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Резюме.

В  работе  представлены  результаты  изучения  действия  препарата  иматиниб  мезилат 

(гливек)  на  апоптотическую  активность  клеток  костного  мозга  у  больных  ХМЛ. 

Установлено,  что  гливек  в  дозе  400  мг/сут  у  больных  с  полным  гематологическим 

ответом,  полным цитогенетическим и большим цитогенетическим ответом обеспечивает 

высокую  активность  апоптотических  процессов  в  клетках  костного  мозга.  Так  же 

обнаружено, что гливек приводит к стабилизации апоптоза в клетках костного мозга с 6 

месяца терапии.
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Summary:

The article presents the results of studying of action of a preparation imatinib mesylate (glivec) 

on  апоптотическую  activity  of  cells  of  a  bone  marrow  at  patients  chronic  myelogenous 

leukemia. It is established that glivec in a dose 400mg. at patients with complete hematologic 

response,  the  complete  cytogenetic  and  major  cytogenetic  response  provides  high  activity 

apoptotic processes in bone marrow cells. As it is revealed that glivec leads to stabilisation of 

apoptosis in cells of bone marrow about 6 months of therapy.

Key words: apoptosis, imatinib mesylate (glivec), chronic myelogenous  leukemia.

ВВЕДЕНИЕ

Изучение  хронического  миелолейкоза  (ХМЛ)  привело  к  пониманию  того,  что 

механизмом,  обусловливающим  развитие  заболевания,  является  транслокация  t(9;22)  с 

образованием  химерного  гена  BCR-ABL,  кодирующего  выработку  BCR-ABL-

тирозинкиназы  [1].  Накоплены  экспериментальные  доказательства  в  пользу  того,  что 

экспрессия  белка  Bcr-Abl –  ключевое  событие  в  развитии  ХМЛ  [2].  В  результате 

постоянной активации ABL-тирозинкиназа способствует пролиферации гемопоэтических 

клеток и защищает их от апоптоза, индуцированного различными стимулами [3].

В  ряде  клинических  исследований  была  выявлена  корреляция  между  уровнем 

экспрессии  антиапоптотических  генов  bcl-2 и  bcl-xL в различных опухолевых клетках 

и их высокой устойчивостью к химиотерапевтическим   препаратам   [4]. Полагают,  что 

торможение  апоптоза  может  быть тем механизмом, путем которого опухолевые клетки 

приобретают устойчивость к лекарственным препаратам [5].

В  то  же  время  вопросы  прогнозирования  характера  течения  ХМЛ  по 

апоптотической  активности  клеток  остаются до конца не разрешенными. В частности, 

нет  ответа  на  вопрос,  могут  ли  быть  использованы  характеристики  апоптотической 

активности  клеток  на  этапе  первичной  диагностики   заболевания   для   выработки 

адекватной лечебной тактики. Нет ясности и относительно того, можно ли использовать 

величину апоптотического потенциала клеток для оценки эффективности терапии [6].
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Решение  этих  вопросов  позволит  усовершенствовать  лабораторные  методы 

диагностики  ХМЛ, а  поиск  дополнительных критериев  прогнозирования  заболевания, 

основанных  на  выявлении  апоптотической  активности  в  клетках  костного  мозга 

больных, позволит своевременно выявлять  развитие   химиорезистентности  [7].

Препарат  иматиниб  мезилат  (иматиниб,  гливек),  ингибирующий  bcr/abl-

тирозинкиназу, стал  стандартом терапии больных хроническим миелолейкозом (ХМЛ) 

во  всех  фазах  болезни.  В  серии  экспериментальных  исследований  выявлено,  что 

препарат повышает апоптотическую активность в лейкемических клетках [8].

Целью  данного  исследования  явилась  оценка  влияния  препарата  иматиниб 

мезилат   (Гливек)  на  характер  спонтанного  и  индуцированного  апоптоза  в  клетках 

костного мозга у больных  хроническим миелолейкозом.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Пациенты

Исследование  было  проведено  на  клетках  костного  мозга  35  больных  ХМЛ в 

хронической  фазе,  которые  получали  лечение  иматинибом.  Эффективность  лечения 

оценивали согласно рекомендациям European LeukemiaNet по лечению ХМЛ иматинибом 

и ингибиторами тирозинкиназ II поколения [9]. 

Критерии  ответа  определяли  по  гематологическому  ответу  (ГО)  и 

цитогенетическому ответу (ЦО):

- Полный гематологический ответ (ПГО):  Лейкоциты < 10 × 109/л, базофилы < 

5%,  в  лейкоцитарной  формуле  нет  миелоцитов,  промиелоцитов,  миелобластов,  число 

тромбоцитов < 450×109/л, селезенка не пальпируется. 

