
Медицинская Иммунология
2005, Т. 7, № 4, стр 381&384
© 2005, СПб РО РААКИ

381

КЛИНИЧЕСКОЕ ЗНАЧЕНИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ
ЭКСПРЕССИИ ГЕНА BCL*2 ДЛЯ ПРОГНОЗА
И МОНИТОРИНГА ОСТРОЙ ФОРМЫ
РЕАКЦИИ «ТРАНСПЛАНТАТ*ПРОТИВ*
ХОЗЯИНА» ПРИ АЛЛОГЕННЫХ ТСГК
Зарайский М.И.

Адрес для переписки:
Зарайский М.И.
197089, Санкт&Петербург, ул. Льва Толстого, д.6/8.
Тел.: 234&67&23, факс 234&06&16.
E&mail: mzaraiski@yandex.ru

Оригинальные статьи

Санкт&Петербургский Государственный медицинский университет им. акад И.П. Павлова, Россия

Резюме. Целью работы явилось изучение экспрессии гена bcl&2 у пациентов с аллогенной неродствен�
ной трансплантацией стволовых гемопоэтических клеток (аНТСГК) для оценки динамики острой формы
реакции «трансплантат�против�хозяина» (оРТПХ).

Объектом исследования служила тотальная РНК 19 пациентов с онкогематологическими заболевания�
ми, выделенная до аНТСГК (Д�Т), на день восстановления лейкоцитов после кондиционирования (Д�В) и
на Д+30. Оценка экспрессии проводилась по оригинальному полуколичественному ОТ�ПЦР протоколу,
предусматривающему сравнительный анализ электрофоретических сигналов при коамплификации иссле�
дуемого и референц�гена (бета�актин). Было показано, что в точках Д�Т и Д�В уровень экспрессии гена bcl&
2 у пациентов, у которых оРТПХ развилась в пост�НТСГК периоде, был примерно в 2 раза выше, чем в
группе без оРТПХ (Р=0,011 и Р=0,012, соответственно). Далее, в точках Д�В и Д+30 пациенты были разде�
лены на две группы: I – пациенты, у которых на данных этапах определялись клинические проявления
оРТПХ, и II – пациенты, у которых к данному сроку оРТПХ не развилась. В точке Д�В у пациентов I груп�
пы экспрессия гена bcl&2 была значительно выше, чем в группе II (Р=0,05). Напротив, в точке Д+30 у паци�
ентов с оРТПХ данный параметр был почти в два раза ниже по сравнению с пациентами группы II (Р=0,016).
Таким образом, мониторинг экспрессии гена bcl&2 позволяет достоверно прогнозировать развитие оРТПХ
и корректировать стратегию иммуносупрессивной терапии, особенно на ранних этапах после аНТСГК.

Ключевые слова:  трансплантация, ген bcl&2, острая РТПХ.

Zaraiski M.I.
CLINICAL SIGNIFICANCE OF BCL�2 GENE EXPRESSION FOR THE PROGNOSIS
AND MONITORING OF ACUTE GRAFT�VERSUS�HOST�DISEASE (AGVHD) IN ALLO�HSCT
Abstract. Our general purpose was to investigate bcl&2 gene expression in patients treated by allogeneic unre�

lated haematopoietic stem cells transplantation (aUHSCT) for the evaluation of aGvHD. Total RNA from the
leukocytes of 19 oncohaematological patients was collected before starting the conditioning regimen (D�T), at the
day of hematological recovery (D�R) and at the D+30. An original RT�PCR protocol was developed, by quantify�
ing the signals from the target genes, as compared to beta�actin as a reference gene. We have shown that the levels
of bcl&2 expression in aGVHD patients were higher, as compared to aGVHD�free patients at D�T (Р=0,011), like
as D�R (Р=0,012) time�points. The patients at the D�R and D+30 were divided into two groups, either with or
without clinical signs of aGvHD at these observation terms (resp., groups I and II). At D�R point, bcl&2 expression
in the 1st group was two�fold higher, than in the patients of second group (P=0,05). By the contrary, bcl&2 expres�
sion by the D+30 in group I was two�fold lower, as compared to the patients of second group (Р=0,016). Thus, we

suggest the monitoring of bcl&2 expression to be of cer�
tain clinical significance. This criterion could be used as
additional approach to prediction of aGVHD develop�
ment and adjustment of immunosuppressive therapy.
We also suppose that the role of the bcl&2 in the patho�
genesis of aGvHD should be analyzed in more details.
(Med. Immunol., 2005, vol.7, № 4, pp 381�384)



382

Медицинская ИммунологияЗарайский М.И.

