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ВСТУП
Актуальність теми. Хронічна лімфоцитарна лейкемія В-клітинного походження (В-ХЛЛ) – найбільш поширена форма онкогематологічних захворювань дорослих в Україні, країнах Європи та США [2, 4, 27, 48]. Захворювання характеризується прогресивним накопиченням в крові, кістковому мозку, лімфатичних вузлах та інших лімфоїдних органах зрілих В-лімфоцитів малого розміру з типовим фенотипом (CD19+, CD5+, CD23+) та низькою експресією В-клітинного рецептора [56, 101]. Незважаючи на гомогенність клітинного субстрату, перебіг В-ХЛЛ суттєво відрізняється у окремих хворих. Це стосується клініко-гематологічних проявів на момент діагностики захворювання, терміну необхідності початку лікування, відповіді на терапію, розвитку ускладнень, загального виживання. Якщо приблизно третина хворих не потребує лікування впродовж тривалого часу (десятки років), у третини відносно сприятливий перебіг захворювання через 2-4 роки змінюється його прогресуванням, а ще у третини хворих перебіг захворювання має злоякісний характер вже на момент появи перших клінічних проявів і хворі потребують термінового початку терапії. Тому пошук та визначення прогностичних критеріїв при ХЛЛ з метою своєчасної діагностики та лікування є актуальним завданням. 
Тривалий час прогноз захворювання базувався виключно на клініко-гематологічних ознаках, за допомогою яких визначались стадії ХЛЛ (Rai et al., 1975, 1987; Binet et al., 1987). В 1999 р. Damle et al. та Hamblin et al. запропонували виділення двох окремих підтипів В-ХЛЛ на основі наявності соматичних гіпермутацій в генах варіабельних ділянок важких ланцюгів імуноглобулінів (IgVH), які суттєво відрізнялись за перебігом захворювання та загальним виживаням хворих [108, 190]. Однак спрогнозувати всі особливості перебігу ХЛЛ не вдалось, що стало поштохом для дослідження інших маркерів, асоційованих зі структурою IgVH генів. Виявилось, що у значної кількості хворих (до 20%) експресуються близькі за структурою послідовності, що вказує на роль однакового антигенного стимулу [62, 66, 140, 149, 183]. На цій підставі виникла гіпотеза щодо значення персистуючої антигенної стимуляції у розвитку (промоції) В-ХЛЛ [55]. До теперішнього часу точна природа антигенів, що задіяні в патогенезі ХЛЛ, не визначена. Передбачається, що це аутоантигени та екзоантигени вірусів і бактерій, які широко розповсюджені в популяції. Антигени, зв’язуючись з В-клітинним рецептором для антигена, призводять до активації каскаду внутрішньоклітинної передачі сигналу та проліферації клітин (Lanemo et al., 2008). В деяких випадках лейкемічні клітини резистентні до антигенного стимулу (вважається, що саме це характерно для хворих з мутованим статусом IgVH генів). В інших (немутований статус IgVH генів) постійна дія антигенного стимулу є фактором, який стимулює проліферацію патологічного клону В-лімфоцитів (Véronèse et al., 2008). 
В останні роки з’явились свідчення, що саме природа антигенного стимулу є важливим фактором, який обумовлює передачу сигналу через В-клітинний рецептор для антигена та виживання лейкемічних клітин. Це передусім дослідження Tobin et al. [66], які показали, що перебіг захворювання у хворих з експресією гена IgVH3-21, який кодує амінокислотну послідовність аспарагінова кислота - метіонін – аспарагін – аланін – метіонін – аспарагінова кислота – валін (DMNAMDV), є несприятливим, незалежно від його мутаційного статусу. В 2007 р. були опубліковані дослідження Matthews et al. [194] щодо несприятливого перебігу IgVH3-48- і IgVH3-53-позитивних хворих на В-ХЛЛ з мутованим статусом генів.  
На жаль, кількість таких робіт ще незначна. Це обумовило вибір напрямку дослідження, яке спрямоване на підвищення ефективності прогнозування перебігу хронічної лімфоцитарної лейкемії.  
Зв'язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертаційна робота виконана за планом науково-дослідних робіт ДУ “Науковий центр радіаційної медицини АМН України”: “Обгрунтувати створення загальнонаціональної системи диференційованого підходу до лікування хворих на  злоякісні лімфопроліферативні захворювання шляхом стратифікації на основі стандартизованої діагностики” (номер держреєстрації 0106U002361; 2006–2008 рр.), “Вивчити внесок експресії гомологічних імуноглобулінових рецепторів у патогенез В-клітинної лімфоцитарної лейкемії в осіб, що постраждали внаслідок Чорнобильської катастрофи, для прогнозування перебігу захворювання”  (номер держреєстрації 0108U000620; 2008–2010 рр.). 
