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СПИСОК УМОВНИХ ПОЗНАЧЕНЬ, СИМВОЛІВ, 
ОДИНИЦЬ, СКОРОЧЕНЬ І ТЕРМІНІВ


	ГВР
	–
	група високого ризику

	ГЛЛ      
	–
	гостра лімфобластна лейкемія

	ГНР
	–
	група низького ризику

	ГСН
	–
	група стандартного ризику

	ПВР
	–
	природжені вади розвитку

	ЦНС
	–
	центральна нервова система

	ЛДГ
	–
	лактатдегідрогеназа

	МКАТ
	–
	моноклональні антитіла

	ARA-C
	–
	цитозар

	CD
	–
	кластер диференціювання

	CP
	–
	циклофосфамід

	DNR
	–
	даунорубіцин

	EFS
	–
	показник безподійного виживання 

	Hb
	–
	гемоглобін

	Ht
	–
	гематокрит

	Ig
	–
	імуноглобулін 

	IL
	–
	інтерлейкін

	L-ASP
	–
	L-аспарагіназа

	MCH
	–
	середній вміст гемоглобіну в одному еритроциті

	MCHC
	–
	середня концентрація гемоглобіну в одному еритроциті

	MCV
	–
	середній об’єм еритроцитів

	MTX
	–
	метотрексат

	My
	–
	мієлоїдні маркери

	PLT
	–
	тромбоцит

	PRED
	–
	преднізолон

	RBS
	–
	еритроцит

	TNF-α   
	–
	тумор-некротизуючий фактор альфа

	VCR
	–
	вінкристин

	WBC
	–
	лейкоцит


ВСТУП


Актуальність проблеми. Завдяки досягненням у вивченні генетичних та молекулярних механізмів розвитку злоякісного процесу з розробкою уніфікованих критеріїв діагностики та лікування гострої лімфобластної лейкемії (ГЛЛ) у дітей невпинно збільшується популяція вилікуваних осіб, що перебувають у довготривалій ремісії. Сучасне програмне лікування хвороби характеризується високою інтенсивністю та агресивністю із застосуванням хіміотерапевтичних препаратів у високих дозах. Внаслідок тривалого лікування, яке відзначається значною токсичністю, виникають різні ускладнення, що суттєво впливає на стан здоров’я дітей.
	Однією із систем, яка  залучається у патологічний процес при ГЛЛ у дітей є імунна система. ЇЇ клітинна, гуморальна та цитокінова ланки включаються у всі етапи різних форм системної та локальної імунної відповіді, в тому числі і на пухлинні агенти. При розвитку злоякісного процесу, зокрема ГЛЛ у дітей, завжди є загроза порушення будь-яких із етапів цієї відповіді, що нажаль, нерідко призводить до того, що при взаємодії пухлина – імунна система,  остання досить часто поступається.           
У загальному переліку різних причин, які сприяють цьому (саме захворювання, цитостатична терапія, що застосовується, харчування, психологічні фактори та інше), одне із провідних місць належить розвитку дисбалансу в імунній системі з неоднозначною реалізацією її біологічної функції. З позиції загальної тенденції зміни в імунній системі можуть мати кількісний і якісний характер і проявлятися порушенням продукції як імунокомпетентних клітин та сироваткових імуноглобулінів, так і цитокінів.
З огляду на те, що механізми імунної відповіді при ГЛЛ у дітей  залишаються невідомими, патогенетична значущість імунної системи при даній хворобі є незаперечною і визначається її основними гетерогенними біологічними ефектами. Діагностика імунних розладів на різних етапах перебігу ГЛЛ у дітей може виявити їх взаємозв’язок із розвитком даного гемобластозу та інфекційних ускладнень, кількість і важкість яких корелює з глибиною порушень імунітету. 
У літературних джерелах присвячено мало уваги стосовно вивчення розвитку вторинного імунодефіциту при ГЛЛ у дітей, механізмам регенерації різних ланок опірності дитячого організму. Практично відсутні дані щодо впливу імунофенотипового підваріанту хвороби на основні показники клітинного та гуморального імунітету. На сьогоднішній день не достатньо вивчена  цитокінова активність та її важлива роль у регуляції імунної відповіді на різних етапах перебігу ГЛЛ. 
Саме значущість цієї проблеми зумовила необхідність поглибленого комплексного вивчення механізмів імунної відповіді при ГЛЛ у дітей. 
Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Робота виконувалась згідно з планом НДР Державної установі «Інститут патології крові та трансфузійної медицини АМН України», а саме: «Вивчити особливості стану здоров’я дітей, вилікуваних від онкогематологічних захворювань з   метою розробки заходів, скерованих на покращання якості їх життя», № держреєстрації 01.99U001400; «Характеристика віддалених наслідків імуносупресивної дії програмної терапії гострої лімфобластної лейкемії у вилікуваних дітей», № держреєстрації 01.03U000296; «Стан клітинного та гуморального імунітету у дітей з окремими імунофенотиповими підваріантами гострої лімфобластної лейкемії»,              № держреєстрації 01.06U002101; «Патогенетичне значення цитокінів у розвитку патологічного процесу у дітей, хворих на гостру лімфобластну лейкемію» № держреєстрації 01.08U001582. 
