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Проведен сравнительный анализ инфракрасных (ИК) спектров сыворотки крови здоровых доноров и боль-

ных множественной миеломой (ММ). Для ММ характерна гиперпродукция парапротеина, что проявляется

в изменении профиля спектра ИК поглощения в среднем ИК диапазоне. Показано, что наиболее значимые

отклонения в спектрах наблюдаются для образцов секретирующей ММ вблизи полос Амид I и Амид II′.

В результате сравнительного анализа ИК спектров сыворотки крови в области 1700−1350 сm−1 установлены

9 параметров, средние значения которых у образцов, полученных от пациентов с секретирующей формой

ММ, существенно отличаются от аналогичных показателей для сыворотки здоровых доноров.
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Введение

На сегодняшний день 10% всех злокачественных

гематологических заболеваний и около 1% всех рако-

вых заболеваний приходится на множественную миело-

му (ММ) [1]. Согласно данным SEER(US Surveillance

Epidemiology and End Results Programme), люди с тём-

ным цветом кожи подвержены развитию ММ приблизи-

тельно в два раза чаще, чем люди со светлой кожей.

Данное заболевание преимущественно проявляется у

пожилых людей [2,3]. Количество новых диагностиро-

ванных случаев с каждым годом становится больше.

Так, за 2016 г. в США было диагностировано чуть более

30 000 новых случаев миеломы, что на 10 000 больше,

чем в 2009 г. [4,5]. А в 2020 г. было диагностировано

более 32 000 новых случаев ММ [6]. В настоящее время

не существует надежных способов медикаментозного

лечения ММ, и существующая терапия направлена, в

первую очередь, на ослабление симптомов и замедление

развития болезни [7].
Множественная миелома — опухолевое заболевание

плазматических клеток, возникающее в костном мозге

и распространяющееся по организму посредством кро-

веносной системы. Множественная миелома относится

к группе парапротеинемических лейкозов, характеризу-

ющихся способностью синтезировать иммуноглобулины

или их фрагменты — парапротеины [8–10]. Выделяют

несколько типов данной патологии: ММ с секрецией М-

протеина в больших количествах, характеризующуюся

типом М-протеина, а также более редкую несекрети-

рующую ММ, когда гиперпродукции парапротеина не

наблюдается [11]. В качестве М-протеина могут вы-

ступать иммуноглобулины G-, A-, D-, M-типов или их

фрагменты — κ- или λ-легкие цепи, именуемые белками

Бена-Джонсона [3].

Своевременная диагностика ММ является одним из

важных факторов, определяющих как подходы к терапии,

так и возможный ответ на лечение. Однако разнообра-

зие клинических проявлений [3,9,12], которыми может

сопровождаться развитие ММ, осложняет постановку

диагноза на ранних стадиях заболевания [3,13,14]. В свя-

зи с этим возникает необходимость в поиске новых

простых и доступных методик первичного скрининга

широкого круга пациентов с целью выявления признаков

развития ММ. Одним из перспективных инструментов

для выявления различных патологий может выступать

инфракрасная (ИК) спектроскопия [15–20]. В настоящей

работе проведен сравнительный анализ ИК спектров

сыворотки крови больных множественной миеломой и

здоровых доноров.
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Материалы и методы

Образцы сыворотки

В работе проведен анализ сыворотки крови больных

ММ, находящихся под наблюдением гематологической

клиники Российского научно-исследовательского инсти-

тута гематологии и трансфузиологии (Санкт-Петербург,

Россия). Образцы были получены сотрудниками НИИ

гематологии и трансфузиологии в соответствии со

стандартным клиническим протоколом, описанным ра-

нее [18]. Для получения образцов сыворотки крови

использовали пробирки S-Monovette (Sarstedt, Германия)
с активатором свертывания. Собранные образцы крови

оставляли в пробирках в течение 20−30min при комнат-

ной температуре (18−24◦С), после чего центрифугиро-

вали в течение 15min при скорости 3000 rot/min на цен-

трифуге Heraeus Labofuge 200 (Thermo Scientific, США).
Основной объем образца замораживали и хранили при

температуре −30◦С до проведения спектроскопических

исследований.

