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Проведено сравнительное исследование частоты мутантных по локусу Т-клеточного рецептора
(T-cell receptor, TCR) лимфоцитов периферической крови у 46 больных раком щитовидной железы
(РЩЖ) до лечения и у 186 контрольных здоровых лиц. Часть больных проживает на загрязненных
радионуклидами территориях. Установлено статистически значимое увеличение частоты TCR-му-
тантных клеток у онкологических больных по сравнению с контрольными лицами сходного возра-
ста (р < 0.01), что может быть следствием генотоксических воздействий, повышенной чувствитель-
ности к ним, генетической нестабильностью (в том числе радиационно-индуцированной). У 37%
больных установлена повышенная частота TCR-мутантных клеток, превышающая 95%-ный дове-
рительный интервал для этого показателя в контрольной группе. Наибольшее число лиц с повы-
шенными частотами мутантных клеток отмечено среди больных, проживающих на загрязненных
радионуклидами территориях и находящихся в момент обследования в возрасте до 30 лет. Учитывая
эти результаты, представляется перспективным обследование с использованием TCR-метода для
формирования групп повышенного канцерогенного риска. :

Проточная цитометрия, соматические мутации, Т-клеточный рецептор, рак щитовидной же-
лезы, радиационное загрязненные, авария на ЧАЭС.

Наиболее неблагоприятные последствия Чер-
нобыльской аварии для населения связаны с ин-
дукцией раков щитовидной железы (РЩЖ), осо-
бенно у тех лиц, кто находился в момент аварии в
детском возрасте. С 1992 г. число заболевших
РЩЖ драматически растет. В Брянской и Орлов-
ской областях в настоящее время показатель за-
болеваемости РЩЖ для лиц, облученных в дет-
ском возрасте, в 3—5 раз превышает аналогичный
по стране в целом. Поэтому поиск новых подхо-
дов для формирования группы риска в отношении
развития РЩЖ у облученных людей остается ак-
туальным для практики (с целью улучшения ран-
ней диагностики и профилактики развития опухо-
лей), а также для выяснения возможных механиз-
мов возникновения этого заболевания.

Наряду с такими хорошо известными и широ-
ко используемыми диагностическими методами,
как УЗИ и морфологическое исследование тон-
коигольных биоптатов, не прекращаются поиски
молекулярных онкомаркеров в клетках РЩЖ. В
настоящее время установлена ведущая роль мута-
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ций в анти- и протоонкогенах в злокачественной
трансформации клеток, в том числе и клеток щи-
товидной железы. Эти результаты позволяют
считать, что для формирования группы риска в
отношении развития злокачественных новообра-
зований наиболее важным было бы определение
частоты мутаций в генах, непосредственно вовле-
каемых в канцерогенез. Однако существующие
методы определения мутаций в таких генах доста-
точно дороги и трудоемки и, следовательно, не
пригодны для популяционных исследований, не-
обходимых для формирования групп риска.

Возникновение мутаций, как правило, являет-
ся стохастическим процессом, поэтому можно
было предположить, что относительное количе-
ство клеток с любым мутировавшим геном (в том
числе и не имеющим прямого отношения к канце-
рогенезу) отражает общий уровень соматическо-
го мутагенеза в организме. В таком случае лица с
высокой частотой мутаций в генах, непосредст-
венно не связанных со злокачественной транс-
формацией, будут составлять группу риска в от-
ношении развития опухолей. Прямое подтверж-
дение этого предположения представлено в
работе ученых из стран Северной Европы, обна-



руживших повышенный риск возникновения зло-
качественных опухолей у лиц с высокой частотой
хромосомных аберраций в лимфоцитах перифе-
рической крови [1]. Косвенные доказательства
получены в работе японских исследователей и на-
ших работах [2, 3], в которых показано, что у
больных раком гортани и рядом других злокаче-
ственных новообразований до лечения наблюда-
ются повышенные частоты лимфоцитов с мута-
циями по генам Т-клеточного рецептора (TCR).
Поэтому можно полагать, что определение час-
тоты мутаций в соматических клетках с помощью
методов, пригодных для популяционных исследо-
ваний, может быть использовано для выявления
лиц с повышенным риском возникновения онко-
логических заболеваний.