Здобувачем здійснено  аналітичний огляд літератури щодо змін основних показників імунної системи при ГЛЛ у дітей, набір груп для спостереження,  визначення особливостей клінічних проявів хвороби, аналіз динаміки показників периферичної крові, особливостей клітинного і гуморального  імунітету,  а   також   цитокінової   мережі   на   різних   етапах 
перебігу гемобластозу з урахуванням його імунофенотипового підваріанту. 
Мета. Уточнити механізми розвитку вторинного імунодефіциту і створити сучасну систему його діагностики при гострій лімфобластній лейкемії у дітей на підставі вивчення клініко-імунологічних особливостей перебігу хвороби.
Основні задачі дослідження.
1. Провести аналіз клініко-лабораторних та клініко-генеалогічних даних у дітей, хворих на ГЛЛ.
2. Оцінити результати лікування ГЛЛ у дітей, встановити частоту і характер ускладнень програмної терапії. 
3. Уточнити зміни у клітинній ланці імунної системи та шляхи регенерації її показників у дітей, хворих на ГЛЛ. 
4. Вивчити стан гуморального імунітету на різних етапах перебігу ГЛЛ у дітей. 
5. Оцінити зв’язок порушень у клітинній і гуморальній ланках імунної системи залежно від імунофенотипового підваріанту ГЛЛ у дітей. 
6. Дослідити цитокінову мережу на різних етапах перебігу ГЛЛ у дітей та оцінити її зв’язок з основними показниками клітинного і гуморального імунітету та клінічним проявами хвороби.
7. Виділити етапи формування імуносупресивних станів та розробити алгоритм їх діагностики при ГЛЛ у дітей.
   	Об’єкт дослідження – гостра лімфобластна лейкемія у дітей.
Предмет дослідження – функціональна дієздатність імунної системи при ГЛЛ у дітей.
Методи дослідження – загальноклінічний (анамнез, об’єктивне обстеження, встановлення ускладнень основного захворювання), клініко-генеалогічний (встановлення природжених вад розвитку та спадкової схильності до онкологічних захворювань), гематологічний (дослідження периферичної крові), морфологічний (морфологічна оцінка бластних клітин за FAB-класифікацією), цитохімічний (дослідження цитоплазматичних маркерів мієлоїдного та лімфоїдного паростків гемо - та лімфопоезу), імунологічний (імунохімічний – визначення концентрації імуноглобулінів; імунохемілюмінісцентний – дослідження концентрації субкласів імуноглобулінів та цитокінів; імунофенотиповий – дослідження мембранних антигенів клітин кісткового мозку, що визначають їх лінійну та диференційну приналежність, а також визначення основних показників клітинного імунітету), статистичний (математична обробка отриманих результатів, визначення кривих виживання).
Наукова новизна. 
Уперше на достатньому клінічному матеріалі проведено комплексну оцінку імунної системи, що безпосередньо розширює нові уявлення про механізми виникнення вторинного імунодефіциту та сучасну систему його діагностики у дітей, хворих на ГЛЛ. 
	Під час вивчення родоводів дітей, хворих на ГЛЛ, встановлено, що серед сибсів пробанда злоякісні пухлини не діагностуються. Однак серед родичів пробанда з ГЛЛ ІІ ступеня спорідненості вірогідно частіше трапляються онкологічні захворювання по батьківській лінії, а серед родичів ІІІ ступеня – по материнській лінії. У дітей, хворих на ГЛЛ, виявляється різний спектр природжених вад розвитку, однак їх частота не є великою.
	Встановлено, що на час встановлення діагнозу ГЛЛ у дітей спостерігається велика пухлинна маса. Вона зумовлена гіперлейкоцитозом за рахунок бластних клітин у периферичній крові та їх присутністю у кістковому мозку, наявністю лімфопроліферативного синдрому та специфічного ураження органів і систем. На етапі довготривалої ремісії у більшості дітей, хворих на ГЛЛ, виявлено різні відхилення у стані здоров’я. Найчастіше спостерігаються хвороби ротової порожнини та носоглотки, шлунково-кишкового тракту та гепатобіліарної системи. 