В настоящем исследовании были проанализированы

образцы от 25 здоровых доноров, 36 больных ММ.

У 8 пациентов была диагностирована несекретирующая

форма ММ. Среди больных было 17 мужчин и 19

женщин. Возраст этой группы пациентов находился в

диапазоне от 44 до 82 лет, средний возраст составил

61 год.

ИК спектроскопия

Спектры поглощения в среднем ИК диапазоне

(4000−800 сm−1) регистрировали на ИК фурье-спектро-

метре Tensor 27 (Bruker), оснащенном низкошумящим

детектором MCT (HgCdTe), охлаждаемом жидким азо-

том. Оптические пути продували газообразным азотом с

расходом не менее 10 l/min. Все спектры регистрировали

с разрешением 2 сm−1 и усредняли по 128 накоплениям.

Перед измерением образцы сыворотки подвергли трех-

кратной лиофильной сушке с промежуточным изотоп-

ным замещением растворителя на D2O в соответствии

с ранее описанной методикой [18,21]. Образцы иссле-

довали в растворах D2O с использованием разборных

жидкостных кювет на основе кристаллов BaF2 с дли-

ной оптического пути 50µm. Первичную обработку и

анализ спектров проводили с помощью программного

обеспечения, поставляемого с прибором, в соответствии

с описанной ранее методикой [22,23].

Результаты и обсуждение

Поглощение в среднем ИК диапазоне обусловлено

колебаниями атомов в молекуле, сопровождающимися

изменением дипольного момента связи или химической

группы. Поглощение белковых молекул в этой области

спектра связано прежде всего с колебаниями в пеп-

тидной связи. Эти колебания проявляются в спектрах
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Рис. 1. Спектр поглощения сыворотки крови в диапазоне

1700−1350 сm−1 . Отнесение полос проведено на основании

работ [24,25,27].

в виде нескольких широких полос, известных как по-

лосы
”
Амид“. Колебания связей С=О и N−Н весьма

чувствительны к изменению конформации полипепти-

да, что позволяет использовать спектры поглощения

белков для анализа их вторичной структуры. Наиболее

информативным с этой точки зрения является анализ

полосы Амид I, которая обусловлена преимущественно

колебаниями карбонильной группы и наблюдается в

спектрах в окрестности 1650 сm−1.

На практике регистрация ИК спектров поглощения

водных растворов белков осложняется сильным по-

глощением воды (H2O) в этой области спектра. По

этой причине измерения традиционно проводятся после

изотопного замещения растворителя на тяжелую воду

(D2O), у которой в области колебаний Амид I имеется

окно прозрачности.

Для проведения сравнительного анализа нами были

получены спектры образцов сыворотки крови здоровых

доноров и больных ММ. Типичный спектр поглощения

сыворотки крови представлен на рис. 1. В спектре

отчетливо наблюдаются несколько полос поглощения,

относящихся как к колебаниям полипептидного остова,

так и к колебаниям групп в составе боковых цепей ами-

нокислотных остатков [24–27]. В диапазоне волновых

чисел 1700−1600 сm−1 располагается доминирующая в

спектре полоса Амид I, обусловленная колебаниями

карбонильных групп в составе полипептидного осто-

ва. Область 1600−1500 сm−1 содержит суперпозицию

колебаний боковых цепей и остаточный вклад полосы

Амид II, соответствующей деформационным колебани-

ям групп N−H пептидной связи, расположенных во

внутренних областях белковых молекул, для которых

затруднены обменные процессы H↔D с растворителем.

