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Santrumpos

APC — alofikocianinas

BCRP — krities vézio atsparumo baltymas (angl. breast cancer resistance
protein)

B-ULL — timiné B-limfoblastiné leukemija

CD - diferenciacijos grupé¢ (angl. cluster of differentiation), tai lasteliy
pavirSiaus zymenys, atpazistami specifiniy monokloniniy antiktiny ir
naudojami lasteléms identifikuoti, ju diferenciacijai ir aktyvumui vertinti
CNS — centriné nervy sistema

DAYV — dauginis atsparumas vaistams

DNR - deoksiribonukleo riigstis

FAB klasifikacija — Pranctizijos, JAV ir Didziosios Britanijos (angl. French —
American — British) jungtinés mokslininky grupés 1976 m. parengta iiminiy
leukemijy klasifikacija

FITC — fluoresceino izotiocianatas

LRP - plauciy atsparumo baltymas (angl. lung resistance protein)

LSAF — su leukemija susijg¢s aberantinis fenotipas

MDS — mielodispazinis sindromas

MIC — timiniy leukemijy klasifikacija, paremta morfologinémis,
imunologinémis ir citocheminémis lasteliuy savybémis

MiLL — misrios linijos leukemija

MLL — minimali liekamoji liga

MPO — mieloperoksidazé

MRP1 —su dauginiu atsparumu vaistams susij¢s baltymas 1 (angl. multidrug
resistance protein 1)

mRNR — matriciné RNR

NK lastelés — limfocitai, suardantys svetimas lasteles be iSankstinés
sensibilizacijos (angl. natural killer cells)

PBS — fosfatinis buferinis tirpalas (angl. phosphate buffered saline)

PE - fikoeritrinas



PerCP — peridinino chlorofilo baltymas

p-gp — pralaidumo glikoproteinas (angl. permeability glyprotein)

PGR — polimerazés grandininé reakcija

PSO - pasauliné sveikatos organizacija

RNR - ribonukleo rugstis

TdT — terminaliné deoksinukleotidil transferazeé

T-ULL — timiné T-limfoblastiné leukemija

UL — timiné leukemija

ULL - iiminé limfoblastiné leukemija

UML — iminé mielogeniné leukemija

UML/MD — iminé mielogeniné leukemija su minimalia diferenciacija
UML/BB — iminé mielogeniné leukemija be brendimo pozymiy
UML/SB — iiminé mielogeniné leukemija su brendimo poZymiais
UMmoL — iminé mielomonocitiné leukemija

UMoL — iminé monoblastiné leukemia

UML/MDS — timiné mielogeniné leukemija su mielodisplazijos pozymiais

ZLA — 7mogaus leukocity antigenai



1. Ivadas

Quod medicina aliis, aliis est acre venenum
Kas vienam vaistas, kitam yra nuodas

(Senoves romény patarlé)

1.1. Problemos aktualumas

Uminé leukemija — tai kraujodaros sistemos neoplazma, pasireiskianti
nekontroliuojamu jauny kraujodaros lasteliy (blasty) dauginimusi kauly
Ciulpuose ir kraujyje. Tai heterogeniska ligy grupé, kuriai biidinga imi ligos
Uminés leukemijos skirstomos i dvi pagrindines grupes - {mines
mielogenines (UML) ir @imines limfoblastines leukemijas (ULL) [1, 2].
Remiantis JAV nacionalinio vézio instituto duomenimis, imine mielogenine
leukemija, kuri yra labiausiai paplitusi iminés leukemijos forma suaugusiyju
populiacijoje, 2004 — 2008 m. kasmet susirgo 3,5 1§ 100 000 JAV gyventoju.
MirStamumas nuo Sios ligos sieké 2,8 i§ 100 000. Bendras serganciuju
penkeriy mety iSgyvenamumas (angl. overall survival) 2001 — 2007 m. buvo
22,6%. Sergamumas umine limfoblastine leukemija, labiausiai paplitusia
vaiky piktybine liga, 2004 — 2008 m. buvo 1,7 i§ 100 000, o mirStamumas —
0,5 i§ 100 000 JAV gyventoju. Bendras sergan¢iyju ULL penkeriy mety
iSgyvenamumas 2001 — 2007 m. buvo 64,4%. Vaiky amziuje $is rodiklis dar
didesnis ir paprastai virsija 85% [3, 4].

Iki pat XX a. vidurio nebuvo jokio patogenezinio timiniy leukemijy
gydymo. Ir tik 1940 m. pradéti naudoti pirmieji chemoterapiniai vaistai. 1948
m. S. Farber apra$¢ imine leukemija sirgusio vaiko, gydyto folio riigsties
antagonistu aminopterinu, laiking remisija [5]. Neilgai trukus buvo pastebéta,
kad remisija galima pasiekti ir skiriant steroidy preparatus [6]. Vis tik
didZiausias proverzis gydant iimines leukemijas, o ypa¢ ULL, jvyko 1960 m.,