Цитогенетический ответ:

- Полный (ПЦО): Ph+ метафаз нет

- Частичный (ЧЦО): 1–35 % Ph+ метафаз

- Малый (МЦО): 36–65 % Ph+ метафаз

- Минимальный (минЦО): 66–95 % Ph+ метафаз

- Отсутствие: > 95 % Ph+ метафаз [10].

По признаку достижения или отсутствия гематологического и цитогенетического 

ответа на терапию больные были разделены на 4 группы. 
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Первую группу составили 6 больных, с впервые выявленным ХМЛ и у которых не 

было  ни  гематологического  (ОГО),  ни  цитогенетического  ответа  (ОЦГО).  Во  вторую 

группу были включены 4 больных ХМЛ с ПГО и малым (МЦГО) или с отрицательным 

цитогенетическим  ответом  (ОЦГО).  В  третью  группу  вошли  13  пациентов  с  ХМЛ, 

достигших ПГО и большого цитогенетического ответа (БЦГО). Четвертая группа была 

образована  12 больными,  у  которых был получен   полный гематологический (ПГО) и 

цитогенетический ответ (ПЦГО).
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Все больные получали иматиниб в дозе 400 мг/сутки. Больные 1-й группы были 

обследованы до начала терапии.  Больные 2-й группы получали иматиниб  в течение 2 

мес.,  3-й - от 5 до 11 месяцев (в среднем 9,9 мес.), 4-й группы – от 6 до 26 месяцев (в 

среднем 15,6 мес.). 

Выделение мононуклеарной клеточной фракции.

Костный  мозг  (1-2  мл)  получали  при  стернальной  пункции.  Выделение 

мононуклеарной клеточной фракции проводили методом центрифугирования в градиенте 

плотности раствора фиколл-верографин с относительной плотностью 1,077 г/мл. 

Связывание акридин оранжа клетками костного мозга.

Об  апоптотической  активности  клеток  костного  мозга  (КМ)  судили  по 

связыванию акридин оранжа (АО). Оценку связывания клеток с АО проводили по методу 

Е.Б.  Ласунской  в  модификации   Зиминой  В.А.[11,12].  Для  обнаружения  клеток, 

находящихся в апоптозе, 5 мкл клеточной суспензии, содержащей в среднем 4×104 клеток, 

помещали  на  предметное  стекло  и  смешивали  с  равным  объемом  раствора   АО  (100 

мкг/мл),  накрывали  покровным  стеклом  и  просматривали  под  масляной  иммерсией. 

Микроскопию  проводили   в  люминесцентном  микроскопе  Leica DM4000  B в  синем 

ультрафиолетовом свете (светофильтр H3). Подсчитывали не менее 100 клеток в разных 

полях зрения. Оценивали процент клеток с типичными для апоптоза признаками.

Индукция  апоптоза.
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Апоптоз  индуцировали  путем  создания  в  среде  инкубации  дефицита 

энергетического субстрата – глюкозы. Ее дефицит вызывали  путем инкубации клеток КМ 

(в среднем, 4,0×104) в минимальном объеме  (50 мкл)  буферного раствора. Для оценки 

спонтанного апоптоза то же  количество клеток инкубировали в оптимальных условиях – 

в  1 мл буферного раствора. Обе пробы выдерживали  в термостате при температуре 37°С 

в течение 18 часов.   После инкубации в обеих пробах  определяли количество клеток, 

связавших  АО.  О  способности  клеток  КМ  вступать  в  апоптоз  судили  по   разнице  в 

количестве клеток, связавших краситель  АО в условиях спонтанного и индуцированного 

апоптоза. 

При   анализе  клеток  в  условиях  флуоресцентной  микроскопии  учитывали 

следующие признаки: размеры ядра (уменьшение), характер   распределения  хроматина 

(конденсация  в  глыбки  неправильной  формы,  уплотнение),  хроматиновые  тела 

(сохранность мембранной изолированности),  характер свечения ДНК.   Апоптотическая 

ДНК выглядит конденсированной ярко-желто-зеленой.  В жизнеспособных клетках  АО 

вызывает   диффузную   зеленую   флуоресценцию  [13].  Характер  свечения  клеток 

представлен на рисунке 1.
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Рис.1. Клетка в состоянии апоптоза (внизу) и жизнеспособная клетка (вверху).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Данные  по  связыванию  АО  клетками  КМ  исследуемых  групп  больных 

представлены в таблице 1. 

Таблица 1. 

Связывание акридин оранжа клетками костного мозга в зависимости от условий 

их культивирования.

