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Введение. RARα является транскрипционным фактором, играющим важную роль в таких процессах, как пролиферация, диф-
ференцировка и апоптоз клеток в норме и в опухоли. В то же время мало что известно о значении экспрессии двух основных 
продуктов транскрипции гена RARα — изоформ RARα1 и RARα2 — в патогенезе солидных и несолидных опухолей, в том числе и 
множественной миеломы (ММ). Полученные к настоящему времени данные свидетельствуют о неоднозначности того вкла-
да, который вносят изоформы RARα1 и RARα2 в процессы опухолеобразования и прогрессии злокачественных опухолей.
Результаты. Мы обнаружили, что более высокий уровень экспрессии изоформы RARα2 в сочетании с увеличенной экспрес-
сией изоформы RARβ4 (группа 1) статистически достоверно ассоциировался с меньшим снижением концентрации белка 
Бенс-Джонса в моче пациентов в результате проведенного лечения и, следовательно, меньшей эффективностью ответа 
на стандартное лечение по протоколу M-2 по сравнению с группой 2, в которую были включены больные с более низкими 
уровнями экспрессии RARα2 и RARβ4 (32,8 и 62,8% для групп 1 и 2 соответственно; p = 0,037). Анализ показателей выживае-
мости исследованных пациентов групп 1 и 2 продемонстрировал, что медиана общей выживаемости пациентов из группы 
1 была достоверно ниже, чем у пациентов, включенных в группу 2 (30 и 84 мес соответственно; p = 0,046).
Заключение. Наши результаты показывают, что повышенный уровень экспрессии в первую очередь изоформы RARα2 в 
сочетании с гиперэкспрессией изоформы RARβ4, но не RARα1 может иметь неблагоприятное значение при оценке ответа 
на лекарственную терапию и прогнозе общей выживаемости у пациентов с ММ.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  изоформы RARα1 и RARα2; экспрессия генов; ответ на лекарственную терапию; множествен-
ная миелома.
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Introduction. The RARα is a transcription factor playing important role in such processes as proliferation, differentiation and 
apoptosis of cells in norm and in tumor. At the same time, it is little known about significance of expression of two major products 
of transcription of gene RARα - isoforms RARα1 and RARα2 - in pathogenesis of solid and non-solid tumors, including multiple 
myeloma. The actual data testify ambiguity of input made by isoforms RARα1 and RARα2 into processes of tumor development and 
progression of malignant tumors. 
The results. It was established that higher level of expression of isoform RARα2 in combination with increased expression of isoform 
RARβ4 (group 1) statistically reliable associated with lesser decreasing of concentration of Bence Jones protein in urine of patients in the 
result of applied treatment and, therefore, lesser effectiveness of response to standard treatment according protocol M-2 in comparison 
with group II which included patients with lesser levels of expression of RARα2  and RARβ4 (32.8% and 62.8% for groups I and II 
correspondingly; p=0.037). The analysis of indices of survival of examined patients in groups I and II demonstrated that median of total 
survival of patients from group I was reliably lower than in patients included into group II (30 and 84 correspondingly; p=0.046).
Сonclusion. The results of study demonstrate that increased level of expression in the first instance of isoform RARα2 in combination 
with hyper-expression of isoform RARβ4 but not RARα1 can have unfavorable significance in case of evaluation of response to 
medicinal therapy and prognosis of total survival in patients with multiple melanoma.
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Введение. Множественная миелома (ММ) — злокаче-
ственное лимфопролиферативное заболевание из группы ге-
мобластозов. В основе патологических изменений при ММ 
лежат разнообразные нарушения плазматических клеток, 
представляющих собой конечное звено в дифференцировке 
В-клеток лимфоидного ряда гемопоэза [1]. Вследствие это-
го трансформированные плазматические клетки начинают 
активно синтезировать и секретировать различные типы па-
тологического иммуноглобулина (парапротеина), обнаружи-
ваемого в сыворотке крови и моче больных ММ [2].