Отдельно в этой области выделяется полоса с мак-

симумом при 1517 сm−1, которая может быть отнесе-

на к колебаниям боковой цепи тирозина [24,26]. При

Оптика и спектроскопия, 2023, том 131, вып. 6



Особенности инфракрасных спектров сыворотки крови больных... 807

–1Wavenumber, cm

1700 1650 1600 1550 1500 1450 1400 1350

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

A
b
so

rb
an

ce

MS

MT

MII

MI

N1

N2 N3

Healthy donors
Secretory MM patients
Non secretory  MM patients

Рис. 2. Пример спектров ИК поглощения сыворотки крови

здорового донора (сплошная линия), пациента с секретирую-

щей (штриховая линия) и несекретирующей ММ (штрихпунк-
тир). На рисунке обозначены выбранные для сравнения точки

в спектрах.

изотопном замещении растворителя за счет обменных

процессов в растворе атомы водорода в группах N−H

пептидной связи также в основном замещаются на дей-

терий, образуя группу N−D. Соответствующая полоса

Амид II в результате смещается примерно на 100 сm−1

в область меньших волновых чисел до 1500−1400 сm−1

и обозначается Амид II′ [25].

Как уже отмечалось выше, форма полосы Амид I весь-

ма чувствительна ко вторичной структуре белков [20].
В связи с тем, что развитие ММ сопровождается су-

щественным изменением белкового состава сыворотки

крови [8–10], анализ полосы Амид I позволяет выявлять

статистически значимые различия в средних значениях

основных параметров вторичной структуры белков в со-

ставе сыворотки пациентов с диагнозом ММ и здоровых

доноров [18,28]. Однако данный подход не вполне удобен

для проведения широкого скрининга, так как требует

достаточно трудоемкой обработки каждого спектра в

отдельности и ограничено пригоден для автоматического

анализа. Вместе с тем для классификации образцов

больных ММ и здоровых доноров численные значения

параметров вторичной структуры белков не требуются.

Вместо этого, пользуясь высокой информационной на-

сыщенностью ИК спектров, можно попытаться отожде-

ствить в них различные особенности, характерные для

каждой группы образцов. В качестве таких особенностей

могут выступать наличие или отсутствие отдельных

полос, положение их максимумов/минимумов, относи-

тельные интенсивности полос и пр.

На рис. 2 представлены характерные спектры сыво-

ротки крови здорового донора, а также больных с секре-

тирующей и несекретирующей формами ММ. В рамках

настоящей работы мы ограничились анализом спектров

в диапазоне волновых чисел 1700−1350 сm−1, так как

ранее именно этот диапазон был выделен как наиболее

информативный при анализе различий в белковом со-

ставе крови и сыворотки [18,28,29]. Следует отметить,

что хотя наблюдаемые в спектрах различия в абсолют-

ных величинах поглощения и отражают объективные

изменения в белковом составе сыворотки крови при

развитии ММ отдельно взятого пациента, однако не

могут использоваться в качестве самостоятельного на-

дежного критерия классификации образцов, полученных

от разных людей. В настоящей работе мы анализирова-

ли полученные ИК спектры прежде всего на наличие

простых характеристических особенностей, таких как

положение наиболее явных максимумов/минимумов и

соответствующих им значений поглощения (рис. 2), ко-
торые позволили бы классифицировать образцы больных

ММ и здоровых доноров.

Для наглядности все полученные в работе соот-

ношения между выбранными спектральными парамет-

рами нормированы на аналогичные соотношения для

здоровых доноров. Полученные для каждого спектра

соотношения параметров усреднялись с аналогичны-

ми соотношениями для всех образцов каждой группы

(здоровые доноры, образцы секретирующей ММ и об-

разцы несекретирующей ММ). Средние значения для

всех параметров, демонстрирующих значимые отличия

между образцами здоровых доноров и больных ММ,

сведены в таблице. В качестве погрешности приведено

среднеквадратичное отклонение для соответствующей

группы образцов.

