиморфизм, локализованный в 
положении -308 промоторного участка гена TNFa, характеризую­
щийся заменой гуанина на аденин (-308G—>А), ассоциирован с повы­
шенной экспрессией гена in vitro: присутствие аллеля G определяет 
часто встречающийся вариант TNFa* 1, а присутствие аллеля А - бо­
лее редкий вариант TNFa*2 (Wilson A.G. et al., 1997; Allen R.D. et al., 
1999; Kroeger K.M. et al., 2000). Наличие последовательности дли­
ной в 10 пн, гомологичной консенсусу связывающего сайта белка- 
активатора-2 (АР-2), характеризует TNFa*l аллель. АР-2 белок реп­
рессирует активность промотора TNFa, из чего, в свою очередь, сле­
дует, что -308G—>А полиморфизм может влиять на экспрессию гена 
TNFa. В ряде работ продемонстрирована роль описанного выше 
полиморфного варианта TNFa (TNFa* 1/2) в определении риска раз­
вития множественной миеломы (Davies F.E. et al., 2000). В работе К. 
Neben et.al. (2002) обнаружена корреляция между генотипами, опре­
деляющими высокий уровень экспрессии гена TNFa (промоторные 
полиморфизмы -308 и -238) и повышением концентрации TNFa в 
сыворотке крови у больных множественной миеломой.

Носители определенных аллелей генов TNFa и TNFP часто стра­
дают некоторыми хроническими воспалительными заболеваниями, 
что, возможно, обусловлено наследственными особенностями про­
дукции цитокинов. В работах ряда авторов отмечено повышение кон­
центрации TNFa в сыворотке крови больных, страдающих онколо­
гическими заболеваниями (Gadducci A. et al., 1995; Partanen R. et al.,
1995). В некоторых случаях зарегистрирована ассоциация повышен­
ного уровня TNF с более тяжелым течением лимфомы (Salles G. et 
al., 1996). В экспериментальных исследованиях L. Trentin et al. (1993) 
показано, что TNF могут стимулировать рост злокачественных В- 
клеток при хронических лимфопролиферативных заболеваниях. TNF
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могут играть роль генов-кандидатов множественной миеломы, пос­
кольку известно, что при сочетании определенных аллелей в генах 
TNFa и TNFP происходит повышение продукции TNF (Huang S.L. et 
al., 1997; Foos T.M. et al., 2002), что является фактором риска злока­
чественного перерождения клеток крови.

В табл. 11 представлены наши результаты молекулярно-генети- 
ческого изучения полиморфизма -308G—кА в промоторной области 
гена TNFa.

Таблица 11
Распределение частот генотипов и аллелей полиморфного 

локуса - 308G—>ATNFa у больных множественной миеломой
и в контрольной группе

Обследо­
ванные
группы

Объем
выборки

Частота генотипов, 
абс. чис. (%)

Частота 
аллелей, абс. 

чис. (%)
1/1 1/2 2/2 1 2

Больные ММ 68 48
(70,59)

19
(27,91)

1
(1,50)

115
(84,6)

21
(15,4)

Контроль 151 11
(74,17)

36
(23,84)

3
(1,99)

260
(86,09)

42
(13,91)

х2 0,15 0,23 0,08 0,13

Согласно полученным результатам, в группе больных множест­
венной миеломой частота генотипа 2/2, определяющего повышен­
ный уровень экспрессии гена, составила 1,50%, частота аллеля 2
-  15,4%, что не имеет достоверных отличий по сравнению с конт­
рольной группой, где на долю генотипа 2/2 и аллеля 2 приходится
1,99 и 13,91%, соответственно.

Полиморфизм локуса +252А—»G гена TNF р

Полиморфизм интрона 1 гена TNFP (лимфотоксин a , LTa) обус­
ловлен заменой аденина на гуанин в 252 положении нуклеотида 
(+252А—»G). Наличие аллеля А соответствует наиболее частому ва­
рианту полиморфизма, аллелю 10.5, тогда как мутантный аллель G
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обозначается как аллель 5.5. В работах G. Messer et al. (1991) была 
выявлена ассоциация мутантного аллеля 5.5 с повышением уровня 
экспрессии лимфотоксина и TNF.

Важно отметить, что согласно литературным данным, полимор­
фные аллели локусов -308G—»А гена TNFa и +252A->G гена LTa 
обычно находятся в тесном сцеплении. Более того, имеются сведения 
об ассоциации определенных комбинаций полиморфных вариантов 
генов TNFa и LTa с гемобластозами, в частности, с неходжекинской 
лимфомой (Chouchane L. et al., 1997; Warzocha К. et al., 1998) и хро­
ническим лимфолейкозом (Demeter J. et al., 1997).

Изучению полиморфизма генов IL-6 и TNF посвящены исследо­
вания Ch. Zheng et.al. (2000). Есть сообщение о выявленной ассоциа­
ции тяжести течения неходжекинской лимфомы с комбинацией фун­
кциональных полиморфизмов -308G/A для TNFa и +252-NcoI для 
TNFP (WarzochaX- et al., 1998). Были обнаружены ассоциации TNFa 
и TNFP с рядом других нозологий (Wilson A. et al., 1993, Hamann А. 
et al., 1995). Однако нельзя не признать, что данные литературы, ка­
сающиеся изучению генетических ассоциаций при множественной 
миеломе, на сегодняшний день крайне малочисленны.

Результаты молекулярно-генетического анализа полиморфизма 
гена TNF р лимфотоксина a  (LTa) у больных множественной мие­
ломой иг Республики Башкортостан продемонстрированы в таблице 
12.

Таблица 12
Распределение частот генотипов и аллелей полиморфного локуса 

+252А—>G гена TNF Р у больных множественной миеломой 
и в контрольной группе

Генотипы Больные ММ N=67 Контроль N=97
(аллели) Абс. % Абс. %
10.5/10.5 35 52,24 53 54,64
10.5/5.5 27 40,30 40 41,24
5.5/5.5 5 7,46 4 4,12

Аллель 10.5 97 72,39 146 75,26
Аллель 5.5 37 27,61 48 24,74

X2 0,21
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Как видно из полученных данных, только один генотип, а имен­
но генотип 5.5/5.5., характеризующийся наличием мутации гена TNF 
Р в гомозиготном состоянии, у больных множественной миеломой 
встречался с более высокой частотой по сравнению с контролем (7,46 
и 4,12%, соответственно). Тем не менее, сравнительный анализ не 
выявил существенных различий между группами по данному марке­
ру (х2= 0,33; р>0,05).

Характер распределения частот аллелей по локусу +252A—»G 
TNF р обнаружил тенденцию к возрастанию доли мутантного аллеля 
5.5 в когорте больных до 27,61% против 24,74% в контроле. Одна­
ко статистический анализ не выявил существенных различий между 
группами (х2= 0,21; р>0,05).

Анализ комбинаций генотипов по локусам TNFa и TNF р у 
больных множественной миеломой

Важно отметить, что согласно литературным данным, полиморф­
ные аллели локусов -  308G—>А гена ФНО-a и +252А—>G гена ФНО-р 
обычно находятся в тесном сцеплении. Более того, имеются сведения 
об ассоциации определенных комбинаций полиморфных вариантов 
генов ФНО-a и ФНО-Р с гемобластозами, в частности, с неходжинс- 
кой лимфомой (Chouchane L. et al., 1997; Warzocha К. et al., 1998) и 
хроническим лимфолейкозом (Demeter J. et al., 1997).

Для проведения данного раздела работы, в анализ были включе­
ны только те индивиды, у которых были типированы полиморфизмы 
по локусам TNFa и TNF р . Данные по распределению комбинаций 
генотипов приведены в табл. 13.