Для ММ, как и для других солидных и несолидных опу-
холей, характерна высокая степень интраклональной гете-
рогенности, обусловливающей прогрессию заболевания и 
формирование резистентности к лекарственной терапии [3]. 
Следует отметить, что неконтролируемый рост малигнизиро-
ванных плазматических клеток, продукция ими опухолевого 
парапротеина, а также значительная внутриклональная гете-
рогенность при ММ являются, в конечном счете, следстви-
ем дисрегуляции рост-индуцирующих и рост-супрессивных 
сигналов на клеточном и тканевом уровнях [4].

Одним из важных регуляторов пролиферативной актив-
ности клеток в нормальных условиях и при онкогенезе слу-
жит ядерный рецептор ретиноевой кислоты rara (retinoic 
acid receptor a), функционирующий в виде двух главных изо-
форм — rara1 и rara2 [5, 6]. Изоформы rara1 и rara2 
образуются в процессе транскрипции с общего гена RARa, 
но с разных промоторов, названных p1 и p2 и локализован-
ных выше первого и третьего экзонов соответственно [7].

Несмотря на то, что структурные особенности изоформ 
rara1 и rara2, а также продуктов их альтернативного сплай-
синга детально изучены, функциональное значение rara1 и 
rara2 остается практически не исследованным [8]. Так, бы-
ло показано, что в эстроген-зависимых линиях рака молочной 
железы T47d и Zr-75-1 подавление экспрессии rara1 (но не 
rara2) приводило к уменьшению количества клеток в s-фазе 
и, следовательно, пролиферации [9]. В то же время, в другой 
работе, выполненной также на клетках рака молочной желе-
зы, было выявлено негативное влияние экспрессии изоформы 
rara1 на их пролиферативную активность [10].

Таким образом, можно заключить, что имеющиеся лите-
ратурные данные по этой проблеме крайне немногочислен-
ны, а полученные результаты зачастую носят противоречи-
вый характер. В связи с этим изучение роли, которую играют 
изоформы rara1 и rara2 в патогенезе ММ, а также иссле-
дование их значения в клинике ММ представляют несомнен-
ный интерес как с теоретической, так и с практической 
точек зрения.

Цели и задачи. В данной работе мы исследовали зна-
чение экспрессии мРНК изоформ a1 и a2 гена рецептора 
ретиноевой кислоты rara у больных с впервые выяв-
ленной ММ и сопоставили полученные данные с эффек-
тивностью ответа на лекарственную терапию, а также с 
общей выживаемостью у исследованных больных.

Материал и методы. В исследование были включе-
ны 15 больных с впервые выявленной ММ (6 мужчин и 
9 женщин) в возрасте от 37 до 75 лет. У всех пациентов 
была диагностирована ММ iii стадии. Диагноз устанав-
ливали на основании жалоб, связанных с основным забо-
леванием: боли в костях различной интенсивности, боли 
в поясничном отделе позвоночника, обусловленные ко-
решковым синдромом. Диагноз подтверждали цитологи-
ческим исследованием аспиратов костного мозга, где вы-
являлась плазмоклеточная инфильтрация у всех больных, 
а также иммунохимическим исследованием белков сыво-
ротки крови и мочи. По изотипу патологического иммуно-
глобулина iggk выявили у 8 пациентов, iggl — у 2, igАk 
— у 1, igМk — у 1, iggk + bJk — у 2, iggl + bJl — у 1. 

Всем больным была проведена рентгенография костей ске-
лета в двух проекциях. Генерализованный остеолитический 
синдром диагностирован у 10 из 15 больных. Стадирование 
проводили по общепринятой методике b. durie и s. salmon 
[11]. Индукционный период лечения включал от 6 до 8 кур-
сов цитостатической терапии по протоколу m-2 (винкристин 
по 1,2 мг/м2 внутривенно (в/в), кармустин по 20 мг/м2 в/в, 
мелфалан по 8 мг/м2 внутрь, циклофосфан по 400 мг/м2 в/в, 
преднизолон по 40 мг/м2 внутрь). Поддерживающую тера-
пию проводили по протоколу М-2 1 раз в 3 мес.

