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Ìåëàíîìà — âûñîêîàãðåññèâíîå çàáîëåâàíèå, âûçûâàåìîå òðàíñôîðìèðîâàííûìè ìåëàíîöèòàìè.
Ýôôåêòèâíîñòü öèòîòîêñè÷åñêîé õèìèîòåðàïèè ìåëàíîìû íå ïðåâûøàåò 20 %. Îäèí èç ïóòåé ðàöèîíà-
ëèçàöèè õèìèîòåðàïèè — ïîèñê ìàðêåðîâ, ïîçâîëÿþùèõ ïðîãíîçèðîâàòü èíäèâèäóàëüíóþ ÷óâñòâèòåëü-
íîñòü áîëüíûõ ê õèìèîòåðàïèè. Â ðàáîòå îöåíèâàëè 6 êëåòî÷íûõ ïîêàçàòåëåé ëèìôîöèòîâ êðîâè áîëü-
íûõ ìåëàíîìîé (ýôôåêòèâíîñòü ìåõàíèçìîâ ðåïàðàöèè BER è MMR, ýêñïðåññèþ áåëêîâ MLH1, MSH2 è
ðåöåïòîðà FasR, à òàêæå ãèáåëü ëèìôîöèòîâ) êàê ïðîãíîñòè÷åñêèõ ìàðêåðîâ õèìèîòåðàïèè ìåëàíîìû.
Ïîêàçàíî, ÷òî õèìèîòåðàïèÿ èíäóöèðîâàëà ÀÏ-ñàéòû è îäíîíèòåâûå ðàçðûâû ÄÍÊ â ëèìôîöèòàõ, ðåïà-
ðàöèÿ êîòîðûõ êîððåëèðîâàëà ñ ýôôåêòèâíîñòüþ BER. Îäíàêî îäíîíèòåâûå ðàçðûâû ÄÍÊ ïîñëå õèìèî-
òåðàïèè ïîëíîñòüþ ðåïàðèðîâàëèñü è íå êîððåëèðîâàëè ñ êëèíè÷åñêèì îòâåòîì áîëüíûõ, ÷òî ãîâîðèò î
íåçíà÷èòåëüíîì âêëàäå ýòèõ ïîâðåæäåíèé â öèòîòîêñè÷åñêèé ýôôåêò õèìèîòåðàïèè. Äâóõíèòåâûå ðàç-
ðûâû ÄÍÊ íàáëþäàëèñü ïîçæå àääóêòîâ ìåòèëèðîâàíèÿ è ïðîäóöèðîâàëèñü ôóíêöèîíèðóþùåé ñèñòå-
ìîé MMR, ÷òî ïîäòâåðæäàåòñÿ ëèíåéíîé êîððåëÿöèåé ýòèõ ïîêàçàòåëåé ó ðàçíûõ áîëüíûõ. Êîëè÷åñòâî
äâóõíèòåâûõ ðàçðûâîâ ïðÿìî êîððåëèðîâàëî ñ ýôôåêòèâíîñòüþ õèìèîòåðàïèè. Îäíàêî óðîâåíü ýêñïðåñ-
ñèè áåëêîâ MMR MLH1 è MSH2 íå êîððåëèðîâàë ñ êëèíè÷åñêèì îòâåòîì áîëüíûõ íà õèìèîòåðàïèþ.
Ïîçèòèâíàÿ êîððåëÿöèÿ íàáëþäàåòñÿ ìåæäó ãèáåëüþ ëèìôîöèòîâ ïîñëå õèìèîòåðàïèè è êëèíè÷åñêèì
îòâåòîì áîëüíûõ, ÷òî óêàçûâàåò íà âîçìîæíûé âêëàä ìåõàíèçìà NER (ýêñöèçèè íóêëåîòèäîâ) â ôîðìè-
ðîâàíèå äâóõíèòåâûõ ðàçðûâîâ è â öèòîòîêñè÷åñêèé ýôôåêò õèìèîòåðàïèè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ìåëàíîìà, ëèìôîöèòû, õèìèîòåðàïèÿ, êëåòî÷íûå ìàðêåðû, ðàçðûâû ÄÍÊ, ðå-
ïàðàöèÿ ÄÍÊ.

Ìåëàíîìà — âûñîêîàãðåññèâíîå íåîïëàñòè÷åñêîå çàáî-
ëåâàíèå, â îñíîâå êîòîðîãî ëåæàò òðàíñôîðìèðîâàííûå ìå-
ëàíîöèòû. Íà ðàííèõ ñòàäèÿõ ðàçâèòèÿ ìåëàíîìà ïîääàåòñÿ
õèðóðãè÷åñêîìó ëå÷åíèþ. Íà áîëåå ïîçäíèõ ñòàäèÿõ ïðèìå-
íÿåòñÿ öèòîòîêñè÷åñêàÿ õèìèîòåðàïèÿ (http://www.cancer.
gov/cancertopics/pdq/treatment/melanoma/). Ìîíîôóíêöèî-
íàëüíûå àëêèëèðóþùèå àãåíòû (äàêàðáàçèí è òåìîçîëî-
ìèä) è íèòðîçîìî÷åâèíû (êàðìóñòèí è ëîìóñòèí) âõîäÿò
â ñîñòàâ ñòàíäàðòíîãî ïðîòîêîëà ëå÷åíèÿ (Middleton et al.,
2000; Gogas et al., 2007). Â îñíîâå èõ öèòîòîêñè÷åñêîãî
ýôôåêòà ëåæèò ôîðìèðîâàíèå áåçðàçðûâíûõ äåôåêòîâ
ÄÍÊ àëêèëèðîâàííûõ (ìåòèëèðîâàííûõ) îñíîâàíèé. Áî-
ëåå 80 % îáðàçîâàâøèõñÿ àääóêòîâ ñîñòàâëÿþò ìåòèëèðî-
âàííûå ïî N7 ãóàíèí (N7meG) è ïî N3 àäåíèí (N3meA)
(Beranek, 1990). N7meG è N3meA öèòîòîêñè÷íû, òàê êàê
áëîêèðóþò ðåïëèêàöèþ. Ïîýòîìó â êëåòêå ýâîëþöèîííî
âîçíèê äîðåïëèêàòèâíûé ìåõàíèçì èõ óäàëåíèÿ èç ãåíî-
ìà — ýêñöèçèîííàÿ ðåïàðàöèÿ îñíîâàíèé (base excision
repair, BER) (Hegde et al., 2008). Ìåõàíèçì âêëþ÷àåò â
ñåáÿ N-ãëèêîçèëàçó, óäàëÿþùóþ ìîäèôèöèðîâàííîå
îñíîâàíèå. Îñòàâøèéñÿ ÀÏ-ñàéò (àïóðèíîâûé/àïèðèìè-
äèíîâûé ñàéò) ðàñïîçíàåòñÿ ÀÏ-ýíäîíóêëåàçîé (APE1),

èíèöèèðóþùåé ïðîöåññ óäàëåíèÿ ÀÏ-ñàéòà âìåñòå ñ ïðè-
ëåãàþùèìè ê íåìó 1—6 íóêëåîòèäàìè. Îáðàçîâàâøàÿñÿ
áðåøü çàïîëíÿåòñÿ ÄÍÊ-ïîëèìåðàçîé áåòà, èñïîëüçóþ-
ùåé èíòàêòíóþ öåïü ÄÍÊ â êà÷åñòâå ìàòðèöû. ÄÍÊ-ëèãà-
çà çàâåðøàåò ïðîöåññ âîññòàíîâëåíèÿ öåëîñòíîñòè ÄÍÊ.
Òàêèì îáðàçîì, ìåõàíèçì BER ïðîòèâîñòîèò öèòîòîêñè-
÷åñêîìó ýôôåêòó 80 % ÄÍÊ-àääóêòîâ õèìèîòåðàïèè. Ðå-
ïàðàòèâíûé ïðîöåññèíã âîçíèêøèõ àääóêòîâ îñíîâàíèé
ïðîòåêàåò ÷åðåç ôîðìèðîâàíèå âðåìåííûõ îäíîíèòåâûõ
ðàçðûâîâ ÄÍÊ, êîòîðûå â äàííîì ñëó÷àå ìîãóò áûòü ìàð-
êåðàìè äîðåïëèêàòèâíîãî ìåõàíèçìà BER.