Таблица 13
Комбинации генотипов по локусам TNFa и TNF р у больных 

множественной миеломой и в контрольной группе
Комбинации 
генотипов - 

308/+252

Частота (%)
Х2 ORБольные 

ММ N=67
Контроль

N=56
GG/AA 

(low risk)
46,27 58,93 2,73 0,6
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GG/AG 
(high risk)

29,85 12,50 8,0;
p<0,05

2,98

GG/GG 
(high risk)

2,99 0 1,34 -

GA/AA 
(high risk)

0 0 - -

GA/AG 
(high risk)

16,42 23,21 1,05 0,65

GA/GG 
(high risk)

2,99 3,57 0,01 0,83

AA/AA 
(high risk)

0 0 - -

AA/AG 
(high risk)

0 0 - -

AA/GG 
(high risk)

1,49 1,79 0,01 0,83

Из представленных в таблице данных видно, что из 9 возможных 
комбинаций генотипов у всех обследованных индивидов встреча­
лись 6 вариантов. Вариант GG/GG, для которого характерно наличие 
мутации по гену TNF р в гомозиготном состоянии и нормальные 
аллели по гену TNFa, был выявлен только у больных множественной 
миеломой с частотой 2,99%. Хотя различия между группами оказа­
лись не достоверными (что можно объяснить низкой численностью 
данных генотипов), данный вариант можно считать маркером повы­
шенного риска развития множественной миеломы. Существенные 
различия между больными и контролем установлены по комбинации 
GG/AG, характеризующейся наличием мутации в гене TNF р в ге­
терозиготном состоянии и нормальными аллелями по гену TNF а, 
Так, у больных множественной миеломой на долю данного вариан­
та приходилось 29,85%, что оказалось в 2,4 раза выше, чем в когор­
те здоровых индивидов, где данный вариант был выявлен у 12,5% 
индивидов (х2=8,0; р<0,05). Исходя из полученных данных, можно 
сделать заключение о возможности использования в качестве марке­
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ров повышенного риска развития множественной миеломы комби­
наций генотипов с нормальными аллельными вариантами по локусу 
-308TNFa в сочетании с мутацией по локусу +252 TNF р в гомо- или 
гетерозиготном положении.

Ранее было указано, что локусы -308TNFa и +252 TNF р распо­
лагаются в непосредственной близости и находятся в тесном сцеп­
лении. В этой связи представлялось целесообразным проанализиро­
вать характер сцепления между аллелями в обследуемых выборках. 
В табл. 14 приведены частоты сцепленных и несцепленных аллелей у 
больных множественной миеломой и в контрольной группе.

Таблица 14
Характеристика сцепления полиморфных аллелей локусов - 
308TNFa и +252 TNF Р у больных множественной миеломой 
_____________ и в контрольной группе

Сцепление аллелей 
-308/+252

Частота, абс. чис. (%)
Х2Больные ММ, 

N=67
Контроль

N=56
Имеется 41 (61,19) 47 (83,93) 6,67;

р<0,05Отсутствует 26 (38,81) 9(16,07)

В контрольной группе на долю сцепленных аллелей по локусам 
-308TNFa и +252 TNF р приходилось 83,93% аллелей и 16,07% ал­
лелей оказалось несцепленными, когда нормальное аллельное состо­
яние одного локуса сочеталось с мутацией другого локуса. Согласно 
данным литературы, в популяции Британии соотношение сцеплен­
ных и несцепленных аллелей в контрольной группе (N=202) по ука­
занным полиморфным системам составляло 75,8%:24,2% (Howell W. 
et al., 2002). При этом разница между контрольными группами оказа­
лась не достоверной (х2=1,65; р>0,05).

У больных множественной миеломой наблюдалось резкое смеще­
ние в распределении сцепленных и несцепленных аллелей в сторону 
существенного преобладания (по сравнению с контролем) последних. 
Так, на долю сцепленных аллелей у больных множественной миело­
мой, приходилось 61,19% и 38,81% аллелей были не сцепленными. 
Статистический анализ выявил существенные различия с контролем 
(%2=6,67; р<0,05) и показал, что несцепленные аллели по локусам
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-308TNFa и +252 TNF p среди больных множественной миеломой 
встречались в 2,4 раза чаще, чем в контроле.

Таким образом, при анализе комбинаций генотипов и степени 
сцепления аллелей по локусам -308TNFa и +252 TNF р мы выявили 
маркерные комбинации, ассоциированные с повышенной вероятнос­
тью развития множественной миеломы и показали, что среди боль­
ных множественной миеломой существенно возрастает по сравне­
нию с контролем доля лиц, имеющих несцепленные аллели.

Таким образом, в результате молекулярно-генетического иссле­
дования больных множественной миеломой с учетом клинического 
течения заболевания, выявлена ассоциация генотипа СС полимор­
физма -174G-»C промоторного участка гена IL-6 гена с доброкачес­
твенным течением множественной миеломы. По видимому, низкий 
конститутивный и индуцибельный уровень транскрипции гена IL-6 
у индивидов с генотипом СС может иметь протекгивное действие в 
период клинической манифестации множественной миеломы. Учи­
тывая противоречивость данных литературы по ассоциации локуса 
—174G—>С гена IL-6 с тяжестью течения множественной миеломы на 
других выборках, полученные нами результаты, вероятно, отражают 
этноспецифичность изученной полиморфной системы. Основываясь 
на полученных результатах, можно предположить, что генотипиро- 
вание полиморфного локуса -174G—>С гена IL-6 на ранней стадии 
развития множественной миеломы у больных позволило бы выде­
лить группу, генетически предрасположенную к доброкачественно­
му течению заболевания.

В последние годы доказано, что фактор некроза опухолей a  
(TNFa) и фактор некроза опухолей Р (TNFP) играют существенную 
роль при развитии и функционировании нормальной лимфоидной 
ткани.

Анализируя полученные нами данные по частоте аллелей локу­
са +252А-> TNF р, можно говорить лишь о небольшой тенденции к 
возрастанию частоты аллеля 5.5 при агрессивном течении множес­
твенной миеломы. Между тем, существенные различия между под­
группами с разным течением множественной миеломы отсутствова­
ли (х2= 0,01; р>0,05).
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При анализе комбинаций генотипов и степени сцепления аллелей 
по локусам -308TNFa и +252TNF Р мы выявили маркерные комби­
нации, ассоциированные с повышенной вероятностью развития мно­
жественной миеломы и показали, что среди больных множественной 
миеломой существенно возрастает по сравнению с контролем доля 
лиц, имеющих несцепленные аллели.
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Глава 3

ЭПИДЕМИОЛОГИЯ И ФАКТОРЫ РИСКА 
РАЗВИТИЯ ХРОНИЧЕСКОГО ЛИМФОЛЕЙКОЗА

Хронический лимфолейкоз (XJ1J1) -  одно из распространенных 
опухолевых заболеваний кроветворной системы. В-клеточный хро­
нический лимфолейкоз составляет около 7 % среди всех лимфати­
ческих опухолей в мире и более 90% всех случаев хронического 
лимфолейкоза в Европе и США (Воробьев А.И., 2003). Redaelli А. 
et al. (2005) указывают, что XJIJI составляет 22-30% всех гемоб- 
ластозов и встречается с частотой 1-5,5 на 100 тысяч населения. 
Распространенность заболевания во всем мире неуклонно растет, 
что связано как с увеличением в структуре населения доли лиц 
пожилого возраста, так и с абсолютным ростом заболеваемости.

Анализ 7264 случаев онкозаболеваний за 1974-1993 годы в Сар­
динии (Broccia G, et al., 2004) показал, что за последние 20 лет про­
изошло удвоение случаев рака, особенно явно это прослеживается 
при лимфопролиферативных заболеваниях - XJ1JI и множественной 
миеломе.

Показатели заболеваемости XJIJI заметно отличаются по регио­
нам мира. Лидируют Австралия, США, Ирландия и Италия (Redaelli 
et al., 2005). Также высока распространенность ХЛЛ в Европе и США, 
в то время как в Азии и Африке заболевание встречается редко. По 
данным Shvidel L et al., 1998), ХЛЛ составляет 30% всех лейкозов в 
Европе. Результаты исследования Shvidel L. et al., 1998) демонстри­
руют высокую частоту ХЛЛ в Израиле: ежегодная заболеваемость 
составила 4,3 на 100 000 населения. Подтверждаются проведенные 
ранее исследования о более высокой распространенности заболева­
ния среди евреев Ashkenazi по сравнению с Sephardic Jews. В то же 
время, относительный риск болезни среди Ashkenazi по сравнению с 
Sephardic Jews за последние годы значительно снизился - с 6.0 (1975- 
1979 годы) до 2.4 (1990-1996 годы). Высокая частота ХЛЛ была об­
наружена среди выходцев из СССР -  26 новых случаев и 11 ранее 
известных среди 60 000 новых иммигрантов за 8 лет (Shvidel L. et 
al., 1998),
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Известно, что эта нозология крайне редко встречается в Японии, 
Китае, у представителей тюркских народностей (Finch S., 1969; Во­
робьев А.И., 2003). В Пакистане XJIJI составляет 13,91% среди всех 
гемобластозов (Idris М. et al., 2004).