Введение
Острая форма реакции «трансплантат�против�хо�

зяина» (оРТПХ) остается одним из тяжелых ослож�
нений аллогенных трансплантаций стволовых гемо�
поэтических клеток (аТСГК) [5]. Несмотря на исполь�
зование различных препаратов и терапевтических
схем профилактики и лечения частота встречаемос�
ти данного осложнения остается на очень высоком
уровне [6]. Основной причиной, инициирующей раз�
витие оРТПХ, является различная степень несоответ�
ствия между системами тканевой совместимости у
донора и реципиента [1]. Вследствие этого происхо�
дит специфическая активация клеток иммунной сис�
темы. Как известно, для реализации своих эффектор�
ных функций эти клетки должны получить два основ�
ных сигнала – специфический стимул и сигнал, за�
пускающий механизм апоптоза [4]. Продолжитель�
ность функционирования активированных клеток
определяется эффективностью антиапоптотических
систем. bcl&2 является одним из основных представи�
телей семейства белков, контролирующих процессы
апоптоза в клетках иммунной системы. Совместно с
проапоптотическим белком BAX он образует димер�
ные каналы в различных клеточных мембранах (ми�
тохондриальных, ядерных и мембранах эндоплазма�
тического ретикулума), препятствуя прохождению
ионов кальция и Цитохрома С из митохондрий в ядро.
Данные субстраты необходимы для активации и реа�
лизации внутриядерных механизмов апоптоза [2].
Таким образом, повышение экспрессии гена bcl&2 от�
ражает степень специфической стимуляции лимфо�
цитов и, следовательно, является ранним показателем
специфической активации этих клеток на иницииру�
ющих этапах развития оРТПХ. Изучение клиничес�
кой значимости экспрессии гена bcl&2 на ранних сро�
ках после аТСГК у онкогематологических больных
для прогнозирования и оценки динамики оРТПХ и
явилось целью настоящей работы.

Материалы и методы
В исследование были включены 19 пациентов с

онкогематологическими заболеваниями, получав�
шими в качестве основного лечения аллогенную не�
родственную трансплантацию стволовых гемопо�
этических клеток (Рис. 1).

Стадирование клинических проявлений острой
РТПХ от 0 до 4 проводилось по общепринятым кри�
териям, предложенным Glucksberg H. с соавторами
в 1974 г. [3].

Полуколичественное определение экспрессии гена bcl&
2 проводилось при помощи ОТ�ПЦР метода. Тоталь�
ная РНК выделялась из клеток крови с помощью сор�
бентно�колоночного метода с использованием набора
QIAamp RNA Mini Kit (QIAGEN, Германия), соглас�
но прилагаемой инструкции.

Приготовление кДНК проводилось с использо�
ванием набора 1st Strand cDNA Synthesis Kit for RT�
PCR (Boehringer Mannheim, США), в модификации
для рандомизированных праймеров, с использова�
нием фермента обратной транскриптазы M�MLV RT
(GibcoBRL, Шотландия). Реакция амплификации
проводилась по стандартной четырехпраймерной
схеме (Табл. 1) на амплификаторе GeneAmp PCR
System 9700 (Applied Biosystem, США). Одна пара
праймеров амплифицировала участок гена bcl&2 (151
п.н.о.), другая – участок гена бета�актина (241 п.н.о.).
Последний использовался в качестве референц�гена
для полуколичественной оценки экспрессии иссле�
дуемого гена. Все праймеры были подобраны с по�
мощью компьютерной программы PrimerExpress 3.0
for Macintosh и синтезированы в НПФ «Литех»,
Москва. ПЦР�смесь в объеме 10 мкл содержала – 100
нГ кДНК, 0,4 мкМ каждого праймера, 200 мкМ каж�
дого дНТФ и 0,4 Ед Taq�полимеразы. Амплификац�
ционный профиль был следующий: первичная дена�
турация 95оС – 2 мин, 35 циклов: 95оС – 50 сек, 55оС
– 50 сек, 72оС – 1 мин, заключительная достройка –
72оС – 7 мин. После амплификации ПЦР�продукт
подвергали электрофорезу в агарозном геле с после�
дующей окраской в растворе бромистого этидия.