Âòîðûì ïî ÷èñëåííîñòè àääóêòîì õèìèîòåðàïèè ÿâ-
ëÿåòñÿ ìåòèëèðîâàííûé ïî Î6 ãóàíèí (O6meG), ñîñòàâëÿ-
þùèé 7—15 % îò âñåõ ìîäèôèöèðîâàííûõ â õîäå õèìèî-
òåðàïèè îñíîâàíèé (Beranek, 1990; Jenkins et al., 2005).
Äâå îñîáåííîñòè îïðåäåëÿþò åãî âêëàä â öèòîòîêñè÷å-
ñêèé ýôôåêò õèìèîòåðàïèè. Ïåðâàÿ çàêëþ÷àåòñÿ â îòñóò-
ñòâèè â êëåòêå ðàñïîçíàþùåé åãî ãëèêîçèëàçû. Ïîýòîìó
Î6meG íå ïîäâåðãàåòñÿ äîðåïëèêàòèâíîìó ìåõàíèçìó
BER. Âìåñòå ñ òåì O6meG ïîäâåðæåí ðåàêöèè ïðÿìîãî
äåìåòèëèðîâàíèÿ ïðè ó÷àñòèè ìåòèëãóàíèíòðàíñôåðàçû
(MGMT) (Hansen et al., 2007), ÷òî ñíèæàåò ýôôåêòèâíîñòü
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õèìèîòåðàïèè. Àêòèâíîñòü MGMT â êëåòêàõ ìîæåò áûòü
ïîäàâëåíà âêëþ÷åíèåì â ïðîòîêîë èíãèáèòîðîâ (Fried-
man et al., 2002; Kreklau et al., 2003; Watson et al., 2009)
ëèáî â õîäå äëèòåëüíîé õèìèîòåðàïèè ìåòèëèðóþùèìè
àãåíòàìè â âûñîêîé êîíöåíòðàöèè (Toft et al., 2000). Âòî-
ðàÿ îñîáåííîñòü Î6meG ñîñòîèò â åãî ñõîäñòâå ñ àäåíè-
íîì, âñëåäñòâèå ÷åãî îí íå ïðåïÿòñòâóåò ðåïëèêàöèè, íî
ïðîâîöèðóåò îøèáî÷íóþ âñòàâêó ïîëèìåðàçîé òèìèíà â
êà÷åñòâå êîìïëåìåíòàðíîãî îñíîâàíèÿ â äî÷åðíþþ öåïü.
Òåì íå ìåíåå ïàðû O6meG—T è O6meG—Ñ íåêîððåêòíû
è ÿâëÿþòñÿ ñóáñòðàòîì äëÿ ïîñòðåïëèêàòèâíîãî ìåõàíèç-
ìà êîððåêöèîííîé ðåïàðàöèè (mismatch repair, MMR).
MMR-ïðîöåññèíã ýòèõ ïàð íà÷èíàåòñÿ ñ óçíàâàíèÿ áåëêî-
âûìè êîìïëåêñàìè ñ ó÷àñòèåì MSH2 è MLH1 èñêàæåíèÿ
êîíôîðìàöèè ñïèðàëè â îáëàñòè íåêîððåêòíîé ïàðû, à çà-
âåðøàåòñÿ ôîðìèðîâàíèåì äâóõíèòåâîãî ðàçðûâà ÄÍÊ,
êîòîðûé çàïóñêàåò àïîïòîç â êëåòêå, ñîäåðæàùåé O6meG
(Òðîíîâ è äð., 2002). Ïåðâîíà÷àëüíî ïîñòóëèðîâàííûé,
ýòîò ìåõàíèçì öèòîòîêñè÷íîñòè ìåòèëèðóþùèõ àãåíòîâ â
ïîñëåäíåå âðåìÿ ïðîäåìîíñòðèðîâàí íà êóëüòèâèðóåìûõ
êëåòêàõ è ñòèìóëèðîâàííûõ ëèìôîöèòàõ ÷åëîâåêà (Ochs,
Kaina, 2000; Roos et al., 2004; Òðîíîâ è äð., 2006). Â ýòèõ
èññëåäîâàíèÿõ áûëî ïîêàçàíî, ÷òî âòîðè÷íûå äâóõíèòåâûå
ðàçðûâû ÄÍÊ, âîçíèêàþùèå â êëåòêàõ ñïóñòÿ 1—2 öèêëà
ðåïëèêàöèè ïîñëå îáðàáîòêè ìåòèëèðóþùèìè àãåíòàìè,
ìîãóò áûòü ïîêàçàòåëÿìè àêòèâíîñòè MMR â íèõ (Tðîíîâ
è äð., 2008). Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî óñëî-
âèÿìè, áëàãîïðèÿòñòâóþùèìè ìàêñèìàëüíîé ýôôåêòèâ-
íîñòè õèìèîòåðàïèè, áûëè áû ïîäàâëåíèå àêòèâíîñòè
BER è àêòèâíàÿ MMR â îïóõîëåâûõ êëåòêàõ.

Öåëü íàøåé ðàáîòû ñîñòîÿëà â ýêñïåðèìåíòàëüíîé
ïðîâåðêå ýòîãî óòâåðæäåíèÿ ïóòåì ñîïîñòàâëåíèÿ êëåòî÷-
íûõ ïîêàçàòåëåé àêòèâíîñòè BER, MMR, óðîâíÿ ýêñïðåñ-
ñèè áåëêîâ MLH1, MSH2, FasR è äîëè ïîãèáøèõ êëåòîê ñ
êëèíè÷åñêèì îòâåòîì áîëüíûõ íà ñòàíäàðòíóþ öèòîòîê-
ñè÷åñêóþ õèìèîòåðàïèþ, âêëþ÷àþùóþ â ñåáÿ ëîìóñòèí,
äàêàðáàçèí, öèñïëàòèí è èíòåðôåðîí ãàììà. Âñå êëåòî÷-
íûå ïîêàçàòåëè èçìåðÿëè â ëèìôîöèòàõ êðîâè ïàöèåíòîâ
äî è ïîñëå 1 öèêëà õèìèîòåðàïèè è îöåíèâàëè êàê ïðî-
ãíîñòè÷åñêèå ïîêàçàòåëè õèìèîòåðàïèè áîëüíûõ äèññå-
ìèíèðîâàííîé ìåëàíîìîé.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Õ à ð à ê ò å ð è ñ ò è ê à á î ë ü í û õ è ï ð î ö å ä ó ð à õ è-
ì è î ò å ð à ï è è. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ëèìôîöèòû áîëü-
íûõ äèññåìèíèðîâàííîé ìåëàíîìîé êîæè, ïðîõîäèâøèõ
êóðñ ëå÷åíèÿ â îòäåëåíèè õèìèîòåðàïèè è êîìáèíèðîâàí-
íûõ ìåòîäîâ ëå÷åíèÿ çëîêà÷åñòâåííûõ îïóõîëåé ÍÈÈ
êëèíè÷åñêîé îíêîëîãèè ÃÓ ÐÎÍÖ èì. Í. Í. Áëîõèíà
ÐÀÌÍ. Ïðîòîêîë ëå÷åíèÿ (LDCI, lomustine, dacarbazine,
cisplatin, ingaron) âêëþ÷àë â ñåáÿ åæåñóòî÷íîå ââåäåíèå
èíãàðîíà (5�105 ÌÅ â òå÷åíèå 5 cóò), ëîìóñòèíà (80 ìã/ì2

ïåðîðàëüíî â 1-å ñóò), äàêàðáàçèíà (250 ìã/ì2 âíóò-
ðèâåííî â 1—3-è ñóò) è öèñïëàòèíà (80 ìã/ì2 âíóò-
ðèâåííî íà 3-è ñóò). Ââåäåíèå èíãàðîíà (5�105 ÌÅ 3 ðàçà
â 1 íåä) ïðîäîëæàëîñü åùå 3 íåä. Ñëåäóþùèé êóðñ íà÷è-
íàëè íà 6-é íåä ñ åæåñóòî÷íîãî ââåäåíèÿ èíãàðîíà. Áûëè
èññëåäîâàíû 12 áîëüíûõ (8 æåíùèí è 4 ìóæ÷èí) äèññå-
ìèíèðîâàííîé ìåëàíîìîé êîæè, èìåþùèõ ãèñòîëîãè÷å-
ñêîå ïîäòâåðæäåíèå äèàãíîçà. Ó 3 áîëüíûõ áûëà äîñòèã-
íóòà ÷àñòè÷íàÿ (�50 %) ðåãðåññèÿ îïóõîëè (×Ð), ó 2 îòìå-
÷åíà ñòàáèëèçàöèÿ áîëåçíè (ÑÇ), ó îñòàëüíûõ íàáëþäàëè
ïðîãðåññèþ çàáîëåâàíèÿ (ÏÇ).