R. A. Cartwright et al. (2002) показали, что важным фактором в 
развитии гематологических заболеваний является половая прина­
длежность. XJIJI чаще болеют белые по сравнению с чернокожими. 
Отмечено преобладание мужчин: соотношение составило 1,82:1 в 
Турции (Pamuk ON et al., 2004) и 2:1 в Европе (Petrucci М. et al., 
1998).

Большинство иссследователей подчеркивают, что заболеванию 
подвержены преимущественно лица пожилого возраста: преоблада­
ющее количество больных находится в возрасте 64-70 лет (Redaelli
A. et al., 2004). Анализ 120 случаев XJIJI в Тунисе за 1988-1998 годы 
установил: медиана возраста заболевших XJTJI составляет 66 лет, а 
75% больных -  мужчины (Khalifa М, et al., 2002). В центральной 
Африке возраст больных колебался от 32 до 78 лет; 26,7% больных 
были в возрасте 60-64 года; 21,3% - моложе 50 лет, средний возраст
- 56,88 ±10,1 лет (Mukiibi JM et al., 2004).

Большое значение для развития заболевания имеет наследствен­
ность: лица, родственники которых страдают XJIJI, имеют повышен­
ный риск болезни (Redaelli A. et al., 2004). Риск болезни у родс­
твенников первой линии составляет 3,6%, в сравнении с риском для 
населения в целом - 2,1% (Goldin LR et al.,2005). При наличии в ро­
дословной случая заболевания у лиц старше 65 лет риск возрастает 
от 14 до 18% (без таковой - 3,5%) (Caporaso N, Marti GE, Goldin L., 
2004). По данным шведского канцер-регистра, риск XJIJI и неходж- 
кинских лимфом у братьев и сестер составляет 3,2 (ДИ 1,3-7,6), а у 
детей -  1,6 (ДИ -1,1-2,3) (Chang ET. et al., 2005). Разная степень за­
висимости от наследственности различных форм лимфом в Швеции 
показана в работе Altieri A, Bermejo JL, Hemminki К. (2005), в штате 
Юта США - Kerber RA, O’Brien Е. (2005). Для XJIJI характерен фе­
номен «ожидания», то есть в каждом следующем поколении заболе­
вание начинается в более раннем возрасте и протекает агрессивнее 
(Catovsky D., 1997).
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Ранее были описаны определенные закономерности возникно­
вения гемобластозов, риски развития лейкозов (Осечинский И.В., 
1982, 1989). В последние годы также продолжается изучение фак­
торов клинической и эпидемиологической предрасположенности к 
ХЛЛ (Redaelli A. et al., 2004). В Канаде проведено изучение влияния 
профессии, связанной с работой с животными, на риск развития ми­
еломы. Оказалось, что индивидуумы, работающие с крупным рога­
тым скотом, имеют повышенный риск развития лейкемии, лимфом и 
ММ, а те, кто связаны с обработкой рыбы -  уменьшенный риск этих 
заболеваний (L. Fritschi et al., 2002). В качестве факторов риска ХЛЛ 
у жителей Канзаса и Небраски были выявлены такие производствен­
ные факторы, как работа в сельском хозяйстве, лесоводстве, автомо­
билестроении, телефонной связи, сварочных работах, производстве 
оборудования для металлообработки. Риск был непосредственно 
связан со стажем работы (Zeng Т. et al., 2002). Существует и проти­
воположное мнение: Redaelli A. et al. (2004) не найдено конкретного 
фактора окружающей среды, способствовавшего развитию ХЛЛ.

На ассоциацию ХЛЛ и высокого индекса массы тела сообщили 
Ross JA, Parker Е, Blair СК, Cerhan JR, Folsom AR. (2004). В то же 
время, по данным Femberg Р et al. (2006), курение, увеличение ин­
декса массы тела не являются факторами риска ХЛЛ. Askling J. et al. 
(2005) считают, что применение глюкокортикостероидов не влияет на 
риск возникновения лимфопролиферативных заболеваний.

Одним из факторов риска развития ХЛЛ является ионизирую­
щая радиация (Zablotska LB. et al., 2004; Boice JD Jr. et al., 2006). 
L. Massoudi Barbara et al. (1997) установили связь между работой 
в химической промышленности и смертью, вызванной ХЛЛ среди 
лиц старше 65 лет. Как показали исследования, проведенные в Ис­
пании, Чехии, Франции, Германии и Ирландии, одним из факторов, 
увеличивающих риск возникновения ХЛЛ, является использование 
краски для волос: OR = 1.2, 95% CI 0.9-1.7 (de Sanjose S, Benavente 
Y, Nieters A. et al. 2006). При применении краски более, чем 12 раз в 
год, степень риска еще более возрастала (Benavente Y. et a l., 2005). О 
возможном влиянии сексуальных отношений на риск ХЛЛ сообщают 
Cartwright RA, Gurney КА, Moorman AV. (2002).

59



Исследования последних лет показали связь с наличием аутоим­
мунного заболевания в анамнезе и риском возникновения XJ1J1. О. 
Landgren et al. (2006) проанализировали 7 тысяч наблюдений в Шве­
ции и Дании. Оказалось, что повышенный риск возниковения забо­
левания связан с наличием системных заболеваний соединительной 
ткани и не зависит от витаминВ12 дефицитной анемии. У 18% боль­
ных с аутоиммунными гемолитическими анемиями в последующем 
через 9-76 (в среднем 26,5) месяцев развились лимфопролифератив- 
ные заболевания (S. Sallah, J. Y. Wan and L. R. Hanrahan, 2001).

Установлено также, что из всех гемобластозов именно для XJIJI 
характерен наиболее высокий риск возникновения вторых опухолей, 
частота которых достигает 51,4 %. Это приводит к значительному 
снижению медианы выживаемости (Данилова Н.В. и соавт., 2000). В 
США пятилетняя выживаемость для лиц моложе 65 лет составляет 
83%, а старше 65 лет -  68% (Redaelli A. et al., 2005). Существенное 
влияние на показатели выживаемости оказывает возраст больных: по 
данным турецких ученых, пятилетняя выживаемость больных XJIJI 
моложе 55 лет была выше, чем пациентов более старшего возраста, 
однако десятилетняя выживаемость была практически одинаковой. 
При этом сам ХЛЛ был причиной смерти чаще у молодых (Pamuk 
GE et al., 2002). Медиана выживаемости составила 48 недель. Пяти­
летняя выживаемость, по данным этого автора, достигала 36,5%, а 
десятилетняя -  8%. Показатели выживаемости молодых больных из 
Турции были ниже, чем пациентов с Запада (Pamuk ON et al., 2004). 
Факторами прогноза оказались стадия по Rei и Binet, а также аб­
солютное значение лимфоцитов выше 100х109/л (Khalifa М, et al., 
2002). Наиболее значимыми прогностическим факторами оказались 
стадия по Rei (по сравнению с Binet), пожилой возраст и количес­
тво лимфоцитов (Pamuk ON et al., 2004). Более худшие показатели 
выживаемости были характерны для больных с С038-позитивными 
лимфоцитами (Соссо АЕ et al.,2005).

Изучение эпидемиологических характеристик ХЛЛ в Республике 
Башкортостан проведено в 1971 (Тугузбаева Г.Ф., 1971) и 1995 годах 
(Царева Е.Г., 1999).

Исследования, проведенные в 1995 году, выявили заболеваемость 
хроническим лимфолейкозом на уровне 2,06 на 100 000 тысяч насе­
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ления (Царева Е.Г., 1999). Заболеваемость среди мужчин была выше, 
чем женщин, а городских жителей выше, чем сельских (Никуличева
В.И. и соавт., 1996).

Таким образом, изучение эпидемиологических показателей при 
ХЛЛ проводились в различное время многими учеными. Сведения 
о факторах риска заболевания носят противоречивый характер. Не­
обходимо продолжать подобные исследования, так как знание и про­
гнозирование уровней заболеваемости, распространенности, смерт­
ности позволит оптимизировать медицинскую и социальную помощь 
больным с ХЛЛ.