Материалом для исследования была мононуклеарная фрак-
ция клеток, которую получали путем разделения костномоз-
говых пунктатов в градиенте плотности фиколла («ПанЭко»,  
Россия). Тотальную РНК выделяли с помощью Trizol reagent 
(mrc, США). Все процедуры подробно описаны нами ранее 
[12]. Для синтеза кДНК в ходе обратной транскрипции ис-
пользовали праймер oligo-dT(18) (mbi fermentas, Литва). Ком-
поненты и условия реакции описаны ранее [12].

Полимеразную цепную реакцию в реальном времени 
(ПЦР-РВ) проводили на амплификаторе bio-rad cfX (bio-
rad, США) с использованием интеркалирующего красителя 
eva green (bioTium, США) по следующей схеме: 95°c в 
течение 5 мин — 1 цикл, и далее 39 циклов: денатурация — 
95°c, 20 с; отжиг праймеров — 59°c, 25 с; синтез — 72°С, 
20 с. Для нормирования данных использовали экспрессию 
гена «домашнего хозяйства» gapdh. Относительный уро-
вень экспрессии каждого гена определяли по значению Dct 
по формуле: [Dct = ct (GAPDH) - ct (исследуемого гена), где 
ct  — минимальный пороговый цикл гена в экспоненциаль-
ной фазе амплификационной кривой]. Относительную раз-
ницу в уровнях экспрессии генов определяли по формуле 2n 
(где n — значение Dct исследуемого гена). Все эксперименты 
выполнены трехкратно. Нуклеотидные последовательности 
праймеров приведены в таблице.

Статистическую обработку результатов проводили, ис-
пользуя программное обеспечение graph pad prism 5.02. Ре-
зультаты представлены как М ± ЕМ (где М — среднее арифме-
тическое выборки, а ЕМ — стандартная ошибка средней). Ста-
тистическую значимость определяли с помощью t-критерия 
Стьюдента или непараметрического критерия Манна—Уитни 
при значении p < 0,05. Корреляционные зависимости опреде-
ляли с помощью критериев Пирсона (r) или Спирмена (R). Рас-
чет кривых общей выживаемости проводили методом Каплан-
Майера, статистически значимую разницу в выживаемости 
определяли с помощью теста Мантеля—Кокса.

Последовательность праймеров, использованных в ПЦР-РВ

Ген Последовательность Размер 
продукта, 
пар осно-

ваний

RARα1 5’- gccaggcgcTcTgaccacTc- 3’ (for) 222
5’- agcccTTgcagcccTcacag-3’ (rev)

RARα2 5’- acTccgcTTTggaaTggcTcaaac- 3’ (for) 182
5’- agcccTTgcagcccTcacag-3’ (rev)

RARβ2 5’- TTcccTcacTcTgccagcT- 3’ (for) 86
5’- cgagTTccTcagagcTggTg -3’ (rev)

RARβ4 5’- TTggaaggagaacTTgggaTc -3’ (for) 71
5’- TcaaTTgcaTTTTccaggcT -3’ (rev)

GAPDH 5’- cTgggcTacacTgagcacc -3’ (for) 101
5’- aagTggTcgTTgagggcaaTg -3’ (rev)

П р и м е ч а н и е : for — последовательность прямого праймера, rev —  
последовательность обратного праймера.
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Результаты. При анализе уровней экспрессии изоформ 
rara1 и rara2 у исследованных больных оказалось, что изо-
формы rara1 и rara2 экспрессируются у всех 15 больных, 
однако уровень экспрессии изоформ rara1 и rara2 отли-
чался значительной вариабельностью (рис. 1, а). Так, уровень 
экспрессии изоформы rara1 находился в диапазоне от -14,75 
до -2,65 (-10,2 ± 0,93) и превалировал над экспрессией изофор-
мы rara2 у 13 из 15 больных (86,7%). В то же время у 2 из 
15 больных (13,3%) уровни экспрессии обеих изоформ были 
практически сопоставимы и являлись одними из самых высо-
ких в общей группе больных. Как видно из рис. 1, б, сравнение 
суммарных уровней экспрессии изоформ rara1 и rara2 по-
казало, что среднее значение Dct экспрессии изоформы rara1 
было достоверно выше относительно среднего значения Dct 
экспрессии изоформы rara2 (в 23,6 раза; p = 0,012).