    2.3.4  достоверность (<0,005)  различий по сравнению с 2,3 и 4 - группой 
     * достоверность различий по сравнению со значениями спонтанного апоптоза
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Исследуемые  группы 

больных

Количество клеток костного мозга связывающих АО,%

Спонтанный 

апоптоз

Индуцированный 

апоптоз
Прирост    клеток

ОГО, ОЦГО 

(1-я группа n=6)
6,5±0,8 2,3,4 9,5±1,2 *   2,3,4 3,0±0,82,3,4

ПГО, МЦГО (ОЦГО) 

(2-я группа n=4)
9,5±1,3 16,0±1,6 * 6,5±0,61,2

ПГО, БЦГО 

(3-я группа n=13)
11,3±1,3 20,5±1,7 * 9,2±1,0

ПГО, ПЦГО 

(4-я группа n=12)
10,7±1,1 20,8±1,6 * 10,1±0,8
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Как видно из таблицы 1 в каждой группе больных между количеством клеток, 

связавших АО в условиях как спонтанного, так и индуцированного апоптоза  отмечена 

достоверная разница p<0,005.

 У  больных  1-й  группы  прирост  числа  АО  связывающих  клеток  в  ответ  на 

индукцию апоптоза  был самым низким – 3% и статистически отличался от показателей 2, 

3 и 4 групп. Во 2-й группе прирост числа клеток в условиях индукции  апоптоза составил 

6,5% и достоверно был меньше по сравнению с 3-й и 4-й группами. У больных 3-й и 4-й 

группы прирост числа  АО связывающих клеток при индукции апоптоза статистически не 

отличался:  9,2%  в 3-й группе и - 10,1 % в 4-й группе. 

У больных ХМЛ с положительным ответом на терапию иматинибом (гливеком) и 

достижением  ПГО,  ПЦГО  и  БЦГО  прирост  количества  клеток  костного  мозга, 

связывающих  АО, достоверно выше по сравнению с группами 1 и 2,  в которых больные 

не достигли  ЦГО и ПГО.  Показатели  апоптоза не отличаются в группах больных  с 

БЦГО и ПЦГО.

Лечение гливеком приводит к  восстановлению способности клеток к апоптозу, 

что,  по  мнению  многих  авторов,  лежит  в  основе  эрадикации  патологического  клона 

клеток  [14,15,16].  К  похожим  выводам  пришли  другие  авторы:  Е.Ю.  Осипова,  М. 

Благосклонный  и  B.  Smith связывают  эффективность  полихимиотерапии  (ПХТ)  с 

восстановлением способности клеток  различных  опухолей, в частности гемобластозов, к 

апоптозу [17,18,19]. Кроме того, неспособность клеток к вступлению в апоптоз является 

показателем  неэффективности  ПХТ  [20,21,22,23,24].  Имеются  сведения,  что 

интенсивность апоптотических процессов (апоптотический потенциал клеток) позволяет 

оценивать эффект ПХТ [25,26].

По данным зарубежных авторов противоопухолевые эффекты иматиниба связаны 

не только с его способностью восстанавливать апоптоз [27,28]. Так, например  J.  Geay и 

соавторы утверждают,  что   одним из ключевых эффектов гливека является увеличение 

экспрессии хемокинового рецептора практически до нормального уровня [29]. Известно, 

что иматиниб имеет дозозависимый эффект. Увеличение дозы препарата до 800 мг/день 

при отсутствии ПЦГО на дозе 400 мг/день приводило к достижению БЦГО у 40% больных 

[30].
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 В связи с этим нами было проведено сравнение интенсивности реакций апоптоза 

в  клетках  КМ  больных  в  зависимости  от  срока  лечения  иматинибом.  Для  этого 

дополнительно были обследованы 13 впервые выявленных больных, либо не лечившихся, 

либо срок лечения не превышал 1 недели. Полученные данные представлены на рисунке 

2. 
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Рис. 2. Прирост клеток КМ, связывающих АО в условиях индукции апоптоза, в 

зависимости от продолжительности лечения гливеком.        

Как следует из представленных на рис.2 данных,  у впервые выявленных больных 

прирост числа АО+ клеток (клетки, связавшие АО) в ответ на индукцию апоптоза составил 

2,9±0,8%.  У больных,  леченных  иматинибом  в  течение  3  месяцев,   число  АО+  клеток 

увеличивалось до  6,0±1,2%, что соответствует  минимальному уровню по сравнению с 

другими больными, получавших  иматиниб (p<0,005). Прирост числа АО+ клеток в группе 

больных, лечившихся в течение 6 месяцев составил  9,0±1,0%, что   достоверно выше по 

сравнению  с  больными,  срок  лечения  которых  равнялся  3  месяцам.  При  анализе 

остальных  групп  больных  со  сроком  лечения  6  месяцев  и  более  установлено,  что, 

несмотря на увеличение длительности приема иматиниба интенсивность апоптотических 

реакций в клетках КМ больных колеблется в пределах максимальных значений 9 – 10% 

(прирост составил 9,0±1,0%, 9,2±1,3%, 9,9±0,8% и 9,7±1,0%) и существенно  не отличается 

(p>0,05). 
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Наряду с этим были изучены процессы индукции апоптоза у 3 больных ХМЛ с 

успешной  аллотрансплантацией  гемопоэтических  стволовых  клеток  (аллоТГСК). 