Заболеваемость, распространенность, выживаемость 
и смертность при хроническом лимфолейкозе 
в Республике Башкортостан за 2001-2005 годы

При изучении заболеваемости ХЛЛ в Республике Башкортостан 
за 2001-2005 годы обнаружена тенденция к росту показателя с 1,98 в 
2001 году до 3,1 в 2005 году. Наибольший показатель заболеваемости 
наблюдался в 2004 году и составил 3,35 на 100 000 человек взрос­
лого населения (зарегистрировано всего 104 новых случая заболева­
ния). Средний показатель заболеваемости ХЛЛ за изучаемые годы в 
Республике Башкортостан составил 2,56±0,29 на 100 000 населения 
(табл. 15).

Таблица 15
Абсолютное число впервые зарегистрированных случаев и показа­
тель заболеваемости хроническим лимфолейкозом по Республике 
Башкортостан на 100 000 взрослого населения за 2001-2005 годы

Годы Абсолютное 
число больных

Заболеваемость Средний 
показатель 

за 5 лет
2001 61 1,98

2,56±0,29
2002 74 2,42
2003 60 1,95
2004 104 3,35
2005 97 3,1
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По данным Царевой Е.Г. (1999), заболеваемость ХЛЛ за 1995- 
1999 годы составила 1,89±0,02. Таким образом, выявлен статистичес­
ки значимый рост показателя за 2001 -  2005 годы по сравнению с 
1995-1999 годами (р<0,05). Для изучения динамики заболеваемости 
ХЛЛ проведен регрессионный анализ (рис. 17).

Correlation: г= ,78187

2001,0 2002,0 2003,0

Годы

2004,0 2005,0
чоч_95% confidence

Рис. 17.
Регрессионный анализ заболеваемости хроническим 

лимфолейкозом в Республике Башкортостан за 2001 -2005 годы

Регрессионный анализ подтвердил рост заболеваемости (коэффи­
циент корреляции г=0,78; р<0,05). Таким образом, можно прогнози­
ровать дальнейший рост заболеваемости ХЛЛ в Республике Башкор­
тостан.

Известно, что лимфопролиферативным заболеваниям подверже­
ны лица пожилого возраста. По данным нашего исследования, за­
болеваемость за 2001-2005 годы колебалась от 0,48 (20-24 года) на
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100 ООО населения этого возраста до 17, 07 (80-84 года). Заболевае­
мость достигла значения 25,87 для возраста 80-84 года в 2005 году. 
Изучение графика заболеваемости по возрастам (рис. 18) показы­
вает, что с увеличением возраста заболеваемость неуклонно растет, 
достигая максимума в возрасте 80-84 года.

Возраст 

Рис. 18.
Заболеваемость хроническим лимфолейкозом 

в Республике Башкортостан за 2001-2005 годы по возрастам

При анализе заболеваемости по половой принадлежности уста­
новлено, что показатель достиг среди мужчин наибольшего уровня 
в 2004г. и составил 3,90 (всего выявлено 55 больных-мужчин). На­
именьший показатель -  2,32 -  зарегистрирован в 2001 г., когда было 
выявлено 32 вновь заболевших мужчин. Среди женщин наиболь­
ший показатель зафиксирован также в 2004г.- 2,9 (49 случаев), а 
наименьший отмечен в 2003г. — 1,61 (27 вновь зарегистрированные 
заболевшие женщины). В целом уровень заболеваемости среди муж­
чин был статистически значимо выше (3,08±0,33), чем среди женщин 
(2,14±0,26; р<0,05) (рис. 19).
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Рис. 19.
Динамика заболеваемости хроническим лимфолейкозом мужчин 

и женщин на 100 000 лиц соответствующего пола 
по Республике Башкортостан за 2001-2005годы

При сравнении заболеваемости городских и сельских жителей 
оказалось, что заболеваемость горожан статистически значимо выше, 
чем сельских жителей (соответственно 2,87±0,36 и 2,05±0,19; р<0,05; 
рис.20).
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Рис.20.

Заболеваемость хроническим лимфолейкозом жителей города 
и села Республики Башкортостан за 2001-2005 годы

64



Наибольшие значения заболеваемости среди горожан зарегист­
рированы в 2004 году (78 вновь заболевших, показатель 3,84), а среди 
селян в 2005 году (31 вновь заболевший, показатель 2,55) (табл. 16).

Таблица 16
Абсолютное число зарегистрированных случаев и показатель 

заболеваемости хроническим лимфолейкозом среди городских 
и сельских жителей республики Башкортостан за 2001-2005 годы

Годы Абсолютное число больных Заболеваемость
Город Село Город Село

2001 45 19 2,18 1,79
2002 57 17 2,86 1,59
2003 40 20 1,99 1,87
2004 78 26 3,84 2,43
2005 66 31 3,46 2,55

Одним из важнейших показателей, используемых в медицинской 
статистике, является показатель распространенности. Распростра­
ненность ХЛЛ в Республике Башкортостан возросла в 2,7 раз -  с 
3,06 в 2001 году до 8,22 в 2005 году (табл.17).

Таблица 17
Распространенность хронического лимфолейкоза 

в Республике Башкортостан за 2001-2005 годы

Годы Распространенность Среднее значение 
распространенности

2001 3,06

5,24±0,94
2002 3,83
2003 4,55
2004 6,55
2005 8,22

Для подтверждения гипотезы о росте распространенности прове­
ден регрессионный анализ (рис.21). Проведенный анализ подтвердил 
статистически значимый рост показателя распространенности ХЛЛ 
в Республике Башкортостан за 2001-2005 годы (коэффициент корре­
ляции г=0,98; р=0,004).
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Рост распространенности связан как с ростом заболеваемости, 
так и увеличением продолжительности жизни этого контингента 
больных: среднее значение распространенности (5,24±0,94) практи­
чески в 1,5 раза (статистически значимо) превышает показатель забо­
леваемости (2,56±0,29; р<0,05).

Correlation: г = ,97703

2001,0 2002,0 2003,0

Годы

2004,0 2005,0
nQv95% confidence

Рис. 21.
Регрессионный анализ распространенности хронического 

лимфолейкоза в Республике Башкортостан за 2001-2005 годы.

Распространенность заболевания среди мужчин больше 
(5,95±1,05), чем среди женщин (4,65±0,86), но различия статистичес­
ки не значимы.

Среди мужчин наибольшее значение распространенности выяв­
лено в 2005 году -  9,22 (всего зарегистрирован 131 больной - мужчи­
на), наименьшее в 2001г. -  3,69 (выявлен 51 заболевший мужчина).
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Среди женщин наибольший показатель составил 7,39 (126 больных- 
женщин) в 2005 году, а наименьший в 2001г. -  2,54 (зарегистрирова­
ны 42 женщины), рис.22.

И муж 
■ жен

Рис.22.
Распространенность хронического лимфолейкоза среди мужчин и 

женщин в Республике Башкортостан

Анализ выживаемости больных хроническим лимфолейкозом

Анализ выживаемости за 2001-2005 годы показал, что медиана 
выживаемости составила 34 мес., однако 25% больных прожива­
ли лишь 6 мес. График суммарной выживаемости представлен на
рис.23.
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Survival Function
о Complete Censored

Mec.

Рис.23.
График выживаемости больных хроническим лимфолейкозом 

за 2001-2005 годы

Учитывая различные уровни заболеваемости мужчин и женщин, 
представляло значительный интерес сравнить их показатели выжи­
ваемости. График выживаемости представлен на рис. 24.

Анализ графика показывает, что в течение первого года жизни 
после установления диагноза выживаемость в зависимости от пола 
пациента практически не отличается. Однако медиана уже значимо 
отличается: 50% мужчин проживает 25 мес., а 50% женщин - 40 мес. 
Таким образом, показатели выживаемости женщин оказались статис­
тически значимо лучше, чем мужчин (р по Cox-Mantel = 0, 037).
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Cumulative Proportion Surviving (Kaplan-Meier)
о Complete Censored

Mec.

Рис. 24.
Сравнительный график выживаемости мужчин и женщин 

с хроническим лимфолейкозом

Смертность от хронического лимфолейкоза взрослого 
населения Республики Башкортостан за 2001 — 2005 годы

Смертность за исследуемый промежуток времени колебалась от
0,89 в 2001 году до 1,60 в 2002 году (табл. 18). Смертность среди муж­
чин была выше, чем среди женщин: среди мужчин наибольшего зна­
чения показатель достиг 2,59 (2002), за 2001-2005 годы -  1,68±0,28; 
а среди женщин - 1,18 (2004), за 2001-2005 годы — 0,96±0,07. Для го­
родских жителей смертность достигла максимума в 2002 году -  1,86, 
для сельских -  1,15 в 2005 году.
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Таблица 18
Абсолютное число умерших больных от хронического 

лимфолейкоза и показатель смертности в Республике Башкортостан
за 2001 -  2005 годы

Годы Хронический лимфолейкоз
Абсолютное число Показатель смертности

2001 27 0,89
2002 49 1,60
2003 34 1,10
2004 45 1,45
2005 43 1,38

В целом, безусловно, необходимо отметить увеличение этого по­
казателя (рис. 25). Среднее значение за 5 лет составляет 1,29±0,128 
на 100 000 населения.