Мета дослідження - виявити вплив молекулярної структури генів варіабельних ділянок важких ланцюгів імуноглобулінів в комплексі з клініко-гематологічними факторами прогнозу на перебіг хронічної лімфоцитарної лейкемії В-клітинного походження.  
 Завдання дослідження:
1. Дослідити клініко-гематологічні ознаки хворих на В-ХЛЛ. 
2. Охарактеризувати спектр та мутаційний статус IgVH генів в групі обстежених хворих на В-ХЛЛ.  
3. Провести співставлення клініко-лабораторних та молекулярно-генетичних (структура IgVH генів) характеристик В-ХЛЛ для оцінки особливостей клінічної картини захворювання.
4. Визначити термін початку протипухлинної терапії та оцінити результати лікування хворих на В-ХЛЛ залежно від молекулярних ознак патологічного клону.
5. Створити комплекс критеріїв з урахуванням молекулярно-генетичних ознак пухлинних клітин для оцінки прогнозу прогресування захворювання та виживання хворих.
Об'єкт дослідження - хворі на хронічну лімфоцитарну лейкемію В-клітинного походження.
Предмет дослідження – клініко-гематологічні особливості захворювання, імунофенотипові ознаки лейкемічних клітин, структура IgVH генів у В-лімфоцитах пухлинного клону. 
Методи дослідження: клініко-гематологічні, цитологічні, імунологічні, молекулярно-генетичні (полімеразна ланцюгова реакція з сіквенсом отриманих продуктів), статистичні.
Наукова новизна результатів дослідження. Вперше отримані нові дані щодо клінічних особливостей перебігу В-ХЛЛ залежно від мутаційного статусу IgVH генів в лейкемічних клітинах, а саме: для хворих з немутованими IgVH генами на противагу хворим з мутованими IgVH генами були характерні В-симптоми на момент діагнозу ХЛЛ, більш високий ініціальний лейкоцитоз, діагностика на пізніх стадіях (СІІІ-CIV), а також розвиток транcформації Ріхтера. 
Вперше встановлено, що крім мутаційного статусу, перебіг захворювання залежить від експресії окремих IgVH генів. Так, для хворих з мутованим статусом IgVH генів негативне прогностичне значення мала експресія генів 4-ї родини і гена IgVH3-21, що асоціювалось на момент діагнозу із значною пухлинною масою і пізньою стадією захворювання.  
При немутованому статусі генів імуноглобулінів вперше встановлена асоціація експресії генів IgVH3-11 і IgVH1-69 з розвитком аутоімунних ускладнень на фоні проведення терапії. Вперше серед хворих з немутованими генами виділена підгрупа хворих з експресією генів IgVH1-69 з гомологічними HCDR3 фрагментами, які мали гірший прогноз загального виживання, швидкості прогресії захворювання та трансформації в синдром Ріхтера.
Показано, що на термін необхідності початку терапії впливали як клініко-гематологічні фактори (гіперлейкоцитоз, велика пухлинна маса, присутність В-симптомів, атипова морфологія лімфоцитів), так і лабораторні – мутаційний статус IgVH генів та експресія антигена CD38. Кількість досягнутих повних і часткових ремісій захворювання не залежала від молекулярно-генетичних особливостей лейкемічних клітин, але тривалість відповіді на терапію і І-ї, і ІІ-ї ліній була вдвічі більшою у хворих з мутованими порівняно з немутованими IgVH генами.
Отримані нові факти щодо значення лабораторних прогностичних чинників для хворих на ХЛЛ на різних стадіях захворювання згідно класифікацій Binеt і Rai. За допомогою одно- та мультифакторного регресійного аналізу визначено найбільш вагомі прогностичні показники виживання хворих, прогресії захворювання, терміну необхідності початку терапії. 
Практичне значення отриманих результатів. На основі отриманих даних про значення молекулярно-генетичних ознак субстратних клітин розроблено комплекс прогностичних критеріїв для оцінки перебігу В-ХЛЛ. Так, для хворих на ранніх стадіях захворювання (А0-І) найбільш важливими чинниками прогнозу виживання, прогресії та терміну необхідності початку терапії є мутаційний статус IgVH генів. На розгорнутих стадіях (ВІІ) ХЛЛ мутаційний статус визначає виживання хворих, водночас основними маркерами прогнозу прогресії і терміну початку терапії виступають клініко-гематологічні ознаки на момент діагнозу (присутність В-симптомів, гіперлейкоцитоз, гіперпластичний синдром та атипова морфологія лейкемічних клітин). Для хворих в стадії С жодна з прогностичних ознак, що аналізувались, не впливає на тривалість виживання та тривалість періоду без прогресії захворювання.