АллоТГСК этим больным была проведена в связи с наличием гистосовметимого донора. 

Обращает внимание то,  что у этих больных прирост АО+ клеток,  а так же количество 

апоптотических клеток при спонтанном и индуцированном апоптозе  было значительно 

выше по сравнению с  4-й группой больных (табл.  1),  у  которых был получен  ПГО и 

ПЦГО. В качестве примера приводятся результаты связывания АО клетками КМ  всех 

трех  больных.  У  больного  К.  (18  лет)  число  АО+  клеток  составило  при  спонтанном 

апоптозе - 14%, при индуцированном – 25%, прирост - 11%. У больного С. (42 года) число 

АО+  клеток при спонтанном апоптозе – 13%, при индуцированном –24%, прирост – 11%. 

У больной Л. (40 лет) при спонтанном апоптозе число АО+ связывающих клеток – 12%, 

при индукции – 24%, прирост – 12%. 

Тот  факт,  что  у  больных  ХМЛ  с  ПЦГО  и  ПГО  величина  индуцированного 

апоптоза  ниже, чем у больных с успешной аллоТГСК,  указывает на то, что, во-первых, 

использование  аллогенной  трансплантации  позволяет  добиться  максимальной 

элиминации  минимальной  остаточной  болезни,  и,   во-вторых,  возможно,  что  не  все 

аспекты действия иматиниба расшифрованы. 

В литературе имеются указания на то, что одной из проблем терапии иматинибом 

является  нечувствительность покоящихся клеток -  примитивных лейкемических клеток 

находящихся  в  фазе  G0/G1.  Эти  клетки  составляют   до  0,5%  от  общего  числа  Ph- 

позитивных  клеток.  Точные  механизмы  резистентности  этих  клеток  к  иматинибу  не 

установлены [31,32]. В настоящее время возможность полной эрадикации лейкемических 

клеток  на  фоне  терапии  иматинибом  ставится  под  сомнение  из-за  низкой 

чувствительности примитивных гемопоэтических предшественников к препарату [33,34].
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Таким образом, лечение больных    иматинибом (гливеком) достоверно ускоряет 

процессы апотоза  у  больных ХМЛ. Минимальное количество  АО+  клеток в  состоянии 

апоптоза  было  обнаружено  у  нелеченных  больных.  Увеличение  апоптотической 

активности выявлено при достижении ПГО. Максимальные значения апоптоза выявлены 

у больных с ПГО, ПЦГО и БЦГО. В то же время, нам не удалось обнаружить различий в 

интенсивности  реакций  апоптоза  в  зависимости  от  наступления  ПЦГО  и  БЦГО,  что 

указывает на то, что с момента достижения БЦГО интенсивность апоптоза максимальна. 

Обнаружение  того,  что  количество  клеток  КМ,  связывающих  АО  выше  у  больных  с 

аллоТГСК  (аллотрансплантация  гемопоэтических  стволовых  клеток)  предполагает,  что 

восстановление проапоптотической активности клеток костного мозга может зависеть от 

полного уничтожения опухолевых генов, а не только от их угнетения. 

Полученные  нами  данные  о  влиянии  терапии  гливека  на  величину 

индуцированного  апоптоза  указывают  на  то,  что  достижение  ПЦГО  и  ПГО  через  6 

месяцев  сопровождается  стабилизацией  скорости  индуцированного  апоптоза,  что  в 

целом согласуется с данными European Leukemia Net о получении оптимального ответа 

на терапию иматинибом [9].

Прирост количества АО+  клеток, в ответ на индукцию, может использоваться в 

качестве  дополнительного  критерия  ответа  на  лечение  иматинибом  и  быть 

доказательным до 6 месяца лечения,   пока  показатели индуцированного апоптоза   не 

выйдут на плато (рис.2). 

ВЫВОДЫ

1.  У  больных  хроническим  миелолейкозом,   положительно  ответивших на 

терапию, индукция  апоптоза  в  культуре клеток костного мозга приводит к увеличению 

количества акридинсвязывающих  клеток. 

2.  При  химиорезистентных  формах  ХМЛ  апоптотическая  активность 

опухолевых  клеток  низкая,  что  предопределяет  их  низкую  чувствительность  к 

химиотерапии. 

3.  Определение  у  больных  ХМЛ  количества   клеток   костного   мозга, 

связывающих   акридин   оранж,    может  быть  использовано  в  качестве  одного  из 

критериев  для оценки эффективности противоопухолевой терапии.
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