Â û ä å ë å í è å ë è ì ô î ö è ò î â è î ö å í ê à ä î ë è ï î-
ã è á ø è õ ê ë å ò îê. Ó áîëüíûõ áðàëè êðîâü èç âåíû äî íà-
÷àëà, ñïóñòÿ 8 ñóò ïîñëå íà÷àëà ïåðâîãî öèêëà õèìèîòåðà-
ïèè è ïîñëå çàâåðøåíèÿ ïåðâîãî òåðàïåâòè÷åñêîãî öèêëà
(30 ñóò). Ëèìôîöèòû âûäåëÿëè èç âåíîçíîé ãåïàðèíèçè-
ðîâàííîé êðîâè áîëüíûõ ñðàçó ïîñëå ïîëó÷åíèÿ îáðàç-
öîâ. Êðîâü íàñëàèâàëè íà ðàçäåëÿþùóþ ñìåñü ôè-
êîëë—âåðîãðàôèí (r = 1.078 ã/ñì3) è öåíòðèôóãèðîâàëè
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå (800 g, 30 ìèí). Âûäåëåííûå
ëèìôîöèòû ñóñïåíäèðîâàëè â ñðåäå RPMI—1640, ñîäåð-
æàùåé 3 ìã/ìë L-ãëóòàìèíà, 20 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâî-
ðîòêè áûêà, àíòèáèîòèêè è 10 ìêã/ìë ôèòîãåìàããëþòèíè-
íà (ÔÃÀ). ×àñòü ëèìôîöèòîâ èññëåäîâàëè ñðàçó ïîñëå èõ
âûäåëåíèÿ, ÷àñòü êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå 48 ÷ ïðè
37 °Ñ. Ïîãèáøèå êëåòêè îïðåäåëÿëè ïî âûïåòëèâàíèþ
íóêëåîèäà èç ñïîíòàííî ïåðìåàáèëèçîâàííûõ êëåòîê.
Äëÿ ýòîãî êëåòêè ñóñïåíäèðîâàëè â ðàñòâîðå íèçêîïëàâ-
êîé àãàðîçû ïðè 37 °Ñ, ñóñïåíçèþ íàíîñèëè íà ïðåäìåò-
íîå ñòåêëî (30 ìêë) è íàêðûâàëè ïîêðîâíûì ñòåêëîì. Ïî-
ñëå çàñòûâàíèÿ ãåëÿ ïîêðîâíîå ñòåêëî óäàëÿëè è ñëàéä
ïîìåùàëè â ìåòàíîë ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Äåãèä-
ðàòèðîâàííûé ñëàéä âûñóøèâàëè íà âîçäóõå, îêðàøèâàëè
êðàñèòåëåì Sybr-Green è ìèêðîñêîïèðîâàëè â ðåæèìå
ôëóîðåñöåíöèè. Îïðåäåëÿëè äîëþ ïåðìåàáèëèçîâàííûõ
êëåòîê, èìåþùèõ õàðàêòåðíîå ãàëî èç ïåòåëü íóêëåîèäà,
îêàéìëÿþùåãî êëåòêó.

Î ï ð å ä å ë å í è å ï î â ð å æ ä å í è ÿ Ä Í Ê ì å ò î ä î ì
ê î ì å ò. Èñïîëüçîâàëè äâà âàðèàíòà ìåòîäà — íåéòðàëü-
íûé äëÿ îöåíêè ïîâðåæäåííîñòè äâóõíèòåâîé ÄÍÊ
(dsÄÍÊ-êîìåòû) è ùåëî÷íîé äëÿ îïðåäåëåíèÿ îäíîíèòå-
âûõ ðàçðûâîâ ÄÍÊ (ssÄÍÊ-êîìåòû). Â ïåðâîì ñëó÷àå
100 ìêë ñóñïåíçèè, ñîäåðæàùåé (0.5—1.0)�106 êëåòîê â
PBS, ñìåøèâàëè ñ 200 ìêë 1%-íîãî ðàñòâîðà ëåãêîïëàâ-
êîé àãàðîçû IV òèïà (Sigma, ÑØÀ). Ñìåñü (30 ìêë) íàíî-
ñèëè íà ïðåäìåòíîå ñòåêëî, íàêðûâàëè ïîêðîâíûì ñòåê-
ëîì (18�18 ìì). Ïîñëå çàñòûâàíèÿ ãåëÿ ñòåêëî óäàëÿëè è
ñëàéä ïîãðóæàëè â ëèçèðóþùèé ðàñòâîð, ñîäåðæàùèé
2.5 M NaCl, 30 ìÌ EDTA, 10 ìÌ Tris-HCl, 1 % ëàóðèë-
ñàðêîçèíàòà è 0.03 ìã/ìë ïðîòåèíàçû Ê, ðÍ 8.0. Ñïóñòÿ
12—16 ÷ ëèçèñà ïðè 37 °Ñ ñëàéäû ïîãðóæàëè â ðàñòâîð,
ñîäåðæàùèé 2.5 Ì NaCl, 0.1 M EDTA, 10 ìÌ Tris-HCl,
1 % Òðèòîí X-100, 1 % DMSO, pH 10, è ïîìåùàëè íà 1 ÷
èëè áîëåå â õîëîäèëüíèê. Äàëåå ñëàéäû ïîìåùàëè â ãîðè-
çîíòàëüíóþ êàìåðó äëÿ ýëåêòðîôîðåçà, çàïîëíåííóþ
ÒÀÅ-áóôåðîì (ðÍ 8.3), è âûäåðæèâàëè â òå÷åíèå 40 ìèí
ïðè 4 °Ñ. Ýëåêòðîôîðåç ïðîâîäèëè ïðè 0.56 Â/ñì â òå÷å-
íèå 40 ìèí. Ïîñëå ýëåêòðîôîðåçà ñëàéäû ïîãðóæàëè â îõ-
ëàæäåííûé ðàñòâîð 0.3 Ì NaOH è 1 ìÌ EDTA íà 15 ìèí,
òðèæäû îïîëàñêèâàëè 0.4 Ì Tris-HCl, pH 7.4, è 1 ðàç —
â PBS. Ñëàéäû äåãèäðàòèðîâàëè ìåòàíîëîì è âûñóøèâà-
ëè íà âîçäóõå. Ïîñëå âûñûõàíèÿ è îêðàøèâàíèÿ Sybr-Gre-
en ñëàéäû ìèêðîñêîïèðîâàëè âî ôëóîðåñöåíòíîì ðåæè-
ìå. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ îäíîíèòåâûõ ðàçðûâîâ ñëàéäû ïî-
ñëå èíêóáàöèè â ëèçèðóþùåì áóôåðå ïðè ðÍ 10
ïîìåùàëè â ýëåêòðîôîðåòè÷åñêóþ êàìåðó, çàïîëíåííóþ
îõëàæäåííûì ðàñòâîðîì 0.3 Ì NaOH è 1 ìÌ EDTA, pH >
> 13. Ïîñëå èíêóáàöèè â òå÷åíèå 40 ìèí ïðè 4 °Ñ ïðîâî-
äèëè ýëåêòðîôîðåç ïðè 0.75 Â/ñì â òå÷åíèå 22 ìèí. Ïîñëå
ýëåêòðîôîðåçà ñëàéäû îïîëàñêèâàëè ðàñòâîðîì 0.4 Ì
Tris-HCl è ïðîâîäèëè òå æå îïåðàöèè, ÷òî è äëÿ íåéòðàëü-
íûõ êîìåò. Â ïðîöåññå ìèêðîñêîïèè íàêàïëèâàëè èçîáðà-
æåíèÿ êîìåò â ïàìÿòè êîìïüþòåðà è îáðàáàòûâàëè èõ ïî
ïðîãðàììå CASP (Konca et al., 2003). Ïîêàçàòåëåì ïî-
âðåæäåííîñòè ÄÍÊ ñëóæèë ïàðàìåòð ìîìåíò õâîñòà êî-
ìåò mt (Olive tail moment).
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Î ö å í ê à ý ô ô å ê ò è â í î ñ ò è ì å õ à í è ç ì î â ð å ï à-
ð à ö è è B E R è M M R. Äëÿ îöåíêè ýôôåêòèâíîñòè ìåõà-
íèçìà ýêñöèçèè îñíîâàíèé (BER) èçìåðÿëè ñïîñîáíîñòü
ëèìôîöèòîâ áîëüíûõ äî õèìèîòåðàïèè ýëèìèíèðîâàòü
ÀÏ-ñàéòû, èíäóöèðîâàííûå â íèõ òåñòèðóþùèì âîçäåé-
ñòâèåì ìåòèëíèòðîçîìî÷åâèíîé (ÌÍÌ). Äëÿ ýòîãî â ñóñ-
ïåíçèþ ëèìôîöèòîâ â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå äîáàâëÿëè
ÌÍÌ äî êîíöåíòðàöèè 50 ìêÌ. Â ïàðàëëåëüíóþ ïðîáó
âìåñòå ñ ÌÍÌ äîáàâëÿëè ìåòîêñèàìèí (ÌA, 10 ìêÌ),
áëîêèðóþùèé ðåïàðàöèþ. Ñóñïåíçèè èíêóáèðîâàëè 20 ÷
ïðè 37 °Ñ è èçìåðÿëè îäíîíèòåâûå ðàçðûâû â ÄÍÊ, èñ-
ïîëüçóÿ ùåëî÷íîé âàðèàíò ìåòîäà êîìåò. Ïîêàçàòåëåì
ýôôåêòèâíîñòè BER áûëî îòíîøåíèå mt êîìåò ëèìôîöè-
òîâ ïîñëå äîáàâëåíèÿ ÌÍÌ è MA ê mt êîìåò ëèìôîöèòîâ
ïîñëå äîáàâëåíèÿ òîëüêî ÌÍÌ (mtMÍÌ+MA/ mtÌÍÌ).