З’ясовано, що програмна терапія ГЛЛ у дітей (ГЛЛ-ДГЛЛУ-93’95) є довготривалою, має агресивний характер і вимагає супровідного медикаментозного забезпечення. Під час її застосування збільшується частота вірусно-бактеріальних і мікотичних інфекцій, що часто перешкоджає проведенню протокольної терапії у зазначені терміни та у подальшому не дозволяє продовжувати її у повному обсязі.
	Виявлено, що у дітей, хворих на ГЛЛ, значно уражається Т-клітинна ланка імунітету. Її показники суттєво знижуються під час протокольного лікування, а на етапі довготривалої ремісії поступово нормалізуються. Ступінь порушення цієї ланки імунітету залежить від віку хворого. Більш тривалим та глибоким є пригнічення Т-лімфоцитів у дітей молодшого віку. У дітей старших вікових груп показники Т-клітинної популяції швидше наближаються до нормального рівня. 
	Регенерація Т-гелперів/індукторів у дітей молодшої вікової групи, хворих на ГЛЛ, відбувається тимус-залежним шляхом, тоді як у підлітків  11-14 років переважають тимус-незалежні механізми відновлення цих клітин.       Т-супресорні/цитотоксичні лімфоцити регенерують швидше за рахунок їх CD8+CD28- субпопуляції. Вони не потребують резидуальної тимічної активності і повністю відновлюються менш ніж за три місяці після повного завершення програмного лікування. 
	З’ясовано, що абсолютна кількість NK-клітин у периферичній крові на різних етапах лікування ГЛЛ у дітей є низькою. Лише у ранні та пізні терміни довготривалої ремісії спостерігається їх зростання. Насторожує, що навіть у віддалених термінах довготривалої ремісії (понад п’ять років) рівень CD16+CD56+-лімфоцитів залишається низьким, що вказує на значне порушення регенерації цієї ланки імунітету.
	Встановлено, що у розгорнутій клінічній фазі ГЛЛ у дітей бластні клітини у периферичній крові асоціюються зі зниженням ІgМ, підвищенням IgG та дисбалансом рівнів IgG1 та IgG2 у сироватці крові, що свідчить про реакцію неспецифічного гуморального імунітету у відповідь на патологічний процес.
	Виявлено, що під час цитостатичної терапії ГЛЛ спостерігається суттєве зниження вмісту СD19+-лімфоцитів у периферичній крові та сироваткових IgA, IgM, IgG, які після завершення лікування хіміопрепаратми поступово відновлюються. Ступінь порушення окремих показників гуморального імунітету залежить від віку дитини. Триваліше та глибше пригнічуються В-лімфоцити та сироваткові імуноглобуліни у дітей віком від шести до десяти років. У дітей до п’яти років та підлітків 11-14 років окремі показники гуморальної ланки імунітету швидше наближаються до нормального рівня.
	Встановлено, що зміни окремих показників клітинного імунітету залежать від імунофенотипового підваріанту ГЛЛ у дітей. Добра їх регенерація спостерігається при «чистій» В- і «чистій» Т-ГЛЛ. Присутність мієлоїдних маркерів як на В-, так і на Т-бластах у динаміці хвороби стимулює процеси  відновлення імунокомпетентних клітин. Зміни у гуморальній ланці імунітету не залежать від імунофенотипового підваріанту хвороби. 
	Встановлено, що у дебюті ГЛЛ у дітей спостерігається висока цитокінова активність, яка не залежить від імунофенотипового підваріанту даного гемобластозу. При рецидивах хвороби, незалежно від терміну його виникнення, зростає концентрація IL-6 і TNF-α та знижується вміст IL-8 у сироватці крові, що супроводжується сильним взаємозв’язком досліджуваних цитокінів із бластними клітинами, незалежно від їх абсолютної кількості у периферичній крові. Це дозволяє виділити IL-6, IL-8 та TNF-α як додаткові імунологічні маркери перебігу ГЛЛ у дітей. 
Практичне значення. 
При підозрі природжених вад розвитку у дітей, хворих на ГЛЛ, доцільно звертати увагу на виявлення рідкісної патології – Nijmegen-Breakage-синдром – пов’язаної з вродженим дефектом в імунній системі, схильністю до онкологічних захворювань, зокрема ГЛЛ, та мутацією 657de15. 
Запропоновано комплекс імунологічних маркерів для моніторингу перебігу ГЛЛ у дітей, який сприяє своєчасному застосуванню у достатньому обсязі супровідної терапії захисту та стратегічному вирішенню подальшої лікувальної тактики при рецидиві хвороби. 