Цель данной работы - исследование частоты
TCR-мутантных лимфоцитов в периферической
крови больных раком щитовидной железы до ле-
чения, в том числе у пациентов, проживающих на
загрязненных радионуклидами территориях, и
тем самым получение сведений о перспективнос-
ти использования этого метода для формирова-
ния группы риска в отношении развития РЩЖ.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДИКА

Материалом исследования служила гепарини-
зированная венозная кровь онкологических боль-
ных и здоровых доноров. В группу онкологичес-
ких больных вошли лица с диагнозом РЩЖ (сред-
ний возраст 37.4 ± 14.3). Пациенты были
госпитализированы в отделение радиохирургиче-
ского лечения закрытыми радионуклидами
МРНЦ РАМН в период с 2001 по 2003 г. Диагноз
был подтвержден морфологически. Частота му-
тантных клеток определена у 46 человек до нача-
ла лечения с помощью TCR-метода. Группу кон-
троля составили практически здоровые лица,
проживающие на незагрязненных радионуклида-
ми территориях и не подвергавшиеся ранее заре-
гистрированному генотоксическому воздейст-
вию. Всего с помощью TCR-метода было обсле-
довано 186 контрольных доноров (средний
возраст 37.0 ± 15.2). В дальнейшем они были раз-
биты на подгруппы, соответствующие по возрас-
ту исследуемым группам онкологических боль-
ных.

Для определения частоты соматических кле-
ток, мутантных по TCR-генам, использовали ме-
тодику, подробно описанную ранее [4, 5].

TCR-тест основан на использовании пары моно-
клональных антител, меченных разными флуоро-
хромами, к CD3- и СО4-антигенам. Как известно, на
поверхности Т-лимфоцитов экспрессируется ком-
плекс Т-клеточного рецептора, представленного
двумя полипептидными цепями, и СЭЗ-антигена.
Поскольку TCR-гены функционально гемизигот-

ны, любая мутация, приводящая к изменению или
полному отсутствию функций одной из субъеди-
ниц, проявляется в том, что СОЗ-комплекс на по-
верхности Т-лимфоцита не экспрессируется. Та-
кие мутанты при анализе определяются как CD3-
негативные клетки среди СБ4-позитивных Т-хел-
перов.

В работе были использованы моноклональ-
ные антитела производства фирмы "Becton Dick-
inson Immunocytometry Systems" ("BDIS", США).
Анализ проводили на проточном цитофлуориме-
тре "FACS Vantage" ("BDIS", США), оборудован-
ном 488 нм лазером (Enterprise 621, "Coherent Inc.",
США), с помощью программы Lysis II ("BDIS",
США). Статистическую обработку полученных
данных выполняли с помощью программ "Origin
6.0" ("Microcal Software, Inc.") и "Primer of Biostatis-
tiks v.4.03" (McGraw Hill, 1998) с использованием
критериев Вилкоксона, Стьюдента и Фишера. По-
вышенными считали частоты, превышающие
95%-ный доверительный интервал, рассчитанный
для контрольной группы как среднее значение ± 2
стандартных отклонения.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЯ

Зависимость частоты TCR-мутантных лимфо-
цитов от возраста контрольных доноров показа-
на на рис. 1 и в табл. 1. Частота обнаружения та-
ких клеток увеличивается примерно на 1.6% в год
от исходного значения, что хорошо соответствует
данным литературы [2, 4, 5]. Эти результаты
обусловливают необходимость тщательного
формирования контрольных групп. Поэтому в
дальнейшем для каждой из групп исследования
подбиралась соответствующая по возрасту кон-
трольная группа. В группе онкологических боль-
ных статистически значимой возрастной зависи-
мости не установлено (р = 0.07).

Средняя частота мутантных клеток в кон-
трольной группе составила (3.4 ± 1.4) х 10"* , а у
больных РЩЖ до лечения (6.3 ± 3.0) х ЮЛ Пока-
зано, что повышенные частоты TCR-мутантных
лимфоцитов (>6.2 х Кг4) наблюдаются у 37% он-
кологических больных. Распределение обследо-
ванных лиц по частоте мутантных лимфоцитов
представлено на рис. 2. Частоты мутантных кле-
ток у онкологических больных были статистиче-
ски значимо выше, чем у здоровых лиц (по крите-
рию Вилкоксона р < 0.01). Если из контрольной
группы и группы онкологических больных ис-
ключить лиц с повышенными частотами, то сред-
ние значения частоты TCR-мутантных клеток со-
ставят соответственно 3.2 ± 1.2 и 4.4 ± 1.0 на 10000
клеток (р < 0.01). Это свидетельствует о том, что
повышение частоты мутантных лимфоцитов у
онкологических больных не является лишь след-
ствием присутствия в выборке отдельных лиц с
высокими частотами встречаемости таких кле-