Ýôôåêòèâíîñòü MMR îöåíèâàëè ïî êîëè÷åñòâó âòî-
ðè÷íûõ äâóõíèòåâûõ ðàçðûâîâ ÄÍÊ, ôîðìèðóþùèõñÿ
ñïóñòÿ 24—48 ÷ ïîñëå òåñò-âîçäåéñòâèÿ ÌÍÌ íà ñòèìó-
ëèðîâàííûå ëèìôîöèòû (Òðîíîâ è äð., 2008). Ìåòîä
âêëþ÷àë â ñåáÿ ñòèìóëÿöèþ ëèìôîöèòîâ (48 ÷) â ñðåäå,
ñîäåðæàùåé BrUdR (100 ìêÌ); îáðàáîòêó êëåòîê ÌÍÌ
(50 ìêÌ) ñ îäíîâðåìåííûì ïîäàâëåíèåì ìåòèëãóàíèí-
òðàíñôåðàçû ñ ïîìîùüþ Î6-áåíçèëãóàíèíà (O6bzG,
100 ìêÌ). Ñïóñòÿ 24—48 ÷ ïîñëå äîáàâëåíèÿ àãåíòîâ
îïðåäåëÿëè êîëè÷åñòâî äâóõíèòåâûõ ðàçðûâîâ, èñïîëüçóÿ
íåéòðàëüíûé âàðèàíò ìåòîäà ÄÍÊ-êîìåò. Äëÿ âèçóàëèçà-
öèè äåëÿùèõñÿ êëåòîê íà âëàæíûå ñëàéäû ïîñëå íåéòðà-
ëèçàöèè ðàñòâîðîì 0.4 Ì Tris-HCl (pH 7.4) íàíîñèëè ðàñ-
òâîð àíòè-BrUdR àíòèòåëà â PBS (30 ìêë, 20 ìêã/ìë), íà-
êðûâàëè ïîêðîâíûì ñòåêëîì è èíêóáèðîâàëè 1 ÷ â
òåìíîòå ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ïîñëå èíêóáàöèè
ñòåêëî óäàëÿëè è ñëàéä òðèæäû îòìûâàëè õîëîäíûì PBS.
Ïîñëåäíþþ îòìûâêó ïðîâîäèëè PBS, ñîäåðæàùèì 2 %
áû÷üåé ñûâîðîòêè. Ïîñëå óäàëåíèÿ èçëèøêîâ âëàãè ñ ïî-
âåðõíîñòè ñëàéäà íàíîñèëè 30 ìêë PBS, ñîäåðæàùåãî
âòîðè÷íûå àíòèòåëà, ìå÷åííûå FITC (10 ìêã/ìë), íàêðû-
âàëè ïîêðîâíûì ñòåêëîì è èíêóáèðîâàëè 1 ÷ â òåìíîòå.
Ïîñëå óäàëåíèÿ ïîêðîâíîãî ñòåêëà ñëàéäû îòìûâàëè
â PBS, äåãèäðàòèðîâàëè â ìåòàíîëå, âûñóøèâàëè, îêðà-
øèâàëè éîäèñòûì ïðîïèäèåì (1 ìêã/ìë) è ìèêðîñêî-
ïèðîâàëè â ðåæèìå ôëóîðåñöåíöèè ñ íàáîðîì ôèëüòðîâ
äëÿ FITC. Êîìåòû, ôîðìèðóåìûå äåëÿùèìèñÿ êëåòêàìè,
ñîäåðæàëè BrUdR è FITC è ôëóîðåñöèðîâàëè â çåëå-
íîé îáëàñòè. Ïîêîÿùèåñÿ êëåòêè áûëè îêðàøåíû îðàí-
æåâûì öâåòîì. Ýôôåêòèâíîñòü MMR õàðàêòåðèçîâàëàñü
îòíîøåíèåì ìîìåíòîâ õâîñòîâ êîìåò, ôîðìèðóåìûõ
êëåòêàìè ïîñëå òåñò-îáðàáîòêè, è íåîáðàáîòàííûìè
(mtÌÍÌ+O6bzG/mtO6bzG)

È ì ì ó í î ö è ò î õ è ì è ÷ å ñ ê î å î ï ð å ä å ë å í è å ý ê-
ñ ï ð å ñ ñ è è á å ë ê î â. Ëèìôîöèòû èììîáèëèçîâàëè â
íèçêîïëàâêîé àãàðîçå â âèäå òîíêîãî ñëàéäà íà ïîâåðõíî-
ñòè ïðåäìåòíîãî ñòåêëà. Êëåòêè ôèêñèðîâàëè, èíêóáèðóÿ
ñëàéäû 20 ìèí â 3%-íîì ôîðìàëüäåãèäå â PBS â õîëî-
äèëüíèêå. Çàòåì ïåðìåàáèëèçîâàëè â 0.2%-íîì Òðèòîíå
Õ-100 â PBS (20 ìèí â õîëîäèëüíèêå). Ñëàéäû, ïðåäíàç-
íà÷åííûå äëÿ îïðåäåëåíèÿ óðîâíÿ FasR, ïðîöåäóðå ïåð-
ìåàáèëèçàöèè íå ïîäâåðãàëè. Ïîñëå êàæäîé ïðîöåäóðû
ñëàéäû òðèæäû îòìûâàëè â PBS, ïîñëåäíþþ îòìûâêó îò
ïåðâè÷íîãî àíòèòåëà ïðîâîäèëè â PBS, ñîäåðæàùåì 2 %
ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè. Îáðàáîòêó ñëàéäîâ àíòèòåëà-
ìè ïðîâîäèëè òàê æå, êàê îïèñàíî âûøå. Êîíòðîëåì ñëó-
æèëè ñëàéäû ñ èììîáèëèçîâàííûìè êëåòêàìè, êîòîðûå
ïîäâåðãàëè òàêîé æå îáðàáîòêå, íî áåç ïåðâè÷íûõ àíòè-
òåë. Â êîíöå ñëàéäû äåãèäðàòèðîâàëè â ìåòàíîëå, âûñó-
øèâàëè è õðàíèëè â òåìíîòå. FITC-ôëóîðåñöèðóþùèå

êëåòêè ôîòîãðàôèðîâàëè, ïîëó÷åííûå èçîáðàæåíèÿ àíà-
ëèçèðîâàëè íà êîìïüþòåðå. Ðåãèñòðèðîâàëè ôëóîðåñöåí-
öèþ íå ìåíåå 150 êëåòîê â êàæäîì ñëàéäå è îïðåäåëÿëè
äîëþ FITC-ïîçèòèâíûõ êëåòîê. Ïîêàçàòåëåì óðîâíÿ ýêñï-
ðåññèè êàæäîãî áåëêà ñëóæèëî ïðîèçâåäåíèå ñðåäíåãî
çíà÷åíèÿ ôëóîðåñöåíöèè îäíîé êëåòêè íà äîëþ FITC-ïî-
çèòèâíûõ êëåòîê â êàæäîì ñëàéäå.