kuomet buvo pritaikyta kombinuota skirtingo veikimo mechanizmo vaisty



chemoterapija. Panaudojus vinkristina, prednizolona, L-asparaginaz¢ gydymo
indukcijai, o 6-merkaptopuring ir metotreksata palaikomajam gydymui, tapo
imanomas visiSkas serganCiyjy Uminémis leukemijomis pasveikimas [7].
AnalogiSkas gydymo modelis taikomas iki Siol. Vinkristino, kortikosteroidy
preparaty ir asparaginazés, o kartais dar ir vieno i§ antracikliny derinys
skiriamas gydymo pradzioje. Pasiekus kliniking ir morfologing remisija,
gydymo konsolidacijai keleta ménesiy taikoma viena i§ galimy gydymo
schemy, i kurias jeina kryZminio atsparumo su indukcijai naudojamais
vaistais neturintys medikamentai (citarabinas, metotreksatas, antraciklinai,
alkilizuojantys preparatai, epipodofilotoksinai). Dar véliau taikomas iki 36
ménesiy  trunkantis maziau intensyvus palaikomasis gydymas 6-
merkaptopurinu ir metotreksatu. Neuroleukemijos prevencijai vaikams
taikoma kraniospinaliné radioterapija ar intratekaliné¢ chemoterapija. Visgi
intensyvus Uminiy leukemijy gydymas turi nemazai Salutiniy reiskiniy:
ankstyvyjy, kylanc¢iy deél greitai yran¢iy naviko lasteliy ir sparciai
besidalijan¢iy odos, virSskinamojo trakto epitelio, kasos, kauly ¢iulpy ir kity
audiniy lasteliy sunaikinimo ir vélyvyjy, tokiy, kaip nevaisingumas, kepenu,
plauciy pakenkimas, osteoporozé ar net antriniai navikai. Taigi maksimaliai
intensyvus gydymas dél gausiy chemoterapiniy vaisty pasaliniy reiSkiniy néra
taikytinas visiems ligoniams. Esant gana placioms gydymo konsolidacijos
galimybéms, pacientai skirstomi i rizikos grupes: mazos rizikos ligoniams
taikomas ne toks intensyvus, o didelés rizikos — intensyvesnis gydymas. Nuo
1994 m. atsinaujinusiai Uminei limfoblastinei leukemijai gydyti taikoma ir
alogeniné kamieniniy kraujodaros lasteliy transplantacija [8-11].

Serganciyjuy timine mielogenine leukemija gydymas taip pat paremtas
kombinuota chemoterapija, taCiau néra toks sékmingas kaip serganciyjy
imine limfoblastine leukemija. Paprastai gydymo indukcijai naudojamas
pirimidino analogas citarabinas ir vienas i§ antracikliny grupés vaisty
(dazZniausiai daunorubicinas ar idarubicinas). Kai kuriems ligoniams prireikia
dviejy indukcijos cikly. Pasiekus remisija, priklausomai nuo rizikos veiksniy

skiriamas tolesnis keleta ménesiy trunkantis gydymas dideliy doziy citarabinu



ar atlickama alogeniné¢ kamieniniy kraujodaros lasteliy transplantacija. Tam
tikram UML potipiui — Ominei promielocitinei leukemijai — taikomas
specifinis gydymas allo-trans-retinoine rugstimi [12].

Pastaraji deSimtmet; vis dazniau pradedamas taikyti ir visiskai
individualizuotas  gydymas, paremtas biologinémis (imunologinémis,
molekulinémis) kiekvieno ligonio piktybiniy lasteliy savybémis. I gydymo
schemas pradedami jtraukti ir medikamentai, tiesiogiai mazinantys daugini
atsparuma vaistams lemianciy lastelés struktiiry aktyvuma, pvz., valspodaras
(PSC 833). Imunoterapija, kuomet gydymui taikomas vaistas, konjuguotas su
antikiinu prie$ lastelés — taikinio antigenus, pvz., rituksimabas (anti-CD20) ar
gemtuzumabas (anti-CD33), naudojama jau nuo devintojo deSimtmecio
pabaigos. Pradedamos taikyti vézio vakcinos, gaminamos i$ individualaus
ligonio vézio lasteliy ir skirtos sustiprinti organizmo imunings sistemos atsaka
1ji. », Taikinio* principu veikiantis gydymas nukreiptas { procesus, kurie veikia
vézio lasteliy augima, dalijimasi, plitima ir natiiralia mirti. Pavyzdziui,
Imatinibas, kuris blokuoja véziniy lasteliy augimo signalus, veikdamas pries
ber-abl hibridini baltyma, yra placiai taikomas létinés mieloleukemijos
gydymui, taip pat tiriamas galimas jo panaudojimas ir Ph+ ULL gydymui. Be
to, kuriami eksperimentiniai vézio gydymo budai: diegiamos
nanotechnologijos, kuriy pagalba vaistai tiksliau ir selektyviau pasiekia vézio
lasteles, onkolitiné viroterapija, PARP (poli-ADP-ribozés-polimerazes, kurig
veézio lastelés naudoja DNR paZeidimui iStaisyti) inhibitoriai ar net geny
inzinerija [13-15].