При встановленні діагнозу ГЛЛ у дітей запропоновано використовувати широку панель моноклональних антитіл (МКАТ) для надання максимальної характеристики антигенної структури мембрани бластних клітин, оскільки зміни основних показників імунної системи залежать від імунофенотипового підваріанту даного гемобластозу. Такий підхід дасть змогу більш індивідуально застосовувати супровідну терапію, що зменшить небажані перерви під час проведення цитостатичного лікування та підвищить її ефективність. При підозрі природжених вад розвитку у дітей, хворих на ГЛЛ, доцільно звернути увагу на виявлення рідкісної патології – Nijmegen-Breakage- синдром – пов’язаної з вродженим дефектом в імунній системі, схильністю до онкологічних захворювань, зокрема ГЛЛ, та мутацією 657de15. 
Результати досліджень впроваджені у роботу консультативної поліклініки Державної установи «Інститут патології крові та трансфузійної медицини АМН України» (м. Львів), Львівських обласної дитячої клінічної лікарні «ОХМАТДИТ» та обласної дитячої спеціалізованої клінічної лікарні, комунальних міської дитячої клінічної лікарні та міської клінічної лікарні    № 5 м. Львова, що підтверджено актами впровадження.
Особистий внесок здобувача. Дисертація виконана у відділенні дитячої гематології (завідувач к.мед.н., с.н.с. Л.Я. Дубей) Державної установи «Інститут патології крові та трансфузійної медицини АМН України» (директор – д.мед.н., професор В.Л. Новак) та клінічній лабораторії (завідувач – к.мед.н. А.В. Петрух) Львівської обласної дитячої спеціалізованої клінічної лікарні (головний лікар О.В. Миндюк), клінічною базою якої є дитяче гематологічне відділення (завідувач – к.мед.н.              Р.С. Поліщук).
Здобувачем розроблено концепцію дисертаційного дослідження, відбір та опрацювання методик дослідження, проведено клінічне обстеження дітей, хворих на ГЛЛ, з урахуванням питань етики та деонтології. Автор створив базу  даних,  здійснив  статистичну   обробку   та   інтерпретацію   отриманих
 результатів, сформулював висновки та практичні рекомендації.
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Апробація результатів. 
Результати досліджень доповідались на науково-практичній конференції «Сучасні методи діагностики та лікування злоякісних новоутворень у дітей» (м. Київ, 2005), V Всеукраїнській науково-практичній конференції «Питання імунології в педіатрії» (м. Форос, 2005), науково-практичній конференції, присвяченій 5-річчю «Українського журналу гематології та трансфузіології» (м. Київ, 2005), науково-практичній конференції «Внесок молодих вчених в медичну науку» (м. Харків, 2005), VII Scientific and Education Conference of the Polish Society of Hematology and Blood Transfusion (Lublin, Poland, 2005), науково-практичній конференції «Актуальні питання гематології і служби крові України» (м. Львів, 2005),    5th Bi-annual Symposium on Childhood Leukemia (Noordwijkerhout, Netherlands, 2006), V міжнародному симпозіумі «Актуальні та невирішені питання гематології та трансфузіології» (м. Київ, 2006), VII міжнародній конференції молодих онкологів «Сучасні проблеми експериментальної і клінічної онкології» (м. Київ, 2006), XI конгресі світової федерації українських лікарських товариств (м. Полтава, 2006), науково-практичній конференції «Нове в гематології та трансфузіології» (м. Київ, 2006), VIII конференції молодих онкологів з міжнародною участю «Сучасні проблеми експериментальної і клінічної онкології» (м. Київ, 2007), IX з’їзді Всеукраїнського лікарського товариства (м. Вінниця, 2007), XXIX zjazd Polskiego Towarzystwa Pediatrychnego (Lodz, Poland, 2007), VII Всеукраїнській науково-практичній конференції «Питання імунології в педіатрії» (м. Дніпропетровськ, 2007), науково-практичній конференції «Діагностичні центри – медико-біологічні аспекти діагностичного процесу» (м. Рівне, 2007), міжнародній науково-практичній конференції «Шляхи оптимізації терапії онкогематологічних захворювань» (м. Київ, 2008), міжнародній науково-практичній конференції «Терапія супроводу у дитячій гематології та онкології» (м. Львів, 2008), V з’їзді гематологів та трансфузіологів України (м. Вінниця, 2008). 
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ВИСНОВКИ