0,2 ----- --------- --------  — т -------- S h[ ; J

О -I— ----- — 1— —1— Т— Ш —— Т— ------— I— ----- L
2001 2002 2003 2004 2005

Годы 

Рис. 25.
Смертность больных хроническим лимфолейкозом 

в Республике Башкортостан за 2001-2005 годы
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Таким образом, изучение заболеваемости хроническим лимфо­
лейкозом и его распространенности в Республике Башкортостан за 
2001-2005 годы показало, что показатели имеют четкую тенденцию к 
росту. Средний показатель заболеваемости ХЛЛ за изучаемые годы в 
Республике Башкортостан составил 2,56±0,29 на 100 000 населения. 
Заболеваемость жителей города статистически значимо выше, чем 
жителей села. ХЛЛ более подвержены лица старше 50 лет, макси­
мум заболеваемости характерен для возраста 80-84 года. Заболева­
емость мужчин статистически значимо превышает показатель жен­
щин. Распространенность заболевания за 2001-2005 годы составляет 
5,24±0,94 на 100 000 взрослого населения. Имеется четкая тенденция 
роста как показателя заболеваемости, так и распространенности. Ме­
диана выживаемости больных ХЛЛ за 2001-2005 годы составляет 34 
мес. Выживаемость мужчин статистически значимо хуже, чем жен­
щин. Смертность при ХЛЛ за 2001-2005 годы составляет 1,3±0,13 на 
100 000 населения. Все вышесказанное необходимо учитывать при 
организации помощи этому контингенту больных.
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Глава 4

4.1. КЛИНИКО-ГЕНЕТИЧЕСКИЕ АССОЦИАЦИИ ГЕНОВ 
ДЕТОКСИКАЦИИ КСЕНОБИОТИКОВ 

ПРИ ХРОНИЧЕСКОМ ЛИМФОЛЕЙКОЗЕ

В последнее время расширяются исследования, связанные с по­
иском и характеристикой полиморфных вариантов ДНК в кодирую­
щих и не кодирующих районах генов, в той или иной степени вовле­
ченных в канцерогенез и оказывающих модифицирующее влияние 
на течение патологического процесса (Е. В. Домрачева и др., 2002; 
Y. Tsujimoto et al., 1985; Абдулкадыров К.М. и др., 2002; Сингер М., 
Берг П.; 1998). В таком качестве могут выступать гены детоксика­
ции, ответственные за метаболизм и инактивацию ксенобиотиков, в 
том числе лекарственных препаратов (Gahrton G. et al., 1982). К ним 
относятся гены, кодирующие белки фазы 1 и 2 детоксикации: (изо­
формы цитохрома р-450 CyplA l, Сур2Е1, глутатион S-трансферазы, 
эпоксидгидролаза, N-ацетилтрансфераза и др.). Изучение ассоциации 
вариантов указанных генов с различными лимфопролиферативными 
заболеваниями позволит выявить комбинации генотипов, ассоцииро­
ванные с развитием той или иной патологии, в частности, хроничес­
кого лимфолейкоза.

К одной из наиболее важных групп генов детоксикации относят 
суперсемейство глутатион S-транфераз (GST). Суперсемейство фер­
ментов GST катализирует конъюгацию экзогенных (ксенобиотиков) 
и эндогенных веществ с помощью глутатиона и играет существен­
ную роль в инактивации, а иногда и в активации многих лекарств 
и чужеродных веществ. Кроме того, GST могут участвовать в кле­
точной дифференцации и опухолевой трансформации [L. Wang, M.J. 
Groves, M.D. Hepburn et al.; 2000].

Локус GSTM1 представлен тремя аллельными вариантами: 
GSTM1*A, GSTM1*B и GSTM1*0. Аллели GSTM1*A и GSTM1*B 
функционально идентичны и отличаются заменой K172N. «Нулевая» 
аллель (GSTM1 *0) обусловлена делецией, которая возникла в результа­
те неравного кроссинговера между двумя гомологичными последова­
тельностями, фланкирующими ген GSTM1 (Zhong S., Wolf C.R., Spurr
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N.K., 1992). При данной мутации синтез соответствующего белкового 
продукта не происходит.

К настоящему времени накоплено достаточное количество сведе­
ний об ассоциации GSTM 1*0/0 генотипа с риском развития ряда забо­
леваний, преимущественно онкологических. Считается, что мутация 
гена GSTM1 может быть фактором риска развития некоторых видов 
злокачественных опухолей вследствие возникающей повышенной чувс­
твительности к химическим канцерогенам (Van Poppel G. et al., 1993). 
J.Seidegard и соавт. (1986) обнаружили связь между нулевым генотипом 
гена GSTM1 и предрасположенностью к раку легкого. S. Zhong и соавт. 
(1992) выявили преобладание гомозиготных носителей делеции гена 
GSTMI среди больных колоректальным раком (Zhong S. et al., 1992). 
Также показано, что при нулевом генотипе GSTM1 риск возникновения 
рака молочной железы повышен в 2,1 раза.

Все сказанное определяет необходимость разработки новых спо­
собов прогнозирования клинических вариантов течения хронического 
лимфолейкоза на самых ранних стадиях заболевания. Наличие у ин­
дивида того или иного полиморфного варианта по генам-кандидатам 
хронического лимфолейкоза, в частности, генам детоксикации ксено­
биотиков и другим генам, можно рассматривать в качестве фактора 
прогнозирования клинических особенностей и предрасположенности 
к хроническому лимфолейкозу.

При изучении полиморфизма гена глутатион S-трансферазы 
M l(GSTMl) получены следующие данные (рис. 26).

Частота гомозигот по делеции гена GSTM1 у больных ХЛЛ со­
ставила 37,9%, в контрольной группе -43,8 %. Статистический 
анализ показал отсутствие достоверных отличий между группами 
(%2=0,53; р>0,05). В исследовании Yuille М, Condic A, Hudson С и 
др. получены данные, согласно которым частота нулевого генотипа 
генов GSTM1 и GSTT1 была достоверно выше у больных с В-ХЛЛ 
по сравнению с контрольной группой (р=0,04). Противоречие полу­
ченных нами результатов может быть связано с этноспецифичностью 
рассматриваемых выборок.
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Рис. 26.
Сравнение частот генотипов полиморфного локуса гена GSTM1 

у больных хроническим лимфолейкозом

Для выявления ассоциации полиморфизма гена GSTM1 с формой 
хронического лимфолейкоза было проведено изучение частоты гомо­
зигот по делеции у больных с прогрессирующей и опухолевой фор­
мами заболевания. Полученные данные представлены в табл. 19.

Таблица 19
Сравнение распределения частот генотипов делеционного 

полиморфного локуса гена больных хроническим 
лимфолейкозом с учетом клинической формы заболевания

Генотипы Прогрессирующая форма 
(п=54)

Опухолевая форма 
(п=49)

абс. % абс. %

GSTM1*0 18 33,33 21 42,86

GSTM1*+ 36 66,67 28 57,14

Х2;р 3,91; 0,04
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Как следует из представленных данных, на долю гомозигот по 
делеции приходилось 33,33% больных с прогрессирующей формой 
заболевания и 42,86% больных с опухолевой формой хронического 
лимфолейкоза. Учитывая статистически значимые различия (р<0,05) 
между этими группами больных, повышение частоты делеции гена 
GSTM1 при опухолевой форме ХЛЛ указывает на прогностическую 
значимость данного показателя в отношении неблагоприятного тече­
ния заболевания.
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4.2. КЛИНИКО-ГЕНЕТИЧЕСКИЕ АССОЦИАЦИИ 
ГЕНОВ ЦИТОКИНОВ 

ПРИ ХРОНИЧЕСКОМ ЛИМФОЛЕЙКОЗЕ

Хотя в настоящее время этиология ХЛЛ до конца не выяснена, 
в ряде исследований показано, что на развитие заболевания значи­
тельное влияние могут оказывать наследственные дефекты лимфа­
тической ткани (Воробьев А.И., 1985, 2002). Так же известно, что 
ХЛЛ сопровождается целым спектром цитогенетических нарушений 
(Azzoni L. et al., 1995).