ток. Эти результаты хорошо согласуются с полу-
ченными в других исследованиях, среди которых
можно указать на работу японских авторов, про-
водивших сравнительное изучение частоты TCR-
мутантных лимфоцитов на небольшом числе па-
циентов со злокачественными опухолями различ-
ных локализаций до лечения и у здоровых лиц [2],
а также на наши данные по частоте TCR-мутант-
ных лимфоцитов у больных раком гортани и гор-
таноглотки [3]. В этих исследованиях отмечено
повышение частоты TCR-мутантных лимфоци-
тов у онкологических больных. В работе [6] полу-
чены противоречащие нашим результаты, одна-
ко поскольку данные по контрольной группе при-
ведены не полностью, это не дает возможности
судить о причине такого несоответствия.

Повышенная частота соматических мутаций
может быть обусловлена разными причинами, в
том числе и наследственными особенностями,
приводящими к нестабильности генома. Как изве-
стно, вероятность неопластической трансформа-
ции резко повышается при нарушениях работы
систем, контролирующих стабильность генома.
Подтверждением этому служат результаты ис-
следования соматического мутагенеза у лиц с на-
следственными синдромами (атаксией-телеанги-
эктазией, синдромом Блума, анемией Фанкони и
др.), для которых характерны врожденная неста-
бильность генома (в частности, нарушение рабо-
ты систем репарации) и высокая вероятность раз-
вития онкопатологии. В этих исследованиях вы-
явлено значительное повышение частоты
обнаружения клеток, мутантных по локусам Т-
клеточного рецептора и гликофорина A (GPA)
[7-10].

Интересные результаты получены при обсле-
довании пациентов с синдромом Кокэйна [11].
Этот синдром характеризуется нарушением сис-
тем репарации ДНК, однако не ассоциирован с
предрасположенностью к развитию онкологиче-
ских заболеваний. При исследовании частоты му-
таций по TCR-, GPA- и HPRT-локусам у пациен-
тов с синдромом Кокэйна не было выявлено ста-
тистически значимых различий с контролем.

Рис. 1. Зависимость частоты TCR-мутантных лимфо-
цитов у 186 контрольных доноров от их возраста.
Пунктиром обозначен 95%-ных доверительный ин-
тервал линейной регрессии R = 0.4, р < 0.0001.

Учитывая крайне низкую частоту перечисленных
выше синдромов в популяции, нельзя ожидать их
значительного вклада в повышение частоты
TCR-мутантных клеток у онкологических боль-
ных, которое наблюдалось нами и другими авто-
рами. Скорее приведенные примеры иллюстри-
руют связь повышенного уровня мутагенеза (в
частности, по TCR-локусу) с высокой вероятнос-
тью возникновения онкологических заболеваний
и соответственно возможность использования
TCR-метода для выявления лиц с повышенным
канцерогенным риском.

После чернобыльской аварии большая терри-
тория РФ подверглась загрязнению радионукли-
дами, а ее жители - действию ионизирующего из-
лучения в малых дозах. Известно, что у людей,
проживающих на загрязненных радионуклидами
территориях, наблюдается повышенный уровень

Таблица 1. Частота выявления TCR-мутантных лимфоцитов у онкологических больных и контрольных доноров

Группа
сравнения

Контроль

РЩЖ до лечения

Параметры

Контроль
РЩЖ до лечения

Численность
группы

186

46

линейной регрессии

Численность

186

46

Возраст,

среднее

37.0
37.2

Y = а + ЬХ, где

возраст

37.0

37.2

а

лет

диапазон

14-68

13-64

У - частота

х \0rA±SE

2.1 ±0.3

4.2+ 1.2

Частота мутаций, хЮ^*

среднее + SD

3.4 ± 1.4

6.3 ± 3.0

TCR-мутантных

6 x 1 0 ^ + SE

0.03 ±0.01

0.06 ± 0.03

диапазон

0.9-8.7

2.3-15.3

лимфоцитов,

г

0.4

0.3

и

<0.01

А"-возраст

Р

0.0001

0.07



Рис. 2. Распределение частоты TCR-мутантных лим-
фоцитов у 46 больных РЩЖ и 186 контрольных лиц с
указанием верхней границы 95%-ного доверительно-
го интервала в контрольной группе.