1.  У дисертації представлено теоретичне узагальнення і нове вирішення актуальної проблеми педіатрії – уточнення механізмів розвитку вторинного імунодефіциту та створення сучасної системи його діагностики при ГЛЛ у дітей. Окреслену проблему автор спроектував на клітинну та гуморальну ланки опірності дитячого організму, а також цитокінову мережу на різних етапах перебігу даного гемобластозу. На підставі проведених досліджень запропоновано додаткові імунологічні маркери перебігу ГЛЛ у дітей.   
2.  Встановлено, що серед сибсів пробанда, хворого на ГЛЛ, злоякісні пухлини не діагностуються. Однак серед родичів пробанда з ГЛЛ ІІ ступеня спорідненості частіше зустрічаються онкологічні захворювання по батьківській лінії, а серед родичів ІІІ ступеня – по материнській лінії. У дітей, хворих на ГЛЛ, виявляється різний спектр природжених вад розвитку, однак їх частота не велика. 
3.   Під час інтенсивної фази цитостатичного лікування ГЛЛ у дітей збільшується частота вірусно-бактеріальних і мікотичних інфекцій у        І протоколі до 77,6 % випадків, під час М-протоколу – до 63,9 % випадків та у ІІ-протоколі – до 96,8 % випадків, що здовжує зазначені терміни проведення протокольної терапії на 23,4 % та у подальшому не дозволяє продовжувати її у повному обсязі.
4.  На етапі довготривалої ремісії у 89,1 % дитини, хворої на ГЛЛ, виявлено різні відхилення у стані здоров’я. Найчастіше спостерігаються хвороби ротової порожнини та носоглотки (46,4 % пацієнтів), шлунково-кишкового тракту та гепатобіліарної системи (25,6 % пацієнтів). Необхідно відзначити, що у 62,4 % дітей, хворих на ГЛЛ, діагностовано хронічний гепатит В/С.
5.  Регенерація CD3+CD4+-лімфоцитів у дітей до 10 років відбувається тимус-залежним шляхом (за рахунок CD4+CD45RA+-лімфоцитів), тоді як у підлітків 11 – 14 років переважають тимус-незалежні (CD4+CD45RО+-лімфоцити) механізми відновлення цих клітин. CD3+CD8+-клітини регенерують швидше за рахунок їх CD8+CD28- субпопуляції. Вони не потребують резидуальної тимічної активності і повністю відновлюються менш ніж за три місяці після повного завершення програмного лікування (0,29 Г/л). 
6.  У розгорнутій клінічній фазі ГЛЛ у дітей спостерігається зниження     концентрації ІgМ (1,43 г/л) та підвищення вмісту IgG (13,31 г/л), а також  дисбаланс рівнів IgG1 (5,06 г/л) та IgG2 (2,69 г/л) у сироватці крові, що свідчить про реакцію неспецифічного гуморального імунітету у відповідь на патологічний процес. Під час цитостатичної терапії ГЛЛ у дітей спостерігається суттєве зниження показників сироваткових імуноглобулінів, які після її завершення поступово відновлюються. 
7.  Зміни окремих показників клітинного імунітету залежать від імунофенотипового підваріанту ГЛЛ у дітей. Добра їх регенерація спостерігається при «чистій» В- і Т-ГЛЛ. Присутність мієлоїдних маркерів як на В-, так і на Т-бластах у динаміці хвороби стимулюють процеси відновлення імунокомпетентних клітин. Зміни у  гуморальній ланці імунітету не залежать від імунофенотипового підваріанту хвороби. 
8.  У дебюті ГЛЛ у дітей спостерігається висока цитокінова активність, яка не залежить від імунофенотипового підваріанту даного гемобластозу. При рецидивах хвороби, незалежно від терміну його виникнення, зростає концентрація IL-6 (13,67 pg/ml) і TNF-α (66,93 pg/ml) та знижується вміст IL-8 (22,06 pg/ml) у сироватці крові, що супроводжується сильним взаємозв’язком досліджуваних цитокінів із бластними клітинами, незалежно від їх абсолютної кількості у периферичній крові. Це дозволяє виділити IL-6, IL-8 та TNF-α як додаткові імунологічні маркери перебігу ГЛЛ у дітей.  
9. Вторинний імунодефіцит у дітей, хворих на ГЛЛ, враховуючи кількісні і якісні зміни імунологічних показників у поєднанні з закономірностями проявів інфекційних ускладнень (локальних, генералізованих) формується поетапно. Найбільш критичні рівні супресії клітинного і гуморального імунітету, а також гранулоцитів з розвитком потенційно летальних форм інфекційних ускладнень спостерігаються на 23-36-й дні І протоколу та у ІІ протоколі. 

