Optimaliausiam kiekvieno ligonio gydymo metodui parinkti
reikalingi objektyvis ir patikimi rodikliai, leidziantys priskirti ligonj tam
tikrai rizikos grupei ar skirti visiSkai individualy gydyma. Pirmieji Gminiy
leukemijy prognoziniai rodikliai buvo pacienty amzius ir leukocity skaicius
kraujyje. 1985 m. iminés limfoblastinés leukemijos suskirstytos i standartinés
rizikos (vaikai iki 10 mety, kuriy leukocitozé¢ mazesné nei 50000/ul) ir didelés
rizikos (kiidikiai ir vyresni nei 10 amZiaus ligoniai, kuriy leukocitoze didesné

ar lygi 50000/ul) [16]. Véliau atliktos studijos parodé ir galima blasty



morfologiniy savybiy itaka ligos prognozei. Pavyzdziui, ligoniai, kuriy blasty
morfologinés savybés buvo biidingos FAB ULL L3 potipiui pasizyméjo
palankesne ligos eiga, o L2 potipio morfologija buvo siejama su prastesne
prognoze [17, 18]. Keletas studijy jrod¢, kad UML atveju Auerio lazdeliy
radimas ar lydinti eozinofilija yra geros prognozés morfologiniai poZymiai
[19, 20].

XX aStuntajame deSimtmetyje pradéti leukeminiy blasty pavirSiaus
zymeny ekspresijos — imunofenotipo - tyrimai. Tékmes citometrijos metodas
yra pagristas lasteliy identifikavimu, remiantis antigeny ekspresija ju
pavirSiuje, citoplazmoje ar branduolyje, kuri nustatoma naudojant su jais
besijungiancius fluorochromais zZymétus antikiinus. Skirtingi Zymenys yra
budingi atskiriems kraujodaros kamienams ir kinta juy diferenciacijos,
proliferacijos ar migracijos metu [21, 22]. Siuolaikiniais tékmés citometrais
galima vertinti keleto ar net keliolikos fluorochromy $vytéjima vienu metu ir
iStirti itin daug lastelés parametry. Imunofenotipo savybés pradétos taikyti ir
skirstant ligonius | rizikos grupes. Buvo pastebéta, kad tminéms B-
limfoblastinéms leukemijoms buidinga palankesné prognoz¢, nei timinéms T —
limfoblastinéms leukemijos. Véliau jrodyta, kad T-ULL blastai pasizymi
mazesniu  folilpoliglutamato  sintetazés  aktyvumu  ir  didesniu
dihidrofolatreduktazés aktyvumu, nei B-ULL, todél sintetina maziau aktyvios
metotreksato formos ir greiiau ja metabolizuoja. Nors intensyvinant gydyma
pasickiami beveik vienodi $iy ligy gydymo rezultatai, daugelis ULL tyréjy
grupiy iki $iol taiko skirtingas B-ULL ir T-ULL gydymo schemas. [23, 24].

Uminés mielogeninés leukemijos atveju imunofenotipo analizé
padeda isskirti specifini UML potipj — iming promielociting leukemija. Sios
leukemijos blastuose aptinkama translokacija, apimanti retinoinés rugsties
alfa receptoriaus gena, dazniausiai t(15;17)(q24;q21). Pasickiami geri Sios
ligos gydymo rezultatai allo trans retinoine riigStimi [25].

Pastaruoju metu Uminiy leukemijy prognozés  vertinimas
neatsiejamas nuo citogenetiniy ir molekulinés genetikos radiniy. Vieni ju

lemia palankia, pvz., t(8;21), t(15;17), invl6 UML, t(12;21) ULL atveju, kiti



— agresyvesng ligos eiga, pvz., t(9;22), t(4;11) ULL, del7, del5 UML atveju
[26].

Dar daugiau, diagnozuojant leukemijas ir kitus piktybinius susirgimus
ir prognozuojant jy eiga, pradedami taikyti geny ekspresijos profilio (DNR ir
RNR mikrogardeliy technologija) ir proteominiai (masiy spektrofotometrija)
tyrimai, padedantys identifikuoti naujus tminiy leukemijy biozymenis ir
galimus terapinius taikinius [27, 28].

Atsirandant vis naujesniems @iminiy leukemijy tyrimo metodams, kai
kurie tradiciniai metodai praranda savo aktualuma. Nors morfologiniy ir
citocheminiy blasty savybiy tyrimas S$viesiniu mikroskopu islieka svarbus
leukemijy diagnostikai, S§iuo metu jis retai naudojamas ligos eigai
prognozuoti. Tuo tarpu tékmés citometriniy tyrimy svarba islieka didelé ne tik
nustatant iminés leukemijos pobudi, bet ir vertinant jos prognozg. Tékmés
citometrijos metodo privalumai yra tyrimo greitis (rezultatai gaunami per
kelias valandas nuo méginio paémimo), ne itin aukSta, atsizvelgiant {
pateikiamos informacijos svarba, tyrimo kaina, didelis jautrumas (aptinkama
1 specifinio fenotipo lastele tarp 10 000 ar net 100 000 kity), galimybe
analizuoti keleta ar net keliolika lastelés parametry, kiekviena lastelg tiriant
atskirai, galimybé vertinti lasteliu gyvybinguma. Tobul¢jant tékmes
citometrijos technologijoms, didéja vienu metu galimy tirti lastelés zymenu
skaicius, kartu ir gaunamos informacijos apie lastel¢ kiekis. Viena vertus,
daugiaparametré tékmés citometrija Siuo metu leidzia nustatyti net labai
mazus lasteliy kiekius, todél gali biiti taikoma ,rety lasteliy“ (angl. ,rare
events) tyrimui (minimali liekamoji liga, cirkuliuojancios plazmings,
limfominés ir net solidiniy naviky lastelés). Kita vertus, tapo imanomas nauju
lasteliu  subpopuliaciju aptikimas (blasty subpopuliacijos, leukeminés
kamieninés lastelés). Taip pat vis daugiau démesio skiriama ir normaliy
kraujodaros lasteliy brendimo keliy tyrimams ir jy pakitimams {jvairiy
hematologiniy ligy metu. Pastebéta, kad leukeminiai blastai néra tiesiog
sustinge tam tikrame brandos lygyje ir nekontroliuojamai pasidauging