цитогенетических повреждений в соматических
клетках [12-14]. Поэтому было интересно от-
дельно исследовать частоты соматических мута-
ций у лиц с РЩЖ, проживающих в районах, за-
грязненных после аварии на ЧАЭС. Для этого из
группы онкологических больных была выделена
соответствующая подгруппа, в которую вошли
20 человек (табл. 2). Для нее выявлено статисти-
чески достоверное по сравнению с соответствую-
щим возрастным контролем повышение средней
частоты TCR-мутантных лимфоцитов. 9 больных
РЩЖ (45%), проживающих на загрязненных тер-
риториях, имели повышенные частоты мутантных
лимфоцитов. При сравнении этого показателя у
больных РЩЖ, проживающих на незагрязненных
и загрязненных радионуклидами территориях,
статистически значимых различий установить не
удалось (табл. 2). Однако, как видно из этой таб-
лицы, повышенные частоты мутаций по TCR-ло-
кусу наблюдались примерно у трети больных из

первой группы, тогда как во второй группе этот
показатель приближается к 50%.

Известно, что именно в молодом возрасте щи-
товидная железа наиболее чувствительна к по-
вреждающему действию ионизирующей радиа-
ции. Поэтому в группе онкологических больных,
проживающих на загрязненных радионуклидами
территориях, была выделена подгруппа пациен-
тов в возрасте до 30 лет (средний возраст 22.5 +
±3.5 лет). Среднее значение частоты TCR-му-
тантных клеток в этой подгруппе лиц составило
(5.2 ± 2.0) х Ю^1 (в соответствующем возрастном
контроле 2.8 ± 1.2 на 10000 клеток (р < < 0.01)) и
было несколько меньше, чем в общей группе
больных, что, скорее всего, обусловлено более
молодым составом лиц в выборке. При оценке
доли лиц с повышенной частотой встречаемости
TCR-мутантных лимфоцитов выявлена тенден-
ция к увеличению этого показателя в группе он-
кологических больных, проживающих на радиа-
ционно-загрязненных территориях; причем в
возрасте до 30 лет доля этих лиц выше всего
(табл. 2 и 3).

Эти результаты хорошо согласуются с данными,
полученными в ряде работ по исследованиям сома-
тических генных мутаций у людей, подвергшихся
хроническому радиационному воздействию. В
группе лиц, проживающих в загрязненных райо-
нах Орловской обл., которым на момент аварии
на ЧАЭС было от 0 до 14 лет [15], и у лиц, облу-
ченных в результате проживания на загрязнен-
ных радионуклидами территориях в связи с авари-
ей на ПО "Маяк" 1949-1952 гг. [14], было выявле-
но достоверное повышение по сравнению с
контролем частоты TCR-мутантных лимфоцитов
в периферической крови.

В литературе описано большое количество ис-
следований, в которых рассматриваются отдален-
ные эффекты воздействия ионизирующего излу-
чения (особенно интересны эффекты малых доз)
in vitro и in vivo. Установлено, что в условиях in
vitro в облученных клетках и их потомках наблю-
дается такое явление, как нестабильность генома,
которое выражается в увеличении частоты воз-

Таблица 2. Частота обнаружения TCR-мутантных лимфоцитов у онкологических больных, проживающих на
"чистых" и загрязненных радионуклидами территориях

Группа сравнения

Контроль

РЩЖ (из загрязнен-
ных районов РФ)
РЩЖ (из не загряз-
ненных районов РФ)

Численность
группы

149

20

26

Возраст, лет
(среднее)

37

35

39

Отличие от контроля достоверно, * р < 0.01.