Ðåçóëüòàòû

Ï î â ð å æ ä å í è å è ð å ï à ð à ö è ÿ Ä Í Ê â ë è ì ô î-
ö è ò à õ â î ò â å ò í à õ è ì è î ò å ð à ï è þ. Â ðåçóëüòàòå îä-
íîãî öèêëà LDCI-õèìèîòåðàïèè â ëèìôîöèòàõ ïàöèåíòîâ
íàêàïëèâàþòñÿ ïîâðåæäåíèÿ — îäíîíèòåâûå (ss) ðàçðû-
âû ÄÍÊ (ðèñ. 1). Âîçíèêøèå ss-ðàçðûâû ÄÍÊ ñ áîëüøåé
èëè ìåíüøåé ñêîðîñòüþ ðåïàðèðóþòñÿ (ðèñ. 2). Ýòî ïî-
çâîëèëî îöåíèòü â ëèìôîöèòàõ áîëüíîãî ôàêòè÷åñêóþ
ýôôåêòèâíîñòü ðåïàðàöèè ïîâðåæäåíèé ssÄÍÊ, èíäóöè-
ðîâàííûõ îäíèì öèêëîì LDCI-òåðàïèè, è ýôôåêòèâíîñòü
ìåõàíèçìà BER. Èõ ñâÿçü äðóã ñ äðóãîì äëÿ 7 ïàöèåíòîâ,
ïðåäñòàâëåííàÿ íà ðèñ. 3 à, ñ âûñîêîé äîñòîâåðíîñòüþ
(R2 = 0.89, P < 0.001) îïèñûâàåòñÿ ëèíåéíîé çàâèñèìî-
ñòüþ. Ýòî ãîâîðèò î òîì, ÷òî â óäàëåíèè ïîâðåæäåíèé
ssÄÍÊ, âîçíèêøèõ â ðåçóëüòàòå õèìèîòåðàïèè, ïðèíèìà-
åò ó÷àñòèå ìåõàíèçì BER.

Íåñìîòðÿ íà ñåðüåçíîå ïîâðåæäåíèå ssÄÍÊ, õèìèîòå-
ðàïèÿ íå âûçûâàåò ôîðìèðîâàíèÿ äâóõíèòåâûõ (ds) ðàç-
ðûâîâ ÄÍÊ (ðèñ. 1). Íàïðîòèâ, êëàññè÷åñêèé èíäóêòîð
ðàçðûâîâ ÄÍÊ — ãàììà-èçëó÷åíèå, õîòÿ è â ðàçíîé ñòåïå-
íè, íî óâåëè÷èâàåò ýëåêòðîôîðåòè÷åñêóþ ïîäâèæíîñòü
ssÄÍÊ è dsÄÍÊ (ðèñ. 1). Âìåñòå ñ òåì ïîñëå õèìèîòåðà-
ïèè îòìå÷àåòñÿ èçìåíåíèå ds-íóêëåîèäîâ: õîòÿ îíè è ñî-
õðàíÿþò ñèììåòðèþ, íî ñòàíîâÿòñÿ ìåíåå êîìïàêòíûìè è
ìåíåå ÿðêèìè, íàïîìèíàþùèìè îäóâàí÷èêè. Òàêîå æå
ðàçëè÷èå ìåæäó ss- è dsÄÍÊ-êîìåòàìè íàáëþäàåòñÿ è ïî-
ñëå âîçäåéñòâèÿ íà ëèìôîöèòû ÌÍÌ in vitro (ðèñ. 1). Ýòè
íàáëþäåíèÿ óêàçûâàþò íà òî, ÷òî ïðåâàëèðóþùèì òèïîì
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Ðèñ. 1. Ìèêðîôîòîãðàôèè ssÄÍÊ-êîìåò (ðÍ > 13) è dsÄÍÊ-êî-
ìåò (ðÍ 8) èç ëèìôîöèòîâ áîëüíûõ ìåëàíîìîé.

à, á — èíòàêòíûå êëåòêè; â, ã — êëåòêè, îáðàáîòàííûå ìåòèëíèòðîçîìî-
÷åâèíîé (ÌÍÌ, 250 ìêÌ); ä, å — ëèìôîöèòû ñðàçó ïîñëå 1-ãî öèêëà õè-
ìèîòåðàïèè; æ, ç — ÷åðåç 48 ÷ ïîñëå öèêëà õèìèîòåðàïèè (ÕÒ); è, ê —

ïîñëå ãàììà-îáëó÷åíèÿ â äîçå 14 Ãð.



ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ ïîñëå õèìèîòåðàïèè ÿâëÿþòñÿ
ÀÏ-ñàéòû. ÀÏ-ñàéòû òðàíñôîðìèðóþòñÿ â ss-ðàçðûâû â
ùåëî÷íûõ óñëîâèÿõ (â ssÄÍÊ-êîìåòàõ). Ïðè íåéòðàëüíîì
ðÍ ñîõðàíÿåòñÿ öåëîñòíîñòü ôîñôîäèýôèðíîé öåïè ÄÍÊ.
Òàêèì îáðàçîì, â ðåçóëüòàòå ëèçèñà êëåòîê â íåéòðàëüíîì
áóôåðå ôîðìèðóþòñÿ ðàçðûõëåííûå, ñèììåòðè÷íûå
ds-íóêëåîèäû, ÄÍÊ â êîòîðûõ íå ìèãðèðóåò â ýëåêòðè÷å-
ñêîì ïîëå (ðèñ. 1). Òåì íå ìåíåå, êàê ïîêàçàíî íà ðèñ. 1,
ñïóñòÿ 48 ÷ ïîñëå öèêëà õèìèîòåðàïèè â ëèìôîöèòàõ íà
ôîíå ðåïàðàöèè ssÄÍÊ ôîðìèðóþòñÿ ds-ðàçðûâû ÄÍÊ, î
÷åì ñâèäåòåëüñòâóþò ìèãðàöèÿ dsÄÍÊ è ôîðìèðîâàíèå
õâîñòà dsÄÍÊ-êîìåò. Ýòó âòîðè÷íóþ äåãðàäàöèþ dsÄÍÊ
â ëèìôîöèòàõ ïàöèåíòîâ, ïîäâåðãíóòûõ õèìèîòåðàïèè,
ñîïîñòàâèëè ñ ýôôåêòèâíîñòüþ ìåõàíèçìà MMR â íèõ.
Ðåçóëüòàò òàêîãî ñîïîñòàâëåíèÿ äëÿ 10 èññëåäîâàííûõ
áîëüíûõ ïðåäñòàâëåí íà ðèñ. 3, á. Ïðîñëåæèâàåòñÿ ëèíåé-
íàÿ êîððåëÿöèÿ ìåæäó ýôôåêòèâíîñòüþ MMR è ñòåïåíüþ
äåãðàäàöèè dsÄÍÊ â ëèìôîöèòàõ áîëüíûõ, ïîäâåðãíóòûõ
îäíîìó öèêëó õèìèîòåðàïèè. Ýòîò ôàêò îòðàæàåò ñ âûñî-
êîé âåðîÿòíîñòüþ (R2 = 0.88, Ð < 0.0001) âîâëå÷åííîñòü
ìåõàíèçìà MMR â ïðîöåññ âòîðè÷íîé äåãðàäàöèè dsÄÍÊ
â ëèìôîöèòàõ ïàöèåíòîâ ïîñëå öèêëà LDCI-õèìèîòå-
ðàïèè.