Для образцов секретирующей ММ наиболее значимые

отклонения от здоровых доноров наблюдаются для со-

отношений параметров, располагающихся вблизи полос

Амид I и Амид II′. При этом соотношения различных

параметров демонстрируют разнонаправленные измене-

ния. В частности, отношения поглощения полос Амид I

и Амид II′ к поглощению полосы боковых цепей MS

возросли в образцах ММ и составили соответствен-

но MI/MS = 1.16± 0.02 и MII/MS = 1.15 ± 0.03. На-

против, отношение поглощения полосы боковых цепей

MS к полосе поглощения тирозина MT для образцов

секретирующей ММ оказалось ниже, чем для доноров,

MS/MT = 0.87± 0.03. В целом, полученные результа-

ты (таблица) позволяют описать различия в спектрах

образцов сыворотки крови больных ММ и здоровых

доноров по девяти основным параметрам. Полученные

результаты могут быть проиллюстрированы при помощи

радиальной диаграммы (рис. 3, a), которая дает нагляд-

ное представление о величине и направлении изменения

основных параметров, по которым наблюдаются разли-

чия в спектрах секретирующей ММ и здоровых доноров.

Для образцов несекретирующей ММ статистически

достоверных отличий в выбранных параметрах нами

обнаружено не было (рис. 3, b). Данный результат обу-

словлен двумя обстоятельствами. Во-первых, сходство

спектров образцов несекретирующей ММ и здоровых

доноров в области колебаний Амид I−Амид II отражает

Оптика и спектроскопия, 2023, том 131, вып. 6
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Рис. 3. Радиальная диаграмма, отображающая соотношения между выбранными спектральными параметрами (таблица) для

сыворотки крови здоровых доноров (сплошная линия) и пациентов (штриховая линия) с диагнозом: (a) секретирующая форма ММ,

(b) несекретирующая форма ММ.

Нормированные∗ значения соотношений поглощения в спектральных максимумах и минимумах для образцов здоровых доноров и

больных ММ

Соотношение Здоровые доноры Секретирующая ММ Несекретирующая ММ

MI/N1 1.00± 0.02 1.12± 0.02 0.98± 0.02

MI/MS 1.00± 0.01 1.16± 0.02 1.00± 0.01

N1/N2 1.00± 0.06 0.93± 0.03 1.01± 0.08

N1/MT 1.00± 0.05 0.9± 0.03 1.03± 0.09

N1/MII 1.00± 0.02 1.12± 0.03 0.95± 0.05

MS/N2 1.00± 0.06 0.90± 0.03 1.00± 0.08

MS/MT 1.00± 0.05 0.87± 0.03 1.02± 0.08

MS/N3 1.0± 0.1 0.81± 0.04 1.0± 0.1

MS/MII 1.00± 0.02 1.15± 0.03 0.97± 0.06

∗ Приведенные значения нормированы на значения соответствующих соотношений для здоровых доноров.

сходство белкового состава данных образцов. Во-вторых,

в силу меньшей распространенности несекретирую-

щей формы ММ данная группа содержит существенно

меньшее количество образцов, что привело к заметно

большей погрешности определения анализируемых спек-

тральных параметров. Тем не менее нельзя исключать

возможность того, что при наборе достаточной стати-

стики возможно будет выявить достоверные отличия и

для данной группы образцов.

Таким образом, в результате сравнительного ана-

лиза ИК спектров сыворотки крови в области

1700−1350 сm−1 были установлены 9 параметров, сред-

ние значения которых у образцов, полученных от па-

циентов с секретирующей формой ММ, существенно

отличаются от аналогичных показателей для сыворот-

ки здоровых доноров. Мы полагаем, что полученные

результаты указывают на перспективность метода ИК

спектроскопии для разработки методически простой,

быстрой и недорогой методики скрининга с целью

выявления признаков развития ММ.
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