Доля лиц
с повышенными

частотами, %

5

45

31

Частота мутантных

среднее + SD

3.3 ± 1.3

6.3 ± 2.9*

6.2 + 3.1*

лимфоцитов, хКг 4

диапазон

1.1-7.0

2.7-13.4

2.3-15.3



Таблица 3. Частота обнаружения TCR-мутантных лимфоцитов у онкологических больных и здоровых лиц в воз-
расте до 30 лет

1 руппа сравнения

Контроль
РЩЖ (все обследо-
ванные)
РЩЖ (из загрязнен-
ных районов РФ)
РЩЖ (из незагряз-
ненных районов РФ)
* Для данной контрольной
ля достоверно, ** р < 0.01.

Численность
группы

63

17

9

8

группы верхняя

Средний возраст
обследованных, лет

20

21

22

20

Доля лиц с повышен-
ными частотами*, %

7
41

56 ,.

25 '

граница 95%-ного доверительного интервала равна 5.2 х

Частота мутантных
лимфоцитов, х10^*

2.8 ±1.2
5.4 + 2.4**

5.2 ±2.1**

5.6 ±2.8**

10"4. Отличие от контро-

никновения генных мутаций и хромосомных
аберраций [16, 17]. Результаты, представленные в
работе [18], подтверждают гипотезу о том, что
радиационно-индуцированная нестабильность ге-
нома является критическим событием, ассоции-
рованным с инициацией неопластической транс-
формации. Этот феномен изучен гораздо хуже в
условиях in vivo. Косвенные доказательства в
пользу возникновения генетической нестабиль-
ности после облучения in vivo в малых дозах полу-
чены в ряде работ при мониторинге жителей за-
грязненных радионуклидами районов РФ в ре-
зультате аварий на ЧАЭС, ПО "Маяк" [12-14, 19,
20]. Во всех этих работах показано увеличение у
обследованных лиц частоты хромосомных абер-
раций (в основном нестабильного типа) или ген-
ных мутаций (HPRT, TCR) в отдаленные сроки по-
сле аварий.

Таким образом, учитывая результаты, полу-
ченные в данной работе и ранее, увеличение час-
тоты образования TCR-мутантных клеток может
быть обусловлено разными причинами, такими,
как наличие генотоксических воздействий (в том
числе ионизирующего излучения), повышенной
чувствительностью к ним, генетической неста-
бильностью (включая врожденную и радиацион-
но-индуцированную). Результаты исследования
показали статистически значимое повышение по
сравнению с контролем частоты выявления TCR-
мутантных лимфоцитов у больных РЩЖ до нача-
ла лечения. В предыдущем исследовании было
показано достоверное повышение по сравнению
с контролем частоты регистрации TCR-мутант-
ных клеток у лиц с доброкачественными узловы-
ми образованиями в щитовидной железе [15]. По-
этому нам представляется возможным использо-
вание TCR-метода для формирования групп риска
в отношении развития РЩЖ при эпидемиологи-
ческих исследованиях. Однако, вероятно, необхо-
дим дальнейший поиск генных локусов или дру-
гих маркеров, одновременное применение кото-

рых повысило бы эффективность выявления лиц
с повышенным канцерогенным риском.

Исследования проведены при финансовой под-
держке Федерального агентства по науке и инно-
вациям (контракт № 02.434.11.3003).
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Frequency of Mutant Lymphocites in T-cell Reseptor Locus
as a Possible Predictor of Thyroid Cancer Development

in Irradiated and Unirradiated Persons
A. O. Vereshchagina*, I. A. Zamulaeva, N. V. Orlova, S. G. Smirnova,

V. S. Medvedev, A. S. Saenko
Medical Radiological Research Center, Russian Akademy of Sciences, Obninsk, 249030 Russia;

e-mail: anna-wer@yandex.ru

Was compared frequency of lymphocytes mutant at loci of T-cell receptor (TCR) from samples of peripheral
blood taken from 186 healthy donors and 46 untreated thyroid cancer patients, including the persons exposed
to ionizing radiation as a result of inhabitation in radioactive polluted region of Russian Federation. Was shown
that the cell mutation rate within thyroid cancer group was significantly higher than the same parameter for the
healthy person with similar age distribution (p < 0.01). It could be a result of such factors as genotoxic influ-
ence, different sensitivity or possible genome instability (including radiation-induced). It was found that 37%
of patients have the increased frequency of somatic mutation cells, i.e. it exceeded 95% confidence interval for
the screening group. The presented results cause to anticipate that TCR-test could be used as one of criteria for
formation groups of high cancer risk development.