Ï î â ð å æ ä å í è å s s Ä Í Ê è ì å õ à í è ç ì B E R í å
ê î ð ð å ë è ð ó þ ò ñ ê ë è í è ÷ å ñ ê è ì î ò â å ò î ì í à
L D C I - ò å ð à ï è þ. Ïîëó÷åííûå íàìè ðåçóëüòàòû (ðèñ. 3,
à; 4, ä) îáíàðóæèâàþò çíà÷èòåëüíóþ ìåæèíäèâèäóàëü-
íóþ âàðèàáåëüíîñòü ýôôåêòèâíîñòè BER è ñòåïåíè ïî-
âðåæäåíèÿ ssÄÍÊ â ëèìôîöèòàõ áîëüíûõ â ðåçóëüòàòå õè-
ìèîòåðàïèè. Îäíàêî íåñìîòðÿ íà ýòî, ñïóñòÿ 1 ìåñ ïîñëå
ïåðâîãî öèêëà ó áîëüíûõ íàáëþäàëè ïîëíîå âîññòàíîâëå-
íèå öåëîñòíîñòè ÄÍÊ. Ïðèíèìàÿ âî âíèìàíèå òàêîå åäè-

íîîáðàçèå îòâåòà ëèìôîöèòîâ, ñëåäóåò îæèäàòü, ÷òî ïî-
âðåæäåíèÿ íà óðîâíå ssÄÍÊ (ÀÏ-ñàéòû, îäíîíèòåâûå
ðàçðûâû) è àññîöèèðîâàííûé ñ íèìè ìåõàíèçì BER âðÿä
ëè ìîãóò áûòü õîðîøèì ïðîãíîñòè÷åñêèì ìàðêåðîì
LDCI-õèìèîòåðàïèè. Ïîäòâåðæäåíèå ýòîãî ïîëó÷åíî
íàìè íà 5 ïàöèåíòàõ. Ðèñ. 4, å ïîêàçûâàåò çàâèñèìîñòü ïî-
âðåæäåííîñòè ssÄÍÊ îò êëèíè÷åñêîãî îòâåòà áîëüíûõ
íà õèìèîòåðàïèþ. Ðèñóíîê äåìîíñòðèðóåò îòñóòñòâèå
çíà÷èìîé ðàçíèöû â ñòåïåíè ïîâðåæäåííîñòè ssÄÍÊ (ýô-
ôåêòèâíîñòè BER) â ëèìôîöèòàõ ïàöèåíòîâ ñ ðàçëè÷íû-
ìè êëèíè÷åñêèìè îòâåòàìè íà LDCI-òåðàïèþ.

Â ò î ð è ÷ í à ÿ ä å ã ð à ä à ö è ÿ d s Ä Í Ê , ó ð î â å í ü
ý ê ñ ï ð å ñ ñ è è á å ë ê î â è ê ë è í è ÷ å ñ ê è é î ò â å ò í à
õ è ì è î ò å ð à ï è þ. Â îòëè÷èå îò ïîâðåæäåíèé ssÄÍÊ
ds-äåãðàäàöèÿ èíèöèèðóåòñÿ ñïóñòÿ 24 ÷ è áîëåå ïîñëå
ïåðâîãî öèêëà òåðàïèè (ðèñ. 1) è íàðàñòàåò âî âðåìåíè:
ñïóñòÿ 1 ìåñ ÷èñëî ds-ðàçðûâîâ â ÄÍÊ âîçðàñòàåò áîëåå
÷åì â 3 ðàçà ïî ñðàâíåíèþ ñ íà÷àëüíûì (ðèñ. 5). Êîððåëÿ-
öèÿ ýòîãî îòâåòà ëèìôîöèòîâ ñ êëèíè÷åñêèì îòâåòîì ïà-
öèåíòîâ íà LDCI-õèìèîòåðàïèþ ïðåäñòàâëåíà íà ðèñ. 6,
à. Êàê âèäíî, çàâèñèìîñòü íå ìîíîòîííà: ó ïàöèåíòîâ
â ñîñòîÿíèÿõ ïðîãðåññèè è ñòàáèëèçàöèè çàáîëåâàíèÿ îá-
íàðóæåí îäèíàêîâûé ãåíîòîêñè÷åñêèé îòâåò ëèìôîöèòîâ
íà õèìèîòåðàïèþ (ïðàêòè÷åñêè îòñóòñòâèå òàêîâîãî).
Ó áîëüíûõ ñ ÷àñòè÷íî ïîëîæèòåëüíûì êëèíè÷åñêèì îòâå-
òîì îáíàðóæåíà âûñîêàÿ ñòåïåíü âòîðè÷íîé ds-äåãðàäà-
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Ðèñ. 2. Ìèêðîôîòîãðàôèè ssÄÍÊ-êîìåò èç ëèìôîöèòîâ áîëü-
íûõ äî, ñïóñòÿ 4 è 48 ÷ ïîñëå õèìèîòåðàïèè (ÕÒ) (à), à òàêæå
äèíàìèêà ïîâðåæäåííîñòè ssÄÍÊ â ïðîöåññå èíêóáàöèè ëèì-

ôîöèòîâ in vitro (á).

á: 1 — èíòàêòíûå ëèìôîöèòû, 2 — ïîñëå ãàììà-îáëó÷åíèÿ in vitro â äîçå
14 Ãð, 3 — ïîñëå îáðàáîòêè ÌÍÌ (50 ìêÌ in vitro), 4 — ëèìôîöèòû, âû-

äåëåííûå èç êðîâè áîëüíîãî ïîñëå 1 öèêëà ÕÒ.

Ðèñ. 3. Çàâèñèìîñòü ss- è ds-ðàçðûâîâ ÄÍÊ îò ýôôåêòèâíîñòè
ñèñòåì ðåïàðàöèè.

à — êîððåëÿöèÿ ñêîðîñòè óäàëåíèÿ ss-ðàçðûâîâ ÄÍÊ â ëèìôîöèòàõ çà
48 ÷ ïîñëå 1 öèêëà õèìèîòåðàïèè, ñ àêòèâíîñòüþ ìåõàíèçìà BER â ëèì-
ôîöèòàõ 7 ïàöèåíòîâ; á — ëèíåéíàÿ êîððåëÿöèÿ ìåæäó íàêîïëåíèåì
ds-ðàçðûâîâ ÄÍÊ ñïóñòÿ 48 ÷ ïîñëå 1 öèêëà ÕÒ è ýôôåêòèâíîñòüþ ìåõà-

íèçìà MMR â ëèìôîöèòàõ 10 áîëüíûõ ìåëàíîìîé.



öèè ãåíîìà ëèìôîöèòîâ â îòâåò íà õèìèîòåðàïèþ
(Ð < 0.0001).

Ìû íå îáíàðóæèëè ðàçëè÷èé â ýêñïðåññèè áåëêîâ ñè-
ñòåìû MMR (ðèñ. 6, á) è ïðîàïîïòîòè÷åñêîãî ðåöåïòîð-
íîãî áåëêà FasR (ðèñ. 6, â) ñðåäè áîëüíûõ ñ ðàçëè÷íûì îò-
âåòîì íà õèìèîòåðàïèþ. Âìåñòå ñ òåì â îòâåò íà õèìèîòå-
ðàïèþ óâåëè÷èâàëàñü äîëÿ ïîãèáøèõ è ïîãèáàþùèõ
ëèìôîöèòîâ â êðîâè áîëüíûõ ñ ïîëîæèòåëüíûì îòâåòîì
íà õèìèîòåðàïèþ (ðèñ. 6, ã).

Îáñóæäåíèå

Ìû íàìåðåâàëèñü îöåíèòü ýôôåêòèâíîñòü äâóõ âàæ-
íûõ ìåõàíèçìîâ ðåïàðàöèè ÄÍÊ ïîñëå õèìèîòåðàïèè
(BER è MMR) â ñâÿçè ñ êëèíè÷åñêèì îòâåòîì áîëüíûõ
ìåëàíîìîé. ×àñòî èç-çà íåâîçìîæíîñòè ïîëó÷åíèÿ îáðàç-
öîâ òêàíè îïóõîëè ëèìôîöèòû êðîâè áîëüíûõ ïðåäñòàâ-
ëÿþòñÿ óäîáíûì è ðåïðåçåíòàòèâíûì îáúåêòîì èññëåäî-
âàíèé ñ öåëüþ ïðîãíîçà ðàçâèòèÿ çàáîëåâàíèÿ è êëèíè÷å-
ñêîãî îòâåòà íà õèìèîòåðàïèþ (Nadin et al., 2006; Sobol et
al., 2006). Èñïîëüçóåìûå â LDCI-ïðîòîêîëå ëå÷åíèÿ ìåëà-
íîìû ãåíîòîêñè÷åñêèå àãåíòû (ëîìóñòèí, äàêàðáàçèí è

14 Â. À. Òðîíîâ, Ä. Í. Àðòàìîíîâ è äð.