normalios  kraujodaros  pirmtakai. Analizuojant Uminiy leukemijy
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imunofenotipus, daugumoje atvejy aptinkama nukrypimy nuo normalaus
kraujodaros lasteliy diferenciacijos kelio, vadinamy aberacijomis. Blasty
fenotipo pokyciai, nustatomi iminémis leukemijomis sergantiems ligoniams,
taCiau neaptinkami ar aptinkami labai mazais kiekiais sveiky asmenu kauly
Ciulpuose, atvejais vadinami su leukemija susijusiais aberantiniais fenotipais
(LSAF). Siy fenotipo pakitimy klinikiné reik§mé keleriopa: LSAF gali biiti
naudojami kaip Giminiy leukemijy prognoziniai zymenys, kai kurie LSAF turi
stipry ry$i su aptinkamais pokyciais molekuliniame lygyje, taip pat LSAF
taikomi minimalios liekamosios ligos aptikimo zZymeny deriniams konstruoti
[29-31].

Minimali lieckamoji liga — tai leukeminiy blasty populiacija, islikusi
kauly ciulpuose, pasiekus morfologing remisija (kai Sviesiniu mikroskopu
aptinkama <5% blasty). Sis dydis atspindi objektyvy leukemijos “masés”
mazéjima, kurj lemia leukeminiy Iasteliy ypatybiy (imunofenotipas,
kariotipas, geny persitvarkymai ir kt.) ir organizmo ypatybiy (amzius, lytis,
farmakodinamika) sintezé. Minimalios liekamosios ligos dydis yra
nepriklausomas, daugelio studijy patvirtintas Uminiy leukemijy prognozes
veiksnys. Minimalios liekamosios ligos dydis koreliuoja su gydymo iSeitimi,
padeda suskirstyti ligonius i rizikos grupes ir parinkti jiems tikslingiausia
gydyma [32-34].

Viena i§ tGminiy leukemijy gydymo nesékmés priezasCiy gali buti
blasty atsparumas vaistams. Atsparumas dviems ar daugiau struktiiriSkai ir
funkciskai skirtingy vaisty vadinamas dauginiu atsparumu vaistams (DAV).
DAV patogenezés mechanizmai keli: ji gali lemti pakit¢ vaisty veikiami
lastelés ,taikiniai“, sutrikes apoptozés (natiiralios lasteliy mirties)
mechanizmas, padidéjes membraniniy neSikliy, iSstumianciy vaista i$ lastelés,
aktyvumas ar pakitgs vaisty metabolizmas. Vienas esminiy DAV
mechanizmy, intensyviai tyrin¢jamas ir serganciyjy timinémis leukemijomis
populiacijoje, yra nuo ATF priklausan¢io membraninio baltymo p-gp
sukeliamas citotoksiniy vaisty Salinimas i$ lastelés. Tékmeés citometrijos

metodas gali buiti efektyviai taikomas, tiriant daugini atsparuma vaistams.
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Viena vertus, naudojant monokloninius antikiinus prie§ ekstraceliulinius p-gp
epitopus, galima iStirti jo ekspresija leukeminiy lasteliy pavirSiuje. Taip pat
tekmés citometrijos metodu galima nustatyti, ar blastai in vitro iSstumia
SvytinCius citotoksiniy medziagy analogus, t.y. iStirti ju funkcini atsparuma
vaistams. Nors DAV, kaip prognostinio iminiy leukemijuy veiksnio, tyrimy
nemazai, jie vis dar islieka priestaringi [35, 36]. Siame darbe siekéme DAV
rodiklius susieti su leukemijy imunofenotipo ypatybémis — su leukemija
susijusiy aberantiniy fenotipy aptikimu, o ju prognosting reik§Sme vertinti,
nustatant minimalig lickamaja liga jvairias gydymo etapais.