ПРАКТИЧНІ   РЕКОМЕНДАЦІЇ


1. При підозрі природжених вад розвитку у дітей, хворих на ГЛЛ, доцільно звернути увагу на виявлення рідкісної патології – Nijmegen-Breakage-синдром – пов’язаної з вродженим дефектом в імунній системі, схильністю до онкологічних захворювань, зокрема ГЛЛ, та мутацією 657de15. 
2. Для виявлення вторинних імунодефіцитних станів та своєчасного  застосування у достатньому обсязі супровідної терапії захисту при ГЛЛ у дітей рекомендовано здійснювати імунологічний моніторинг (CD3+CD4+-, CD3+CD8+-, CD16+CD56+- та CD19+-клітин, IgA, IgM, IgG, гранулоцитів) під час І та ІІ протоколів програмного лікування та у термін довготривалої ремісії до одного року.
3. При встановленні діагнозу ГЛЛ у дітей доцільно використовувати широку панель МКАТ для надання максимальної характеристики антигенної структури мембрани бластних клітин, оскільки зміни основних показників імунної системи залежать від імунофенотипового підваріанту даного гемобластозу. Такий підхід дасть змогу більш індивідуально застосовувати супровідну терапію, що зменшить небажані перерви під час проведення цитостатичного лікування та підвищить її ефективність. 
4. Для моніторингу активності неопластичного процесу при ГЛЛ у дітей рекомендовано використовувати такі імунологічні маркери як IL-6, IL-8 та TNF-α, що сприятиме стратегічному вирішенню подальшої   лікувально-діагностичної тактики. 
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