Хронический лимфолейкоз является моделью преждевремен­
ной клеточной смерти или апоптоза. Было выявлено, что мутация 
тумор супрессивного гена р53 и повышенный уровень экспрессии 
р27 коррелирует с прогрессией заболевания и неблагоприятным про­
гнозом Gadducci М. A. et al., 1995; di Celle P.F. et al., 1994; Partanen 
R., Koskinen H., Hemminki K., 1995; Van Poppel G. et al. , 1992). Ин­
гибиторами апоптоза являются такие цитокины, как фактор некроза 
опухоли (ФИО), интерлейкин (ИЛ) ИЛ-8, ИЛ-2, ИЛ-4, ИЛ-6. Явля­
ясь пара- и аутокринными факторами роста, эти цитокины оказыва­
ют влияние на пролиферацию опухолевых клеток и, следовательно, 
играют существенную роль в патогенезе ХЛЛ (Fluckiger А.С. et al., 
1994; FoaR. et al., 1988; Chouchane L. et al., 1997; di Celle P.F. et al., 
1994; Cordone I. et al., 1998).

Известно, что ФНО ингибирует все типы колониеобразующих 
единиц (КОЕ) в нормальном костном мозге, при этом 50% снижения 
числа колоний наблюдается при применении ФНО в дозе 6x104 ЕД/мл 
(Morse H.R. et al., 1999). Показано, что пролиферация ранних гемо- 
поэтических предшественников в костном мозге ингибируется ФНО 
после его взаимодействия с рецептором ФНО типа II, а ингибиция 
более коммитированных клеток-предшественников осуществляется 
через взаимодействие с рецептором ФНО типа I. Также установлено, 
что ФНО-a через рецептор ФНО-I понижает SCF-индуцированную 
пролиферацию нормальных клеток-предшественников в костном 
мозге. Jacobsen T.W. et al. (1995) выявили, что ФНО увеличивает со­
держание мРНК Р53 и понижает экспрессию рецептора c-kit (тиро- 
зин-киназный тип рецептора) на гемопоэтических клетках-предшес-
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твенниках и на незлокачественных клетках, что обуславливает инги- 
бицию пролиферации этих клеток под влиянием ФНО (Jacobsen T.W. 
et al., 1995).

Однако, в ряде случаев при онкогематогических заболеваниях 
противоопухолевые и антипролиферативные цитокины извращен­
но становятся факторами роста злокачественных клеток. Например: 
ФНО в норме являясь цитотоксическим фактором при ВКЛ становит­
ся индуктором мРНК протоонкогенов: c-myc, c-fos, c-jun и повышает 
жизнеспособность клеток от больных волосатоклеточным лейкозом 
(Яворковский Л.М., 1994) и хроническим В-клеточным лейкозом. 
Показано, что ФНО в дозе от 1 до 100 ЕД/мл одинаковым образом и 
в одинаковой степени ингибируют рост как нормальных, так и мие- 
лолейкозных КОЕ (Offit К. et al., 1994). Было предложено использо­
вать ФНО для очистки костного мозга от лейкозных клеток, так как 
при больших дозах ФНО (103-105 ЕД/мл) происходит существенная 
гибель опухолевых клеток при очистке от них костного мозга (С.А. 
Кетлинский, А.С. Симбирцев, А.А Воробьев, 1999).

У разных авторов имеются различные критерии прогнозирования 
течения хронического лимфолейкоза, однако до сих пор нет критери­
ев, которые бы позволили дать четкий и однозначный прогноз тече­
ния данного заболевания.

Известны критерии прогнозирования ХЛЛ по Rai et al.:
• Удвоение абсолютного числа лимфоцитов в крови менее чем 

за 12 месяцев—неблагоприятный прогноз);
• Диффузная инфильтрация лимфоцитами костного мозга в 

биопсийном материале (неблагоприятный прогноз);
• Сывороточный [3-2 микроглобуллин (повышенный уровень- 

неблагоприятный прогноз);
• Растворимый CD23 в сыворотке (повышенный уровень -  не­

благоприятный прогноз).

Генетические маркеры хронического лимфолейкоза.

ФНО -  аутокринный ростовой фактор для клеток хронического 
В-лейкоза. Имеются данные, указывающие на то, что интенсивность 
синтеза ФНО может быть запрограммирована на генетическом уров­
не (Neilson J.R. et al., 1997; Filella X. et al., 1996; Morse H.R. et al.,
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1999; Howell W.M. et al., 2002; Day C.P. et al., 1998). Гены ФНО-ос и 
ФНО-Р расположены в пределах главного комплекса гистосовмести­
мости III класса на хромосоме 6 в области 6р21.3. Это высокополи­
морфный участок генома. В гене ФНО-a  описано, по меньшей мере, 
8 полиморфных сайтов (Wilson A.G. et al., 1993; Wilson A.G. et al., 
1997; Messer G., SpenglerU., JungM.C., 1999). На линиях В-клеток че­
ловека было показано, что генетический полиморфизм, локализован­
ный в положении -308 промоторного участка гена ФНО-a, характе­
ризующийся заменой гуанина на аденин (-308G-»A), ассоциирован с 
повышенной экспрессией гена in vitro: присутствие аллеля G опреде­
ляет часто встречающийся вариант ФНО-а*1, а присутствие аллеля 
А -  более редкий вариант ФНО-а*2 (Allen R.D. , 1999; Wilson A.G. 
et a l . , 1997; Kroeger K.M. et al., 2000; Louis E. et al., 1998; Day C.P. et 
al., 1998). Показано, что редкий аллель ФНО-а*2 ассоциирован с по­
вышенной продукцией ФНО-a  (Jacob С.О. et al., 1990; Abraham L.J., 
French M.A.H., Dawkins R.L., 1993). Наличие последовательности 
длиной в 10 пн, гомологичной консенсусу связывающего сайта бел- 
ка-активатора-2 (АР-2), характеризует ФНО-а*1 аллель. АР-2 белок 
репрессирует активность промотора ФНО-a, из чего, в свою очередь, 
следует, что -308G—>А полиморфизм может влиять на экспрессию 
гена ФНО-a  (Stuber F., et al., 1995/96).

Носители определенных аллелей генов ФНО-a  и ФНО-Р часто 
страдают некоторыми хроническими воспалительными заболевани­
ями, что, возможно, обусловлено наследственными особенностями 
продукции цитокинов (Louis Е., et al., 1998).

В работах ряда авторов отмечено повышение концентрации 
ФНО-a  в сыворотке крови больных, страдающих онкологическими 
заболеваниями (Howell W.M., et al. , 2002; Partanen R., Koskinen H., 
Hemminki K., 1995; Gadducci M. A., et al, 1995). В некоторых случаях 
зарегистрирована ассоциация повышенного уровня ФНО с более тя­
желым течением лимфомы (Salles G., Bienvenu J., Bastion Y., 1996). 
В экспериментальных исследованиях L.Trentin и соавт. (1993) пока­
зано, что ФНО могут стимулировать рост злокачественных В-клеток 
при хронических лимфопролиферативных заболеваниях. Однако, в 
литературе имеются и альтернативные данные, согласно которым при
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ряде опухолей наблюдается повышение в сыворотке крови концент­
рации ФНО-а и ФНО-Р, но не обнаружено ассоциации с описанным 
полиморфизмом (Salles G., Bienvenu J., Bastion Y., 1996; Warzocha K., 
et al., 1997).

Полиморфизм первого интрона гена ФНО-р (лимфотоксин а) 
обусловлен заменой аденина на гуанин в 252 положении нуклеоти­
да (+252А—»G). Наличие аллеля А соответствует наиболее частому 
варианту полиморфизма, аллелю 1/2, тогда как мутантный аллель G 
обозначается как аллель 2. В работах G. Messer и соавт. (1991) была 
выявлена ассоциация мутантного аллеля 2 с повышением уровня экс­
прессии лимфотоксина и ФНО (Messer G., Spengler U., Jung M.C., 
1991).