Lietuvoje timiniy leukemijy tékmés citometriniai tyrimai pradéti 1997
m. Pradzioje dvispalviais ir trispalviais zymeny deriniais buvo siekiama
identifikuoti blasty linija ir diferenciacijos laipsni. Pamazu tiriamy Zymeny
ivairove did¢jo. Nuo 2004 m. wminiy leukemiju fenotipas tiriamas
keturspalviais zymeny deriniais, o nuo 2006 m. pradéti SeSiaspalves tékmes
citometrijos tyrimai. Musy Salyje paplit¢ Tminiy ir létiniy leukemijy
imunofenotipai apibendrinti ir i$samiai apraSyti dr. Rédos Matuzevicienés
disertacijoje ,,Zmogaus uminiy ir létiniy leukemijy imunofenotipai:
diferenciacijos zymeny ekspresijos tyrimai“ [37]. Daugiaspalvés tékmés
citometrijos tyrimai, taikant plaius Zymeny rinkinius, teikia daug
informacijos apie leukemines lasteles ir gali buti naudojami ne tik Giminiy
leukemijy diagnozés nustatymui, bet ir jos prognozei vertinti. Pavieniy
zymeny ekspresijos jtaka ligos prognozei tirta ir Lietuvoje, pvz. nustatyta
CD7 zymens ekspresijos UML atveju reikimé [38]. Dabartiniu tyrimu jau
sickéme nustatyti visy esminiy LSAF prognosting reikSmg, t.y. ju aptikimo
itaka minimalios lieckamosios ligos kitimui bei tékmés citometru iStyréme

galima blasty persistavimo mechanizma — daugini atsparuma vaistams.
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1.2.

Darbo tikslas

Nustatyti serganCiyjyu tminémis leukemijomis blasty su leukemija

susijusius aberantinius fenotipus ir dauginj atsparuma vaistams bei jvertinti ju

itaka minimalios lieckamosios ligos dinamikai.

1.3.

Darbo uzdaviniai

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Nustatyti su leukemija susijusiy aberantiniy fenotipy
paplitima serganciyju iminémis leukemijomis populiacijoje.
Optimizuoti tékmés citometrinio minimalios liekamosios
ligos tyrimo metodika.

Ivertinti su leukemija susijusiy aberantiniy fenotipy jtaka
minimalios lieckamosios ligos dydziui ankstyvajame timiniy
leukemiju gydymo etape.

Optimizuoti tékmes citometrini dauginio atsparumo vaistams
tyrima.

Nustatyti su leukemija susijusiy aberantiniy fenotipu itaka
dauginio atsparumo vaistams rodikliams.

Nustatyti dauginio atsparumo vaistams rodikliy koreliacija
su minimalios liekamosios ligos dydziu ankstyvajame

iminiy leukemiju gydymo etape.
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1.4. Ginamieji darbo teiginiai

1) Uminiy leukemijy fenotipas nevisiSkai atitinka sveiky tos
pacios kraujodaros lasteliy linijos pirmtaky fenotipa,
daugeliu atveju aptinkama su leukemija susijusiy aberantiniy
fenotipuy.

2) Kai kurie su leukemija susij¢ aberantiniai fenotipai turi rysi
su dauginiu atsparumu vaistams ir per §{ mechanizma daro
itaka minimalios liekamosios ligos dydziui, todé¢l gali buti

naudojami Uminiy leukemijy prognozei vertinti.

1.5. Darbo mokslinis naujumas ir svarba

IStirtas su leukemija susijusiy aberantiniy fenotipy paplitimas Lietuvos
ligoniy, serganciy tminémis leukemijomis populiacijoje ir palygintas su
literatiiroje pateikiamais LSAF paplitimo duomenimis. Sis dydis svarbus
vertinant tékmeés citometrijos metodo pritaikomuma tiriant minimalig
lickamaja liga — viena svarbiausiy Uminiy leukemijy atsako i gydyma
rodikliy.

Istirta, kaip tam tikros blasty fenotipo ypatybés (su leukemija susije
aberantiniai fenotipai) siejasi su minimalios liekamosios ligos dinamika. Iki
Siol LSAF prognostiné reikSmé vertinta, tiriant pacienty iSgyvenamumo
rodiklius, kuriems itakos gali turéti ir kiti veiksniai (pvz., bendra paciento
bikle, jvairiy organy sistemy funkcionavimo ypatybés ir kt.).

Idiegtas originalus standartizuotas minimalios lickamosios ligos tyrimo
metodas: remiantis LSAF analize, parinkti Zymeny deriniai B-ULL, T-ULL,
UML minimaliai lickamajai ligai tirti, sukurta vieninga analizés sistema.
Istirti sveiky asmeny kauly ciulpai, nustatyti normaliy kraujodaros pirmtaky
populiacijy fenotipai ir ju kiekis, taip pat LSAF turinciy lasteliy kiekis.
Sveiky asmeny kauly ¢iulpy tyrimai, siekiant iSaiskinti normalios kraujodaros

brendimo kelius, Siuo metu labai intensyviai atlickami visame pasaulyje.
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Misy gauti duomenys papildo sparciai kaupiama informacijos apie ivairaus
brandumo sveiky kauly ¢iulpy lasteliy fenotipus baze.