В связи с тем, что ген RARβ является rara индуцибель-
ным геном, и его экспрессия обнаруживается измененной 
при многих типах злокачественных опухолей, на следующем 
этапе нашей работы мы исследовали экспрессию двух изо-
форм гена RARβ — rarb2 и rarb4. Мы определили, что 
суммарные уровни экспрессии изоформ rarb2 и rarb4 в 
общей группе практически не отличались (рис. 2, а). Одна-
ко при сравнении индивидуальных значений Dct изоформ 
rarb2 и rarb4 каждого пациента оказалось, что у 8 из 15 
больных уровень экспрессии изоформы rarb4 превалиро-
вал над экспрессией изоформы rarb2 (группа 1), в то время 

как у 7 больных (группа 2) была отмечена противоположная 
тенденция: Dct экспрессии изоформы rarb2 была выше, чем 
Dct экспрессии изоформы rarb4 (рис. 2, б). Кроме того, мы 
обнаружили положительную корреляцию между экспрес-
сией изоформ rara1 и rarb2 (r = 0,68; p = 0,0055), но не 
между rara1 и rarb4. Экспрессия изоформы rara2 стати-
стически достоверно коррелировала с экспрессией изофор-
мы rarb4 (r = 0,67; p = 0,007).

Далее мы проанализировали изменение уровней экспрес-
сии изоформ rara1 и rara2 в группах, различающихся 
по экспрессии изоформ rarb2 и rarb4. Так, для группы 1 
(rarb4 > rarb2) аддитивный показатель экспрессии изо-
формы rara1 был незначительно повышен (в 1,95 раза;  
p = 0,62) по сравнению с группой 2 (rarb4 < rarb2). Вместе 
с тем мы обнаружили кардинальное различие групп 1 и 2 по 
экспрессии изоформы rara2: совокупный уровень экспрессии 
изоформы rara2 был в 10,95 раза выше у больных с преоб-
ладанием экспрессии изоформы rarb4 над rarb2 (группа 1) в 
отличие от пациентов из группы 2, у которых экспрессия rarb2 
была повышена относительно изоформы rarb4 (рис. 3).

Известно, что снижение концентрации опухолевого па-
рапротеина в моче больных (белок Бенс-Джонса) является 
одним из важнейших маркеров ответа на проводимую про-
тивоопухолевую терапию при ММ [13]. Наши данные пока-
зывают, что среднее значение снижения концентрации белка 
Бенс-Джонса в группе 1, в которую были включены пациен-
ты с гиперэкспрессией изоформ rara2 и rarb4, равнялось 
32,8% и было статистически достоверно ниже аналогичного 
показателя для группы 2 (62,8%; p = 0,037), пациенты из ко-
торой характеризовались сниженными значениями Dct экс-
прессии этих изоформ относительно группы 1 (рис. 4, а).

Рис. 1. Экспрессия изоформ rarα1 и rarα2 у пациентов с впервые выявленной ММ.
а — гистограмма распределения пациентов по уровням экспрессии изоформ rarα1 и rarα2; б — аддитивные показатели экспрессии изоформ rarα1 
и rarα2 в общей группе из 15 обследованных пациентов; * — p < 0,05.
Здесь и на рис. 2, 3 по оси абсцисс — порядковые номера больных; по оси ординат — значения Δct в виде количества циклов.

Рис. 2. Экспрессия изоформ rarβ4 и rarβ2 у пациентов с 
впервые выявленной ММ.
а — аддитивные показатели экспрессии изоформ rarβ4 и rarβ2 в об-
щей группе из 15 обследованных пациентов; б — дифференциальный 
характер экспрессии изоформ rarβ4 и rarβ2 в общей группе больных; 
** — p < 0,01; ***  —  p< 0,001.