Важно отметить, что согласно литературным данным, полиморф­
ные аллели локусов -308G-»A гена ФНО-а и +252А—>G гена ФНО-Р 
обычно находятся в тесном сцеплении (Stanulla М., Schrauder A., Welte 
К., Schrappe М., 2001). Более того, имеются сведения об ассоциации 
определенных комбинаций полиморфных вариантов генов ФНО-а и 
ФНО-Р с гемобластозами, в частности, с неходжекинской лимфомой 
(Cordingley F.T. et al., 1988; Chouchane L.,. Ben Ahmed S, Baccouche
S., Remadi S., 1997) и хроническим лимфолейкозом (Demeter J. et al., 
1997).

Изучению полиморфизма генов IL-6 и ФНО посвящены иссле­
дования C.Y. Zheng и соавт. (2000), Salles G., Bienvenu J., Bastion Y., 
1996). Есть сообщение о выявленной ассоциации тяжести течения 
неходжекинской лимфомы с комбинацией функциональных поли­
морфизмов -308G—>А для ФНО-а и +252А—>G для ФНО-Р (Warzocha 
К. et al., 1998). Были обнаружены ассоциации ФНО-а и ФНО-р с 
рядом других нозологий (Wilson A.G. et al., Hamann A. et al., 1995).

Таким образом, полиморфные генетические варианты генов IL-6, 
ФНО-а и ФНО-Р находятся в ассоциации со степенью экспрессии 
данных генов и, следовательно, теоретически могли бы быть гене­
тическими маркерами прогнозирования течения, а также определять 
сроки манифестации, тяжесть клинического течения и исход хрони­
ческого лимфолейкоза.
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4.1. Полиморфизм локуса -174G —>С промоторной области гена
интерлейкина-6.

Результаты изучения полиморфизма -174G —>С промоторной об­
ласти гена интерлейкина-6 (IL-6) представлены на рис. 27. Показа­
но, что частота генотипа СС в общей группе больных хроническим 
лимфолейкозом составила 13,13% и на долю аллеля С приходилось 
39,01%. В контрольной группе аналогичные показатели состави­
ли для генотипа СС -11,88% и для аллеля С -41,83%. Генотип GG 
у больных ХЛЛ встречался с частотой 44,44% против 36,63% в кон­
троле. Гетерозиготный по мутации генотип GC выявлен с частотой 
42,42% у больных ХЛЛ и 51,48% в контроле. Различия между боль­
ными хроническим лимфолейкозом и контролем по распределению 
частот генотипов (%2 =1,69) и аллелей (%2 =0,14) не достигали уровня 
статистической значимости (р>0,05).

то
60.39

; [3 ко н тр о л ь  Ш бо л ь ны е  ХЛ Л

Рис. 27.
Распределение частот генотипов и аллелей полиморфного 

локуса -174G —>С промоторной области гена IL-6 у больных 
хроническим лимфолейкозом
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Полученные результаты согласуются с литературными данны­
ми по изучению полиморфизма генов цитокинов у больных ХЛЛ 
(Hulkonen J, Vilpo J, Vilpo L et al., 2000). Авторы этого исследования 
провели изучение характера распределения частот генотипов и алле­
лей полиморфных локусов генов IL-6 у 36 больных ХЛЛ и 400 конт­
рольных индивидов, согласно которым полученные различия между 
группами больных ХЛЛ и контролем не достигали уровня статисти­
ческой значимости.

Результаты распределения генотипов и аллелей локуса -1 74G—> 
С промоторной области гена IL-6 у больных хроническим лимфо­
лейкозом в зависимости от клинических форм заболевания отраже­
ны в табл. 20. Как видно, на долю генотипа СС приходилось 11,78% 
при прогрессирующей форме ХЛЛ и 14,58 % при опухолевой форме 
заболевания. Частота генотипа GG составила 47,06 и 41,67 %, соот­
ветственно, на долю гетерозигот GC приходилось 41,18% при про­
грессирующей форме и 43,75% - при опухолевой форме. Частоты 
аллелей G и С также оказались сходными у больных хроническим 
лимфолейкозом с прогрессирующей и опухолевой формами.

Таблица 20
Распределение частот генотипов и аллелей полиморфного локуса 

-174G—*С промоторной области гена IL-6 у больных ХЛЛ с учетом
формы заболевания__________________

Обсле­
дуемые
группы

N

Частота генотипов Частота аллелей

G/G G/C С/С G С

абс. % абс. % абс. % абс. % абс. %

Прогрес­
сирующая

форма
54 24 47,06 21 41,18 6 11,78 45 62,50 27 37,50

Опухо­
левая
форма

50 20 41,67 21 43,75 7 14,58 41 59,42 28 40,58

х2 ; р 0,35; 0,89 0,04; 0,84
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Таким образом, сравнительный анализ распределения частот ге­
нотипов и аллелей полиморфного локуса-174G —>С гена IL-6 у боль­
ных хроническим лимфолейкозом в зависимости от формы заболева­
ния значительных различий не выявил (р>0,05).

Полиморфизм локуса -308G—>А промоторной области гена 
фактора некроза опухолей а  (ФНО- а).

Результаты молекулярно-генетического изучения полиморфизма 
-308G —>А в промоторной области гена ФНО-a продемонстрированы 
на рис.28.

: ко н тр о л ь  В  больны е ХЛЛ

Рис. 28.
Распределение частот генотипов и аллелей полиморфного локуса 

-308G —»А ФНО-a у больных хроническим лимфолейкозом

Согласно полученным результатам, в группе больных хроничес­
ким лимфолейкозом частота генотипа TNF*22, гомозиготного по му­
тантным аллелям и определяющего повышенный уровень экспрес­
сии гена ФНО-a, составила 2,88%, частота аллеля TNF*2 -  22,31%, 
что не имеет значимых отличий по сравнению с контрольной груп­
пой, где на долю генотипа TNF*22 и аллеля TNF*2 приходится 2,13 
и 19,29%, соответственно (у2 =0,83; р=0,36). Полученные результаты
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согласуются с аналогичными литературными данными, представлен­
ные в работах Mainou-Fowler Т, Dickinson AM, Taylor PR et al. (2000) 
и Wihlborg C, Sjoberg J, Intaglietta M et al. (1999). Авторами этих 
исследований был изучен полиморфизм гена TNF-a у больных с В- 
XJIJ1 и болезнью Ходжкина. Результаты этих работ показали отсутс­
твие значимых различий между группами больных и контролем по 
распределению частот аллелей.

Данные сравнительного анализа особенностей распределения 
частот генотипов и аллелей полиморфного локуса -380G—»А гена 
ФНО-a у больных ХЛЛ с учетом формы заболевания приведены в 
таблице 21. В результате изучения характера распределения частот 
генотипов у больных ХЛЛ в зависимости от формы заболевания 
выявлено увеличение частоты встречаемости мутантного генотипа 
TNF*22 у больных с опухолевой формой ХЛЛ до 4,0% по сравне­
нию с прогрессирующей формой ХЛЛ, где на долю генотипа TNF*22 
приходилось 1,9%. Несмотря на то, что применение критерия у! не 
выявило значимых различий по частотам генотипов между больными 
ХЛЛ и контрольной группой (%2=0,45; р=0,86), повышение частоты 
мутантного генотипа у больных с опухолевой формой свидетельству­
ет о возможной прогностической значимости данного генетического 
маркера.

Таблица 21
Распределение частот генотипов и аллелей полиморфного локуса 
-308G—*А ФНО- а  у больных ХЛЛ с учетом клинической формы

заболевания

Об сле­
дуемые 
группы

N Частота генотипов Частота аллелей

TNF*11 TNF*12 TNF*22 TNF*1 TNF*2

абс. % абс. % абс. % абс. % абс. %
Прогрес­

сирующая
форма

54 39 72,2 14 25,9 1 1,9 53 77,9 15 22,1

Опухолевая
форма

50 36 72,0 12 24 2 4,0 48 77,4 14 22,6

х*;р 0,45; 0,86 0,001; 1,0
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Полученные результаты позволяют предположить, что генотипи- 
рование полиморфизма локуса -  308G—>А ФНО-a на ранних стадиях 
заболевания у больных ХЛЛ помогло бы выделить группу лиц, гене­
тически предрасположенную к опухолевой форме заболевания.

Полиморфизм локуса +252А—+G гена фактора 
некроза опухолей Р (Ф Н О - р)

Результаты молекулярно-генетического анализа полиморфизма 
+252А—>G ГЕНА ФНО (5 у больных ХЛЛ по сравнению с контроль­
ной группой представлены на рис.29.