Leukemijuy dauginio atsparumo vaistams tyrimai $iuo metu taip pat
igauna pagreiti. Tiriama jvairiy baltymy, galinCiy sukelti atsparuma vaistams,
ekspresija lasteliy pavirsiuje, ju funkcija ir genetinis pagrindas. Kai kurie
tyréjai bando sieti dauginj atsparuma vaistams su leukemijos brandumo lygiu
(pvz., su CD34+ fenotipu ar leukeminiy kamieniniy lasteliy aptikimu). Taciau
mes pirmieji sistemiSkai pabandéme susieti visy pagrindiniy su leukemija
susijusiy fenotipy aptikima su dauginiu atsparumu vaistams bei su atsaku {
tatkoma gydyma — minimalios lickamosios ligos dinamika. Nuosekliai
tyréme, ar su leukemija susij¢ aberantiniai fenotipai turi jtakos dauginio
atsparumo vaistams rodikliams in vitro, ir kaip Sios savybés pasireiskia in
vivo — kaip efektyviai blasty skai¢ius kinta gydant.

Irodzius LSAF sasajas su minimalios lieckamosios ligos dinamika, jau
diagnozuojant iming leukemija be dideliy papildomy iSlaidy bity gauta
vertingos prognoziskai reikSmingos informacijos apie ligos eiga. Minimalios
liekamosios ligos standartizacija svarbi, norint uztikrinti objektyvy, nuo tyréjo
nepriklausoma vertinima bei galimybe palyginti rezultatus tarp skirtingy
institucijy. Dauginio atsparumo vaistams tyrimai galéty paaiskinti tikslesni
blasty islikimo, taikant intensyvia chemoterapija, mechanizma. Rinkoje
atsirandant dauginj atsparuma vaistams mazinanciy preparaty, Siais tyrimais

galima biity identifikuoti pacienty grupes, kuriems tikslinga juos skirti.

2. Literatuiros apZvalga

2.1. Uminés leukemijos: klinika, etiologija, patogenezé

Uminé leukemija — piktybiné kraujodaros sistemos liga, kuomet kauly
Ciulpuose proliferuoja kloniniai kraujodaros lasteliy pirmtakai. Leukeminiai
blastai iSstumia sveikas kraujodaros Iasteles, tod¢él sumazéja kraujo elementy

gamyba ir pasireiSkia {vairaus laipsnio anemija, trombocitopenija ir
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neutropenija. Blastai gali plisti ir uz kraujodaros sistemos riby, pvz., { kepenis,
bluznj, limfinius mazgus ar centring nervy sistema. Uminés leukemijos
simptomai  dazniausiai yra susij¢ su pancitopenijos sukeltomis
komplikacijomis: greitas nuovargis, odos ir gleiviniy blySkumas dél iSreikstos
anemijos, daznos infekcijos, karS$Ciavimo epizodai dél neutropenijos bei
trombocitopenijos sukelti jvairiy lokalizaciju kraujavimo reiskiniai.
Sergantiesiems ULL daznai aptinkama poliadenopatija, hepatomegalija ir
splenomegalija [39, 40].

Néra tiksliai zinoma, kokie veiksniai sukelia Gimines leukemijas.
Uminiy leukemijy atsiradimas siejamas su aplinkos veiksniais: tam tikry
cheminiy junginiy (benzeno, alkilinan¢iy chemoterapiniy vaisty) poveikiu,
jonizuojancia radiacija, kai kuriais virusais (pvz., HTLV-1), taip pat su
igimtomis genetinémis anomalijomis (21-os chromosomos trisomija, Fanconi
anemija, Bloomo sindromas, Seiminés RUNX1 mutacijos). Diskutuojama, ar
nejonizuojanti radiacija (elektromagnetiniy lauky poveikis) gali sukelti
leukemija. Nors keletas studiju (Alhbom, 2001, Draper, 2005) susiejo vaiky
iminiy leukemijy atsiradimo dazni su elektromagnetinio lauko stiprumu ar
atstumu nuo aukstos jtampos liniju, kitos studijos $i rysi paneigé (Didziosios
Britanijos vaiky vézio tyréjuy grupé, 2000), o Pasauliné sveikatos organizacija
laikosi nuomonés, kad duomenys elektromagneting radiacija laikyti leukemijy
priezastimi néra pakankami. Prie§ iSsivystant Giminei leukemijai, gali biiti
aptinkamos kitos gerybinés (aplaziné anemija, paroksizminé¢ naktiné
hemoglobinurija) ar piktybinés (mielodisplazinis sindromas, létiniai
mieloproliferaciniai susirgimai) kraujodaros sistemos ligos [39-41].

Molekuliniame lygyje, leukemijos, kaip ir kiti piktybiniai susirgimai
iSsivysto dél spontaniniy mutaciju, kurioms jvykus protoonkogenai virsta
veikliais onkogenais ar inaktyvuojami navikus supresuojantys genai. Sie
pakitimai sutrikdo lasteliy diferenciacijos, dalijimosi ir natiiralios mirties
procesus [42].