Затем полученные гели фотографировались и
анализировались компьютерной программой GelPro
32, позволяющей проводить сравнительную оценку
интенсивности электрофоретических сигналов. Сиг�
нал от бета�актина оценивался в 100%, таким обра�
зом, расчетный процент интенсивности сигнала от
гена bcl&2 отражал степень его экспрессии и был оп�

Табл.1. НУКЛЕОТИДНЫЕ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТИ ИСПОЛЬЗОВАННЫХ ПРАЙМЕРОВ
Специфичность праймера Нуклеотидная последовательность Размер ампликона (п.н.о.) 

BCL-2 F 5-GTGGCCTTCTTTGAGTTCGGT-3 
BCL-2 R 5-CACCTACCCAGCCTCCGTTA-3 

151 

Бета-актин F 5-CAGCAGATGTGGATCAGCAAG-3 

Бета-актин R 5-TGCTGTCACCTTCACCGTTC-3 
241 

ОМЛ; 3

ХМЛ; 3

НХЛ; 2

ОЛЛ; 11

Рис. 1. Распределение пациентов по нозологическим груп*
пам (количество пациентов). Примечание: ОЛЛ – острый лимфоб=
ластный лейкоз, ОМЛ – острый миелобластный лейкоз, ХМЛ – хрони=
ческий миелобластный лейкоз, НХЛ – неходжкинская лимфома.
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ределен нами как относительный
уровень активации (ОУА) гена.

Статистическая обработка по�
лученных результатов проводи�
лась с использованием «Т�теста»
для непараметрических данных
при помощи компьютерной про�
граммы Winstat 3.1. для Windows.

Результаты
На начальном этапе работы

проводилась оценка клиничес�
кой значимости экспрессии гена
bcl&2 для раннего прогнозирова�
ния развития острой формы
РТПХ. Для этого все пациенты
были разделены на две группы.
В первую группу (n=14) были
включены пациенты, у которых
оРТПХ независимо от стадии (1
– 4) и клинической формы  раз�
вилась на различных сроках
после ТСГК. Группу сравнения
(n=5) составили больные, у ко�
торых в пост�ТСГК периоде не
наблюдались клинические про�
явления оРТПХ. В обеих груп�
пах исследование уровня эксп�
рессии гена bcl&2 проводили в
трех временных точках: «Д�Т» –
до начала режима кондициони�
рования, «Д�В» – на момент вос�
становления количества лейко�
цитов в периферической крови более 0,5х109/л пос�
ле режима кондиционирования и «Д+30» – на 30�й
день после ТСГК. Данные по усредненным относи�
тельным уровням активации (ОУА) исследуемого
гена представлены на рис. 2.

Как видно из представленных графиков на всех
этапах исследования уровень экспрессии гена bcl&2
у пациентов, у которых оРТПХ развилась в пост�
ТСГК периоде, был повышен по сравнению с груп�
пой сравнения. Однако, только в двух точках «Д�Т»
и «Д�В» это повышение было статистически значи�
мым (Р=0,011 и Р=0,012, соответственно).

Кроме оценки прогностической роли уровня эк�
спрессии гена bcl&2 мы изучали участие данного гена
в патогенезе острой формы РТПХ. Для этого было
проведено определение уровней активации гена у
пациентов в зависимости от оРТПХ�статуса на мо�
мент исследования.

В точках «Д�В» и «Д+30» пациенты были разде�
лены на две группы: I – пациенты, у которых на дан�
ных этапах определялись клинические проявления
оРТПХ, и II – пациенты, у которых к данному сроку
острая форма РТПХ не развилась. Данные по уров�

ням экспрессии гена BCL�2 в этих группах представ�
лены на рис. 3.