Ðèñ. 4. Âëèÿíèå õèìèîòåðàïèè (ÕÒ) íà ïîâðåæäåííîñòü ÄÍÊ â
ëèìôîöèòàõ áîëüíûõ.

a—â — ìèêðîôîòîãðàôèè ÄÍÊ-êîìåò èç ëèìôîöèòîâ áîëüíûõ äî, ñïóñòÿ
2 ÷ è 30 ñóò ïîñëå 1 öèêëà ÕÒ ñîîòâåòñòâåííî; ã — ïîâðåæäåííîñòü
ssDNA, âûðàæåííàÿ â çíà÷åíèÿõ ìîìåíòà êîìåò (mt) äî ÕÒ, 2 ÷ è 30 ñóò
ïîñëå ÕÒ; ä — ñâÿçü ìåæäó êëèíè÷åñêèì îòâåòîì 5 áîëüíûõ ìåëàíîìîé è
ss-ðàçðûâàìè ÄÍÊ, âûçâàííûìè ÕÒ, â ëèìôîöèòàõ ýòèõ æå áîëüíûõ;
ÏÇ — ïðîãðåññ çàáîëåâàíèÿ, ÑÇ — ñòàáèëèçàöèÿ çàáîëåâàíèÿ, ×Ð — ÷àñ-

òè÷íàÿ ðåìèññèÿ.

Ðèñ. 5. Âòîðè÷íàÿ äåãðàäàöèÿ dsÄÍÊ â ëèìôîöèòàõ áîëüíûõ
ìåëàíîìîé ïîñëå õèìèîòåðàïèè (à).

Ìèêðîôîòîãðàôèè òèïè÷íûõ êîìåò è ñîîòâåòñòâóþùèå èì ãèñòîãðàììû
ðàñïðåäåëåíèé êëåòîê ïî ñòåïåíè ïîâðåæäåíèé ñðàçó (á), ñïóñòÿ 2 ÷ (â) è

30 ñóò (ã) ïîñëå õèìèîòåðàïèè.

Ðèñ. 6. Êîððåëÿöèÿ ìåæäó êëèíè÷åñêèìè îòâåòàìè áîëüíûõ íà
õèìèîòåðàïèþ è èíäóöèðîâàííûìè ds-ðàçðûâàìè ÄÍÊ (à),
óðîâíåì ýêñïðåññèè áåëêîâ MLH1 è MSH2 (á), ðåöåïòîðà FasR

(â) è äîëåé ïîãèáøèõ ëèìôîöèòîâ (ã).

ÏÇ — ïðîãðåññ çàáîëåâàíèÿ, ÑÇ — ñòàáèëèçàöèÿ çàáîëåâàíèÿ, ×Ð — ÷àñ-
òè÷íàÿ ðåìèññèÿ.



öèñïëàòèí) âûçûâàëè ñåðüåçíîå ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ
(ss-ðàçðûâû) â ëèìôîöèòàõ, êîòîðîå â áîëüøîé ÷àñòè
ïðåäñòàâëåíî àëêèëèðîâàííûìè îñíîâàíèÿìè è ñâÿçàí-
íûìè ñ íèìè ÀÏ-ñàéòàìè. Áîëåå 80 % èç íèõ ñîñòàâëÿþò
N7meG è N3meA (ïîä äåéñòâèåì äàêàðáàçèíà). ÀÏ-ñàéòû
ôîðìèðóþòñÿ êàê èíòåðìåäèàòû ìåõàíèçìà BER (Hegde
et al., 2008). Íî îñíîâíûì èñòî÷íèêîì ÀÏ-ñàéòîâ ÿâëÿåò-
ñÿ íåôåðìåíòàòèâíûé ãèäðîëèç N-ãëèêîçèäíîé ñâÿçè â
íóêëåîòèäàõ, ñîäåðæàùèõ ìåòèëèðîâàííîå îñíîâàíèå.
Ïîêàçàíî, ÷òî ñïîíòàííîìó ãèäðîëèçó ñ îáðàçîâàíèåì
ÀÏ-ñàéòîâ â ôèçèîëîãè÷åñêèõ óñëîâèÿõ ïîäâåðãàþòñÿ
N7meG è N3meA (Beranek, 1990). Êàê âèäíî, ÀÏ-ñàéòû
ïðåäñòàâëÿþòñÿ ss-ðàçðûâàìè ÄÍÊ â ùåëî÷íûõ óñëîâèÿõ
(ssÄÍÊ-êîìåòû). Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ss-ðàçðûâû è èõ óäà-
ëåíèå ñîïóòñòâóþò ôóíêöèîíèðîâàíèþ ìåxàíèçìà BER,
÷òî ïîäòâåðæäàåòñÿ ëèíåéíîé êîððåëÿöèåé äîëè óäàëÿå-
ìûõ èç ëèìôîöèòîâ ss-ðàçðûâîâ è ôóíêöèîíàëüíîé àê-
òèâíîñòüþ BER (ðèñ. 3, à). Êîëü ñêîðî ýòî òàê, òî ñëåäóåò
îæèäàòü íàëè÷èå êîððåëÿöèè ss-ðàçðûâîâ ÄÍÊ ñ öèòîòîê-
ñè÷íîñòüþ ÀÏ-ñàéòîâ. Âîïðîñ î öèòîòîêñè÷íîñòè
ÀÏ-ñàéòîâ ðåøàåòñÿ íåîäíîçíà÷íî. Íåêîòîðûå àâòîðû
ñ÷èòàþò èõ íåöèòîêñè÷íûìè (Wood, 1996). Îäíàêî óñèëå-
íèå öèòîòîêñè÷íîñòè ìåòèëèðóþùèõ àãåíòîâ ïîä äåéñò-
âèåì ìåòîêñèàìèíà, èíãèáèòîðà ðåïàðàöèè ÀÏ-ñàéòîâ
(Liu et al., 2002), ãîâîðèò î öèòîòîêñè÷íîñòè ÀÏ-ñàéòîâ.
Íåäàâíèå ïðåäêëèíè÷åñêèå è êëèíè÷åñêèå äàííûå ïîä-
òâåðæäàþò ðîëü ÀÐÅ1 êàê âåðîÿòíîé ìèøåíè ïðîòèâîðà-
êîâîé òåðàïèè (Al-Attar et al., 2010). Íàøè ðåçóëüòàòû äå-
ìîíñòðèðóþò ïîëíóþ ðåïàðàöèþ ssÄÍÊ è îòñóòñòâèå
êîððåëÿöèè ìåæäó íà÷àëüíûì ïîâðåæäåíèåì (ss-ðàçðû-
âàìè è àññîöèèðîâàííûìè ñ íèìè ÀÏ-ñàéòàìè) è êëèíè-
÷åñêèì îòâåòîì áîëüíûõ. Ýòî ãîâîðèò î íåçíà÷èòåëüíîì
âêëàäå ýòèõ ïîâðåæäåíèé â öèòîòîêñè÷åñêèé ýôôåêò õè-
ìèîòåðàïèè.

Ïîñëå õèìèîòåðàïèè ïîìèìî ss-ðàçðûâîâ âîçíèêà-
þò ds-ðàçðûâû. Ïîñêîëüêó îíè ôîðìèðóþòñÿ ïîñëå ïåð-
âè÷íûõ àääóêòîâ ìåòèëèðîâàíèÿ è äàæå íà ôîíå ðåïà-
ðàöèè ssÄÍÊ (ðèñ. 1), îíè íàçûâàþòñÿ âòîðè÷íûìè. Ñðàâ-
íèòåëüíûå èññëåäîâàíèÿ íà ðàçëè÷íûõ ëèíèÿõ êëåòîê
ìåëàíîìû (Naumann et al., 2009), íà êëåòêàõ ãëèîìû (Roos
et al., 2007) è êëåòêàõ, ïðîèçâîäíûõ ëèíèè ÑÍÎ (Ochs,
Kaina, 2000), ïîçâîëèëè èäåíòèôèöèðîâàòü 2 ïóòè, òðàíñ-
ëèðóþùèõ ñèãíàë îò âîçíèêøåãî ïîñëå ìåòèëèðîâà-
íèÿ ds-ðàçðûâà ê àïîïòîçó. Ïåðâûé âêëþ÷àåò â ñåáÿ ó÷àñ-
òèå Ð53 äèêîãî òèïà (wtÐ53): ds-ðàçðûâ �

� wtP53� FasR � êàñïàçà 8 � êàñïàçà 3 � àïîïòîç.
Â êëåòêàõ, ñîäåðæàùèõ ìóòàíòíûé Ð53, ïðåäïîëàãàåòñÿ
ìèòîõîíäðèàëüíûé ñèãíàëèíã, â ðåçóëüòàòå êîòîðîãî ïðî-
èñõîäèò äåãðàäàöèÿ àíòèàïîïòîòè÷åñêîãî áåëêà Bcl-2:
ds-ðàçðûâ � äåãðàäàöèÿ Bcl-2 � óìåíüøåíèå cîîòíîøå-
íèÿ Bcl-2 è ïðîàïîïòîòè÷åñêîãî áåëêà Bax� êàñïàçà 9�
� àïîïòîç.