Uminiy leukemiju patogenezé dazniai aiSkinama pasitelkiant ,.dviejy

smigiy“ teorija, kuri teigia, kad leukemija iSsivysto ivykus dviejy ar daugiau
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geny, reguliuojanciy kraujodaros lasteliy diferenciacija ir proliferacija,
mutacijoms, kuriy kiekviena atskirai leukemijos nesukelia. Kai kurie Giminés
leukemijos potipiai akivaizdziai iliustruoja S$ia teorija. Viena dazniausiy
iminémis limfoblastémis leukemijomis serganciy vaiky grupéje sutinkama
genetiné anomalija — TEL ir AML1 geny susiliejimas, ijvykstantis dél
translokacijos t(12;21). Sis genetinis persitvarkymas grei¢iausiai jvyksta dar
prenataliniu laikotarpiu: ji aptinkama identiSkiems dvyniams ir tam tikrai
daliai populiacijos, tiriant kraujo méginius i§ Guthrie korteliy. Vis tik ne visi
vaikai, turintys ,,igimta“ translokacija, suserga leukemija, tam reikalingas
antrasis, jau po gimimo atsiradgs geny pakitimas. Be klasikiniy
leukemogenezés veiksniy (cheminés medziagos, radiacija) minima ir
pakitusio imuninio atsako i iprastas infekcijas reikSmé. ,,Aberantiné* imuniné
reakcija { infekcijas organizme, kuriame dél nepakankamo kontakto su
iprastais patogenais ankstyvoje vaikystéje nesusiformavo optimalus imuninés
sistemos atsakas i juos, taip pat gali biiti antruoju veiksniu, skatinanciu
kraujodaros pirmtaky, jau turin€iy pirming geneting patologija, leukeming
transformacija [43-44].

Pirmoji ivykusi mutacija vadinama ,blokuojanc¢ia“, t.y. stabdancia
kraujodaros pirmtaky diferenciacija tam tikroje stadijoje, o antroji —
,proliferacine”, sukelian¢ia nekontroliuojama S§iy lasteliu dauginimasi.
Remiantis §ia prielaida, Iasteliy lygyje galima teigti, jog leukeminiai blastai
bent i§ dalies atitinka tam tikros kilmés ir brandumo normalias kraujodaros
lasteles. Hemopoezés teorija teigia, kad kraujo lastelés vystosi i$
daugiagaliosios kraujodaros kamieninés lastelés. Ji duoda pradzia kraujodaros
kamienams, i§ kuriy vystosi vis labiau diferencijuotos ir galiausiai visiskai
subrendusios ir funkcionuojancios kraujo lastelés. Viena pagrindiniy
kamieniniy kraujodaros lasteliy savybiyu — sugebéjimas atsinaujinti.
Atsinaujinimas gali vykti simetriSkai, kuomet generuojamos dvi lygiavertés
kamieninés Iastelés, arba asimetriSkai, kuomet atsiranda viena kamieniné
lastelé ir vienas atsinaujinti nebegalintis pirmtakas, i§ kurio vystosi tolesni

lasteliy hierarchijos elementai. Normalios kraujodaros palaikymui bitinas
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subalansuotas simetrinis ir asimetrinis kamieninés lastelés dalijimasis.
Sutrikus atsinaujinimo ir diferenciacijos procesams, gali iSsivystyti leukemija
[45-47].

Klasikin¢ (scholastin¢) naviky atsiradimo teorija teigia, kad navikai
atsiranda 1§ vienos pakitusios Iastelés kloninés ekspansijos budu, sutrikus
proliferacijos kontrolés mechanizmams. Kiekviena véziné Iastelé turi vienoda,
kad ir nedidelg tikimybe vykdyti lastelés cikla, dalintis ir plisti organizme. Sis
modelis teigia, kad visos vézio lastelés yra vienodai tumorigeniskos ir
pasizymi vienodomis savybémis, kurias galima iStirti, tiriant bet kuria lastelg
i§ naviko masés [48, 49]. Taciau gana anksti buvo pastebéta, kad vézinés
lastelés vis tik yra heterogeniSkos: gali skirtis jy morfologija, imunofenotipas
ir kariotipas [50]. Buvo iSkelta nauja naviky iSsivystymo teorija — vézio
kamieninés Iastelés teorija. Remiantis ja, naviko mas¢je egzistuoja nedidelé
populiacija vézio kamieniniy lasteliy, pasizyminc¢iy savybe atsinaujinti. IS ju
vystosi visos kitos, fenotipiskai skirtingos, labiau diferencijuotos ir mazesnes
atsinaujinimo galimybes turin€ios vézio lastelés. Teigiama, kad Sie
,»palikuonys* i§saugo tam tikras, taciau ne visas jy atitikmeny sveikuose kauly
Ciulpuose savybes [51, 52]. O kai kurie tyr¢jai teigia, kad dél gausiy sudétingy
molekuliniy persitvarkymy leukeminés lastelés yra taip pakitusios, kad netgi
sunku izvelgti ju rysi su sveikomis lastelémis [53].