Как видно из полученных данных, только один генотип, а именно 
LT*22, характеризующийся наличием мутации гена ФНО-Р в гомо­
зиготном состоянии, у больных ХЛЛ встречался более чем в 2 раза 
чаще по сравнению с контролем (9,00% и 3,55%, соотвегственно). 
Соответственно, применение критерия %2 показало наличие достовер­
ных различий между группами (х:=3,82; р=0,05). Для генотипа LT*22 
был рассчитан показатель OR, который для больных хроническим 
лимфолейкозом составил 2,68, что указывает на значимое повыше­
ние вероятности развития хронического лимфолейкоза у индивидов 
с данным генотипом.

Рис. 29.
Распределение частот генотипов и аллелей полиморфного локуса 
+252А—>G гена ФНО — Р у больных хроническим лимфолейкозом
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Сравнительный анализ, характера распределения частот геноти­
пов гена ФНО -  Р у больных ХЛЛ с учетом формы заболевания не 
выявил выраженных различий между больными с прогрессирующей 
и опухолевой формой, о чем свидетельствуют данные, приведенные 
в табл. 22. Так, на долю мутантных генотипов, гомозиготных по алле- 
лю LT*22, приходится 9,6% у больных с прогрессирующей формой 
и 8,3% у больных с опухолевой формой хронического лимфолейкоза 
(Х2=0,001; р>0,05). Близкие по значению частоты выявлены для гено­
типов LT* 11 и LT*12 при прогрессирующей и опухолевой формах за­
болевания. Статистический анализ показал отсутствие значительных 
различий по распределению частот генотипов (х2 =0,009; р>0,05).

Таблица 22
Распределение частот генотипов 

полиморфного локуса +252А—>G гена ФНО -  Р у больных ХЛЛ 
с учетом клинической формы заболевания

Обсле­
дуемые
группы

N

Частота генотипов Частота аллелей

1X 41 LT*12 LT*22 LT* 1 LT*2

абс. % абс % абс. % абс % абс. %

Прогрес­
сирующая

форма
52 28 53,84 19 36,54 5 9,62 47 66,19 24 33,80

Опухолевая
форма

48 27 56,25 17 35,42 4 8,33 44 67,69 21 32,31

х2; р 0,08; 1,00 0,001; 0,99

Анализ комбинаций генотипов по локусам ФНО-а и ФНО-Р 
у больных хроническим лимфолейкозом.

Принимая во внимание, что гены ФНО-а и ФНО-Р расположены 
на одной хромосоме в непосредственной близости (6р21.3), целесо­
образным представлялось изучить особенности комбинаций геноти­
пов по изученным локусам и характер сцепления между ними. Дан­
ные по распределению комбинаций генотипов приведены в табл. 23.

85



Из представленных в таблице данных видно, что из 9 возможных 
комбинаций генотипов в контроле встречались все 9 вариантов, у 
больных хроническим лимфолейкозом - 7 вариантов, (комбинации ге­
нотипов TNF*22/LT* 11 и TNF*22/LT* 12 у больных не встречались). 
Вариант TNF*11/LT*22, для которого характерно наличие мутации 
по гену ФНО-Р в гомозиготном состоянии и нормальных аллелей по 
гену ФНО-a, чаще встречается у больных (3,85%), чем у здоровых 
(1,89%). Существенные различия между больными и контролем ус­
тановлены по комбинации TNF*22/LT*22, характеризующейся нали­
чием мутаций в генах ФНО-a и

Таблица 23
Комбинации генотипов по локусам ФНО-a и ФНО-Р у больных

хроническим лимфолейкозом

Комбинации
генотипов
-308/+252

Частота комбинаций генотипов OR*
больнь

(п=1
е ХЛЛ 
04)

контрольная 
группа(п=158) Б-К К-Б

абс. % абс. %
TNF*11/LT*11

49 47,12 71 44,94 1,09 0,92
TNF*11/LT*12

19 18,27 29 18,35 0,99 1,01
TNF*11/LT*22 4 3,85 3 1,89 2,07 0,48
TNF*22/LT*11

- - 2 1,27 0,30 3,34
TNF*22/LT*12

- - 1 0,63 0,50 1,99
TOF*22/LT*22

3 2,88 1 0,63 4,66 0,21
TNF*12/LT*11

6 5,77 15 9,49 0,56 1,71

TNF*12/LT*12 17 16,35 34 21,52 0,71 1,40
TNF*12/LT*22 2 1,92 2 1,27 1,53 0,65

ФНО-Р в гомозиготном состоянии. Данный вариант выявлен у 
2,88% больных ХЛЛ и только у 0,63% индивидов контрольной груп­
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пы. Данная комбинация у больных ХЛЛ встречалась в 4,8 раз чаще 
по сравнению со здоровыми индивидами (OR=4,66).

Исходя из полученных данных, можно сделать заключение о воз­
можности использования в качестве маркеров повышенного риска 
развития ХЛЛ двух комбинаций генотипов: с нормальным аллельным 
вариантом по локусу -308ФНС)-а в сочетании с мутацией по локусу 
+252 ФНО-Р в гомозиготном состоянии (вариант TNF* 11/LT*22) и 
комбинацией мутантных генотипов в гомозиготном состоянии по ло­
кусам -308ФНС)-а и +252 ФНО-Р (вариант TNF*22/LT*22).

Необходимо отметить, что сочетания генотипов TNF*22/LT*11 
и TNF*22/LT*12 встречались только в контроле с частотой 1,27 и
0,63%, соответственно. Между тем, у больных хроническим лимфо­
лейкозом указанные варианты выявлены не были. Показатель OR для 
комбинации генотипов TNF*22/LT* 11 и TNF*22/LT* 12 составил 0,30 
и 0,50, соответственно, что свидетельствует о протективном значе­
нии этих вариантов.

На следующем этапе нами был проведен анализ комбинаций ге­
нотипов по локусам -308ФНО-а и +252 ФНО-Р у больных хрони­
ческим лимфолейкозом в зависимости от клинической формы забо­
левания. Результаты анализа представлены в табл. 24. У больных с 
прогрессирующей формой заболевания и у больных с опухолевой 
формой выявлено по 7 комбинаций генотипов. Заслуживает внима­
ния наблюдаемое повышение у больных с прогрессирующей фор­
мой комбинации генотипов TNF*11/LT*22 до 5,8% против 2,1% при 
опухолевой форме ХЛЛ. Показатель OR для этого варианта составил 
2,88, указывая на повышенную предрасположенность к прогресси­
рующему течению заболевания при наличии данной комбинации. 
Аналогичное заключение можно сделать и для комбинации геноти­
пов TNF* 12/LT* 12, на долю которого приходится 21,2% при прогрес­
сирующей форме и только 12,5% - при опухолевой форме ХЛЛ. Для 
данного варианта показатель OR составил 1,88, свидетельствуя о по­
вышенной вероятности развития прогрессирующей формы ХЛЛ у 
лиц с данным генотипом.
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Таблица 24
Комбинации генотипов по локусам ФНО-а и ФНО-р у больных 

хроническим лимфолейкозом с учетом клинической формы 
заболевания

Комбинации
генотипов
—308/+252

Частота комбинаций генотипов OR*

прогрес­
сирующая 

форма (п=52)

опухолевая 
форма (п=48) П-О О-П

абс. % абс. %

TNF*11/LT*11 26 50,0 23 47,92 1,09 0,92

TNF*11/LT*12 8 15,38 11 22,92 0,61 1,63

TNF*11/LT*22 3 5,77 1 2,08 2,88 0,34

TNF*22/LT*22 1 1,92 2 4,17 0,45 2,22

TNF* 12/LT* 11 2 3,85 4 8,33 0,44 2,27

TNF* 12/LT* 12 11 21,15 6 12,5 1,88 0,53

TNF*12/LT*22 1 1,92 1 2,08 0,92 1,08

В качестве прогностически неблагоприятных комбинаций ге­
нотипов по локусам ФНО-а и ФНО-Р следует отметить варианты 
TNF*22/LT*22 и TNF* 12/LT* 11, частота которых при опухолевой 
форме хронического лимфолейкоза оказалась почти в 2 раза выше, 
чем при прогрессирующей форме заболевания. Показатели OR в 
отношении опухолевой формы ХЛЛ составили 2,22 для сочетания 
TNF*22/LT*22 и 2,27 для комбинации генотипов TNF*12/LT*11. По­
лученные результаты позволяют использовать данные комбинации 
генотипов по локусам ФНО-а и Р в качестве возможных генетичес­
ких маркеров предрасположенности к опухолевой форме ХЛЛ.
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