Рис. 3. Экспрессия изоформ rarα1 и rarα2 в группах 1 и 
2, различающихся по уровням экспрессии изоформ rarβ4 и 
rarβ2.
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Сравнение показателей общей выживаемости в группах 1 и 
2 также выявило значительное различие между ними. Медиана 
общей выживаемости больных, включенных в группу 1, равня-
лась 30 мес и была статистически достоверно более чем в 2 раза 
ниже данного параметра, определенного для группы 2 (рис. 4, 
б). В то же время мы не обнаружили статистически значимой 
корреляции между общей выживаемостью и величиной отве-
та на проведенное лечение в общей группе из 15 больных (r = 
-0,046; p = 0,88). Также мы не выявили достоверной корреляции 
между общей выживаемостью больных и концентрацией пато-
логического иммуноглобулина (r = 0,21; p = 0,47).

Обсуждение. ММ характеризуется латентным течением и 
обнаруживается, как правило, на поздних стадиях с ярко выра-
женной клинической симптоматикой [14]. Эффективность со-
временных режимов полихимиотерапии в сочетании с аутоло-
гичной трансплантацией костного мозга позволяет в ряде слу-
чаев увеличить медиану общей выживаемости в сравнении с 
применявшимся в течение нескольких десятилетий сочетанием 
«мелфалан—преднизолон» [15—18]. Однако ММ по-прежнему 
остается инкурабельным заболеванием, а медиана общей вы-
живаемости для данной нозологии в основном не превышает 
3—4 лет. Эти обстоятельства создают предпосылки для поис-
ка и изучения новых маркерных факторов, которые могли бы 
иметь важное значение при выборе оптимальных режимов ле-
карственной терапии ММ и служить возможными мишенями 
для известных и вновь синтезируемых таргетных препаратов.

В своей работе мы исследовали значение экспрессии изо-
форм rara1 и rara2 у первичных больных ММ. Экспрес-
сия изоформ rara1 и rara2 была детектирована у всех 15 
исследованных пациентов, однако у большинства из них экс-
прессия изоформы rara1 превалировала над экспрессией 
изоформы rara2 с разницей между суммарными уровнями 
Dct более чем в 20 раз (см. рис. 1, б). Полученные данные, ве-
роятно, указывают на то, что изоформа rara1 (но не rara2) 
является доминантно экспрессируемой изоформой, образую-
щейся в процессе транскрипции с общего гена rara. Наши 
результаты частично подтверждаются работой s. Wang и др., 
которые установили, что экспрессия изоформы rara2 об-
наруживается у ~ 30% больных с впервые выявленной ММ, 
тогда как экспрессия изоформы rara1 была выявлена у всех 
исследованных ими пациентов [19].

Известно, что одним из важнейших rara-таргетных генов 
является ген рецептора ретиноевой кислоты RARβ [20]. Следу-

ет отметить, что в результате альтернативного сплайсинга гена 
RARβ происходит образование двух главных изоформ rarb — 
rarb2 и rarb4, обладающих антагонистичными функциями 
[21]. Кроме того, ранее мы установили, что дифференциальный 
характер экспрессии изоформ rarb2 и rarb4 может служить 
новым прогностическим фактором в оценке общей выживаемо-
сти больных ММ [22]. В связи с этим в дальнейшем мы оцени-
ли экспрессию изоформ rarb2 и rarb4 у исследованных нами 
больных и сопоставили полученные данные с изменениями экс-
прессии изоформ rara1 и rara2.

Мы обнаружили, что в исходной группе у 53,3% паци-
ентов превалировала экспрессия изоформы rarb4, что рас-
сматривается в качестве неблагоприятного прогностическо-
го фактора. При этом приблизительно у половины больных 
(46,7%) наблюдалась обратная картина: значительное сни-
жение экспрессии изоформы rarb4 в сочетании с гиперэк-
спрессией изоформы rarb2. Высокий уровень экспрессии 
rarb2, ассоциированный с низкой экспрессией изоформы 
rarb4 или ее инактивацией, расценивается большинством 
исследователей как позитивный прогностический фактор, 
поскольку rarb2 является опухолевым супрессором, актив-
ность которого оказывается частично или полностью пода-
вленной в результате злокачественной трансформации.