Как видно, различия по уровню экспрессии ис�
следуемого гена в обеих группах были статистичес�
ки значимы, однако, отмечались следующие особен�
ности. Так в точке «Д�В» у пациентов с ранними
клиническими проявлениями оРТПХ, наступивши�
ми до момента восстановления уровня лейкоцитов
в периферической крови, ОУА гена bcl&2 был зна�
чительно выше (ОУА = 57,55), чем в сравниваемой
группе (ОУА = 24,07; Р=0,05). С другой стороны, в
точке «Д+30» у пациентов с оРТПХ, развившейся
к 30�у дню, данный параметр показал абсолютно
противоположное соотношение, снизившись почти
в два раза (ОУА = 15,60) по сравнению с пациента�
ми без проявлений осложнения (ОУА = 33,34;
Р=0,016).

Обсуждение
Как известно, уровень экспрессии гена bcl&2 от�

ражает степень активации клеток иммунной систе�
мы чужеродным агентом. В случае ТСГК таким сти�
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Рис. 2. Динамика уровня экспрессии гена bcl*2 (ОУА) на разных сроках после ТСГК в
зависимости от оРТПХ*статуса
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Рис. 3. Уровень экспрессии гена bcl*2 (ОУА) у пациентов в зависимости от оРТПХ*
статуса на момент исследования
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мулом являются клетки донора или наличие у паци�
ентов инфекционных осложнений. Кроме того, не�
маловажным аспектом активации данного гена яв�
ляется включение его в патогенез лимфопролифера�
тивных заболеваний.

В предварительных исследованиях (данные не
представлены) мы изучили различия ОУА гена bcl&
2 в обследованной выборке в зависимости от нали�
чия инфекции (вирусной или невирусной природы)
у пациентов и их нозологического статуса. Получен�
ные результаты не показали статистически значимых
различий. Таким образом, было предположено, что
все изменения в экспрессии гена должны в большей
степени определяться иммунным конфликтом меж�
ду клетками пациента и донора, каким является
оРТПХ.

Механизм повышения исходного уровня экспрес�
сии гена bcl&2 у пациентов до начала кондициониро�
вания рассматривался нами в контексте предыдущих
курсов химиотерапии. Как известно, при проведении
последней в организме пациента вследствие массив�
ного разрушения опухолевой массы образуется боль�
шое количество измененных белков, которые распоз�
наются иммунной системой как чужеродные. Это при�
водит к активации лимфоидных клеток и повышению
продукции белка bcl&2. Таким образом, исследование
ОУА данного гена до начала режима кондициониро�
вания, особенно у пациентов, недавно получавших
полихимиотерапию, позволят на раннем этапе выде�
лить группу высокого риска развития оРТПХ.

Связь повышения экспрессии гена bcl&2 у паци�
ентов на момент восстановления уровня лейкоцитов
в периферической крови с риском развития оРТПХ
рассматривалась нами с двух точек зрения. С одной
стороны, активация лимфоцитов донора происходит
на фоне высокодозной терапии по вышеописанному
механизму. С другой стороны, лимфоидные клетки,
как донора, так и реципиента реагируют на неизбеж�
ное в аллогенной системе несоответствие систем тка�
невой совместимости. Отсрочка клинических прояв�
лений, в основном, определяется эффективностью
иммуносупрессивной терапии.

Изучение патогенетической роли активации
гена bcl&2 в развитии оРТПХ показало следующее.
Значимое повышение экспрессии данного гена пос�
ле ТСГК, отмечавшееся у пациентов, у которых
оРТПХ независимо от клинической формы разви�
валась на ранних сроках (до Д+30), отражало про�
цессы специфической стимуляции лимфоидных
клеток на фоне  иммунологического конфликта.
Напротив, развитие оРТПХ на 30�й – 35�й день от
ТСГК, характеризовалось статистически достовер�
ным снижением уровня экспрессии bcl&2 по срав�

нению с пациентами без клинических проявлений
данного осложнения. Мы полагаем, что данный
феномен может быть обусловлен не супрессорны�
ми механизмами, а процессом перераспределения
активированных клеток в организме. Патологичес�
кий фокус РТПХ находится в тканях (кожа, печень,
кишечник и др.) и формируется под воздействием
селективного «хоминга» специфически активиро�
ванных лимфоцитов,  количество которых в пери�
ферической крови падает.

Таким образом, изучение динамики уровня экс�
прессии гена bcl&2 у пациентов независимо от нозо�
логии позволяет не только достоверно прогнозиро�
вать развитие острой РТПХ, но и корректировать
стратегию иммуносупрессивной терапии, особенно
на ранних этапах после ТСГК.
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