Визначена група хворих (немутовані IgVH гени, експресія антигена CD38 на лейкемічних клітинах вище за 30%), які мають коротку відповідь на лікування І лінії і потребують наступного продовження терапії. Ці дані сприятимуть оптимізації тактики лікування хворих.
Виділена група хворих з експресією немутованих генів IgVH1-69 і IgVH3-11, які мають підвищений ризик розвитку аутоімунних ускладнень (odds ratio = 5,56; 95% довірчий інтервал 1,38 – 22,21; р = 0,009).
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ВИСНОВКИ


В дисертаційній роботі представлено нове вирішення важливої наукової задачі в гематології, а саме: встановлено значення молекулярної структури генів варіабельних ділянок важких ланцюгів імуноглобулінів для оцінки особливостей перебігу і прогнозу хронічної лімфоцитарної лейкемії В-клітинного походження, а також ефективності лікування хворих.
 1. Серед молекулярних ознак лейкемічних клітин при ХЛЛ найбільше прогностичне значення мав мутаційний статус IgVH генів, який визначав термін початку терапії, прогресії захворювання, загального виживання хворих. Додаткове значення встановлено для експресії окремих IgVH генів.
2. Для хворих з мутованими IgVH генами негативне прогностичне значення мала експресія генів 4-ї родини, яка була асоційована із значною пухлинною масою на момент постановки діагнозу та діагностикою захворювання у пізніх стадіях, та експресія  IgVH3-21 гена (розвиток аутоімунної гемолітичної анемії та вторинної пухлини).
3. Хворі на ХЛЛ з  експресією немутованих генів IgVH3-11 і IgVH1-69 є групою ризику щодо розвитку аутоімунних ускладнень (OR = 5,56; р =0,009). Одночасне визначення експресії антигена CD38 підвищує ефективність прогнозу.
4. Хворі з експресією немутованого IgVH1-69 гена з гомологічними HCDR3 фрагментами становлять групу ризику щодо можливої трансформації в синдром Ріхтера (OR = 6,36; р = 0,027).  
5. На тривалість періоду, протягом якого хворий не потребує лікування (TFS), впливали мутаційний статус IgVH генів та експресія антигена CD38. Показники доповнювали один одного. 
6. Загальна ефективність лікування (кількість досягнутих повних і часткових ремісій) не розрізнялась залежно від молекулярно-генетичних особливостей лейкемічних клітин. Водночас, хворі з мутованими IgVH генами мали вдвічі більш тривалу відповідь на лікування, ніж хворі з немутованими IgVH генами. Крім того, хворі з немутованими IgVH генами та  високою експресією антигена CD38 частіше потребували проведення терапії ІІ та ІІІ ліній.
7. Найбільш значущим маркером прогнозу загального виживання, прогресії та терміну необхідності початку терапії для хворих на В-ХЛЛ на ранніх стадіях захворювання (А0-АІ) був мутаційний статус IgVH генів. 
8. Для хворих на розгорнутих стадіях захворювання (ВІІ) основними маркерами прогнозу прогресії і терміну початку терапії були клініко-гематологічні ознаки на момент діагнозу (присутність В-симптомів, гіперлейкоцитоз, велика маса пухлини та атипова морфологія лейкемічних клітин). Для прогнозу загального виживання зберігав значення мутаційний статус IgVH генів.  
9. Для хворих на стадії С жодна з прогностичних ознак, що аналізувались, не мала впливу на тривалість загального виживання та тривалість періоду без прогресії захворювання.
10. В комплекс прогностичних ознак для визначення прогнозу ХЛЛ повинні входити такі показники, як стадія захворювання, присутність негативних клініко-гематологічних ознак (В-симптоми, гіперлейкоцитоз, велика маса пухлини та атипова морфологія лейкемічних клітин), визначення мутаційного статусу IgVH генів та експресії антигена CD38.
 
 







ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ


1. Для прогнозу перебігу хронічної лімфоцитарної лейкемії у хворих необхідно проводити визначення мутаційного статусу генів варіабельних ділянок важких ланцюгів імуноглобулінів та експресії антигена CD38 на момент первинної діагностики захворювання. Це дозволить спрогнозувати загальне виживання хворих, швидкість прогресії захворювання, тривалість періоду, протягом якого хворий не потребує терапії, ефективність лікування, вірогідність необхідності проведення терапії ІІ та ІІІ ліній, ризик розвитку трансформації в синдром Ріхтера.
2. Хворі з експресією немутованих генів IgVH1-69 і IgVH3-11 складають групу ризику щодо розвитку аутоімунних ускладнень на фоні проведення лікування. Рекомендовано в процесі терапії проводити моніторинг концентрації анти-еритроцитарних, анти-тромбоцитарних антитіл у сироватці крові, що допоможе попередити розвиток клінічних проявів аутоімунних реакцій у таких хворих.
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