Интересно, что при сравнении уровней экспрессии изо-
форм rara1 и rara2 в группах, различающихся по преоб-
ладанию экспрессии изоформ rarb2 или rarb4 (группы 1 
и 2), мы не выявили значительных различий между этими 
двумя группами по среднему уровню экспрессии изоформы 
rara1, тогда как по уровню экспрессии изоформы rara2 
группы 1 и 2 различались более чем в 10 раз (см. рис. 3).

Полученные молекулярно-биологические различия в 
группах 1 и 2 по уровню экспрессии изоформы rara2 ока-
зались сопряжены со значительным различием этих групп по 
таким важным клиническим показателям, как ответ на лекар-
ственную терапию и общая выживаемость больных (рис. 4, 
а, б). Так, для группы 1 с гиперэкспрессией изоформы rara2 
были отмечены меньшая величина ответа на лекарственную 
терапию и более низкое значение медианы общей выживае-
мости по сравнению с группой 2, включавшей пациентов с 
более низким уровнем экспрессии изоформы rara2.

Таким образом, мы предположили, что экспрессия изо-
формы rara2, но не rara1 в первую очередь может играть 
роль маркерного фактора, изменения которого, вероятно, от-
ражают степень злокачественного потенциала малигнизиро-
ванных плазматических клеток, выражающуюся в большей 
агрессивности их фенотипических свойств и высокой рези-
стентности к цитостатической терапии.

Заключение. В данной работе мы исследовали значение экс-
прессии изоформ a1 и a2 гена рецептора ретиноевой кислоты 
RARα у 15 больных с впервые выявленной ММ. Мы показали, 
что различный характер экспрессии — прежде всего, изофор-
мы rara2 в сочетании с гиперэкспрессией изоформы rarb4, 
но не rara1 — может рассматриваться в качестве возможного 
маркерного фактора при оценке ответа на лекарственную те-
рапию и прогнозе общей выживаемости больных ММ.

Дальнейшее исследование роли изоформ rara1 и rara2 
в патогенезе не только ММ, но и других злокачественных 
опухолей, безусловно, должно расширить и систематизиро-
вать наши предварительные результаты, полученные в этой 
работе, главным образом в направлении изучения и детализа-
ции различных эффекторов и сигнальных каскадов, которые 
могут регулироваться изоформами rara1 и rara2 и вно-
сить существенный вклад в процесс канцерогенеза.

Финансирование. Исследование не имело спонсорской 
поддержки.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии 
скрытых конфликтов интересов.

Рис. 4. Эффективность ответа на лекарственную терапию и 
общая выживаемость в группах 1 и 2, различающихся по экс-
прессии изоформ rarα2, rarβ4 и rarβ2.
а — средние значения снижения концентрации патологического имму-
ноглобулина (pig) в моче пациентов из групп 1 и 2 после проведенной 
химиотерапии; * — p < 0,05; б — кривые общей выживаемости пациен-
тов из групп 1 и 2.
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В обзоре представлены современные данные об особенностях взятия синовиальной жидкости (СЖ), а также об инфор-
мативности ряда ее показателей для решения основной клинической дифференциально-диагностической задачи, а имен-
но — выделения группы септических и микрокристаллических артритов. Показано, что минимальный общедоступный 
объем исследования СЖ должен включать: определение числа лейкоцитов (пороговый уровень для диагностики септиче-
ских артритов — 50 000—100 000 кл/мкл) и доли полиморфноядерных клеток (пороговый уровень — 90%), исследование 
с помощью световой микроскопии на содержание кристаллов, окраску по Граму и культуральное исследование СЖ; все 
это — при обязательном учете клинических данных. Традиционная оценка содержания глюкозы и протеина в СЖ мало-
информативна. Определение концентрации прокальцитонина и лактата в СЖ перспективно для установления септи-
ческого генеза артрита. Чувствительность и специфичность световой микроскопии достаточно высоки, в связи с чем 
отсутствие поляризационного микроскопа не может являться препятствием для проведения кристаллографического 
исследования СЖ.