Ðàíåå íà ëèíèÿõ êëåòîê, ðàçëè÷àþùèõñÿ ïî ýôôåêòâ-
íîñòè MMR, ìû ïîêàçàëè, ÷òî íàêîïëåíèå ds-ðàçðûâîâ
ÄÍÊ ïîñëå äåéñòâèÿ ÌÍÌ íàáëþäàëîñü òîëüêî â êëåòêàõ
ñ ýôôåêòèâíîé MMR (Òðîíîâ è äð., 2006). Â íàñòîÿùåé
ðàáîòå ìû íå îáíàðóæèëè äîñòîâåðíîé êîððåëÿöèè ýêñï-
ðåññèè äâóõ êëþ÷åâûõ áåëêîâ ñèñòåìû MMR (MLH1 è
MSH2) ñ ýôôåêòèâíîñòüþ MMR (äàííûå íå ïðèâîäÿòñÿ)
è ñ êëèíè÷åñêèì îòâåòîì (ðèñ. 6, à). Ýòîò ðåçóëüòàò ñîîò-
âåòñòâóåò íåäàâíåìó íàáëþäåíèþ îòñóòñòâèÿ êîððåëÿöèè
ìåæäó óðîâíÿìè ýêñïðåññèè êîìïîíåíòîâ ãåòåðîäèìåðà
MutSa (MSH2 è MSH6) è èíäóêöèåé àïîïòîçà òåìîçîëî-
ìèäîì (TMZ) â ëèíèÿõ ìåëàíîìíûõ êëåòîê (Naumann et
al., 2009). Îäíàêî íàáëþäàëàñü äîñòîâåðíàÿ êîððåëÿöèÿ

ìåæäó ÷àñòîòîé TMZ-èíäóöèðîâàííîãî àïîïòîçà è êîëè-
÷åñòâîì âòîðè÷íûõ ds-ðàçðûâîâ ÄÍÊ. Îòñóòñòâèå ðàçíè-
öû â óðîâíÿõ ýêñïðåññèè MLH1 è ÌSH2 â ëèìôîöèòàõ
îíêîëîãè÷åñêèõ áîëüíûõ è çäîðîâûõ äîíîðîâ îòìå÷àëîñü
è ðàíåå (Nadin et al., 2006). Ó 50 % áîëüíûõ ìåëàíîìîé
íàáëþäàëè ñíèæåíèå ýêñïðåññèè MLH1 è ÌSH2 â ìåòà-
ñòàçàõ, îäíàêî êëèíè÷åñêèé îòâåò ýòèõ áîëüíûõ íà òåðà-
ïèþ äàêàðáàçèíîì íå îòëè÷àëñÿ îò îòâåòà áîëüíûõ ñ âû-
ñîêèì óðîâíåì ýêñïðåññèè ýòèõ áåëêîâ (Ma et al., 2002).
Íàáëþäàåìîå íàìè îòñóòñòâèå êîððåëÿöèè ìåæäó ýêñï-
ðåññèåé MLH1 è MSH2 è êîëè÷åñòâîì ds-ðàçðûâîâ ìîæåò
îáúÿñíÿòüñÿ òåì, ÷òî íàêîïëåíèå ds-ðàçðûâîâ â õîäå
LDCI-òåðàïèè ïðîèñõîäèò íå òîëüêî â ðåçóëüòàòå àêòè-
âàöèè ìåõàíèçìà MMR, íî è â ðåçóëüòàòå ðåïàðàöèè ïî
ìåõàíèçìó NER (ýêñöèçèè íóêëåîòèäîâ) âíóòðè-, ìåæöå-
ïî÷å÷íûõ è ÄÍÊ-áåëêîâûõ ñøèâîê, âîçíèêàþùèõ ïîä
äåéñòâèåì öèñïëàòèíà è õëîðýòèëèðóþùåãî àãåíòà ëîìó-
ñòèíà. Óâåëè÷åíèå äîëè ïîãèáøèõ ëèìôîöèòîâ ó áîëü-
íûõ ñ ïîëîæèòåëüíûì îòâåòîì íà õèìèîòåðàïèþ (ðèñ. 6,
ã) ãîâîðèò î òîì, ÷òî ýòîò îòâåò àññîöèèðîâàí ñ àïîïòîçîì
â êëåòêàõ. Ñêîðåå âñåãî, àïîïòîç èíèöèèðóåòñÿ ds-ðàçðû-
âàìè ïðåèìóùåñòâåííî ïî Fas-íåçàâèñèìîìó ïóòè. Ðàç-
ðûâû ôîðìèðóþòñÿ áëàãîäàðÿ àêòèâàöèè ñèñòåìû ïîñò-
ðåïëèêàòèâíîé MMR, íî áåç çàìåòíîãî óâåëè÷åíèÿ ýêñï-
ðåññèè êëþ÷åâûõ áåëêîâ MLH1 è MSH2.

Òàêèì îáðàçîì, ïîçèòèâíàÿ êîððåëÿöèÿ ìåæäó óðîâ-
íåì ds-ðàçðûâîâ ÄÍÊ â ëèìôîöèòàõ è ýôôåêòèâíîñòüþ
õèìèîòåðàïèè ìåëàíîìû äåìîíñòðèðóåò âîçìîæíîñòü èñ-
ïîëüçîâàíèÿ ýòîãî ïàðàìåòðà êàê ïðîãíîñòè÷åñêîãî ìàð-
êåðà â êëèíè÷åñêîé ïðàêòèêå.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 08-04-00210).
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CELLULAR MARKERS BASED ON DNA DAMAGE AND REPAIR (BER, MMR),

EXPRESSION OF MLH1, MSH2, FasR, AND CELL DEATH OF LYMPHOCYTES

AS PREDICTIVE PARAMETERS FOR CLINICAL RESPONSE

TO CHEMOTHERAPY OF MELANOMA

V. A. Tronov,1 D. N. Artamonov,2 M. E. Abramov,3 L. B. Gorbacheva2

1 N. N. Semenov Institute of Chemical Physics RAS,
2 N. M. Emanuel Institute of Biochemical Physics RAS

and 3 N. N. Blochin Cancer Research Center RAMS, Moscow RAS

Melanoma is a highly aggressive neoplastic disease attributed to transformed melanocytes. The efficacy of
regimens of cytotoxic chemotherapy for advanced stage patients does not exceed 20 %. Search for lymphocyte
markers of patients’ sensitivity to chemotherapy provides a rational basis for development of cytotoxic chemo-
therapy. Using blood lymphocytes we evaluated efficacy of BER and MMR, expression of MLH1, MSH2 and
FasR, and cell death in melanoma patients relative to clinical response to chemotherapy. We found that
LDCI-chemotherapy (lomustine, dacarbazine, cisplatin and interferon gamma), induced AP sites and DNA
ss-breaks which repaired trough BER pathway. However, neither initial DNA damage nor the rate of their repair
correlated with clinical response. This result prompts us to think that this type of damage is not crucial in cytoto-
xic effect of LDCI-regimen of chemotherapy. DNA ds-breakes appeared downstream ss-breakes were attributed
to repair of O6-methylguanine by MMR mechanism in PHA-stimulated lymphocytes. The number of ds-breakes
appeared by 48 correlated with positive clinical response of patients to chemotherapy. The same link was obser-
ved between clinical response and the number of dead lymphocytes. However, there was no correlation between
clinical response and expression of MLH1 + MSH2 and FasR. These results imply possible contribution of cros-
slink repair through NER pathway to formation of DNA ds-breaks as well as to cytotoxicity of LDCI-therapy.
The observed link between high level of secondary ds-breaks and positive response to chemotherapy indicates
the potential of these instruments to serve as prognostic end point in clinical trials.
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