Naviky kamieninés lastelés teorija taikoma ir aiSkinant leukemiju
atsiradima: genetiniai pokyciai skatina atsirasti kamiening leukemijos lastele,
kuri sugeba atsinaujinti ir kuri yra likusiy leukeminiy lasteliy — blasty —
pirmtakas [54, 55]. Remiantis prielaida, kad leukeminiai blastai néra tiesiog
»sustingusios tam tikrame diferenciacijos etape ir nekontroliuojamai
pasidauginusios normalios kraujodaros Iastelés, skirtumai tikétini ir juy

genome, ir jo iSraiskoje — lastelés baltymuy ekspresijoje.
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2.2. Uminiy leukemijy diagnostikos raida

Nors ,,vézio* terminas buvo vartojamas jau Galeno (130 — 200 m.)
laikais, piktybiniai kraujo susirgimai apibrézti zymiai véliau. Ju diagnostika
glaudziai siejasi su mikroskopo atsiradimu. 1665 m. Robertas Hookas
paskelbé pirmaji mikroskopijai skirta darba, o Antonas van Leeuwenhoekas
1674 m. sukonstravo pirmaji mikroskopa ir aprasé raudonasias kraujo lasteles
— eritrocitus [56, 57]. 1749 m. pranciizy anatomas Josephas Lieutaudas
pirmasis apibtdino leukocitus (,, globuli albicantes ) [58]. Vis tik iki pat XIX
a. vidurio vyravo nuostata, kad net zymus ,baltyjy“ kraujo Iasteliy
pagauséjimas kraujyje yra tiesiog uzdegimo lemiamas piilingas procesas. Sia
nuomong i§ esmes pakeité Johno Hugheso Benetto 1845 m. Edinburgo
medicinos ir chirurgijos zurnale iSspausdintas straipsnis, kuriame jis teige,
kad ligonio, mirusio nuo kraujo ,,supiiliavimo®, kraujo lastelés yra pakitusios
ir detaliai jas apras¢ [59]. Tais paciais metais Berlyno Charite ligoninés
patologas Rudolfas Wirchovas savo straipsnyje ,,Baltasis kraujas™ taip pat
apibiidino mikroskopines ,,baltyju kraujo lasteliy savybes bei pirma karta
pavartojo terming ,leukemija® [60]. ReikSmingu zingsniu leukemijos
diagnostikoje tapo ir 1877 m. Paulo Erlicho atrastas kraujo tepinélio dazymo
metodas, nuo kurio prasidéjo morfologiniy leukeminiy lasteliy tyrimy era
[61].

Pirmosios leukemijy klasifikacijos rémeési bitent morfologinémis
lasteliy savybémis: dydziu, forma, branduolio ypatumais, citoplazmoje
aptinkamomis granulémis ar vakuolémis. Tikslesng Sios ligos klasifikacija
paskatino hematologijoje pradétos naudoti citocheminés reakcijos — cheminés
reakcijos, leidziancios identifikuoti lastelése esancias medziagas. 1964 m. F.
Hayhoe su kolegomis panaudojo perjodinés rigsties Schiffo reakcija
glikogenui, Sudano juodzio reakcija lipidams bei benzidino reakcija

peroksidazei lastelése aptikti [62].
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Pirmaja vieninga, lasteliy morfologinémis ir citocheminémis
savybémis paremta leukemijy klasifikacija 1976 m. sukiiré grupé Pranciizijos,
JAV ir Didziosios Britanijos mokslininky (FAB klasifikacija). Véliau
patobulinta ji buvo taikoma ilgiau nei du deSimtme¢ius. Uminés leukemijos
buvo suskirstytos i dvi esmines grupes: Gimines limfoblastines ir Gimines
mieloblastines leukemijas [63].

Sparciai besivystant kitai biomedicinos sri¢iai — imunologijai,
leukemijoms diagnozuoti pradéti taikyti antigeno ir antikiino reakcija pagristi
tyrimo metodai. Sukurta daugybé monokloniniy antikiiny prie§ skirtingus
leukocity pavirSiaus antigenus (Zymenis). PleCiantis Siy antikiiny jvairovei,
sudaryta ju nomenklatira — CD (cluster of differentiation) sistema, pirma
karta pasitlyta 1982 m. Pirmajame tarptautiniame Zzmogaus leukocity
diferenciacijos antigeny seminare ir konferencijoje [64]. Leukemiju
diagnostika tapo neatskiriama nuo blasty pavirSiaus zymeny ir jy visumos —
lastelés fenotipo — tyrimo.

Organizmo audiniuose, pvz., kauly cCiulpu trepanobioptate, lasteliy
zymenys pradéti tirti imunohistocheminiais metodais. Lasteliy fenotipui tirti
skystose terpése ieSkota tikslesniy, greitesniy ir objektyvesniy antigeno —
antikiino reakcijos vertinimo biidy. XX a. antrojoje puséje buvo sukurti
pirmieji tiesioginés imunofluorescencijos metodu paremti analizatoriai -
tekmés citometrai. Siy instrumenty pirmtaka — ICP 11 prietaisa — 1968 metais
sukonstravo Wolfgangas Gohde. Neilgai trukus net keletas komerciniy
imoniy sukiir¢ ir pateiké rinkai savo analizatorius: 1971 m. — Cytofluorograph
(Ortho Diagnostics), 1973 m. — PAS 8000 (Partec), 1974 m. — FACS
(Becton Dickinson) [65].

1988 m. MIC (morfologin¢, imunologiné ir citogenetin¢) leukemijy
klasifikacija, o taip pat 1990 m. pagal Nacionalinio vézio instituto
rekomendacijas pataisyta FAB klasifikacija jau tvirtai pripazino
imunofenotipo svarba [66, 67]. Daugéjant duomeny apie sergantiesiems

iminémis leukemijomis aptinkamus kariotipo ir citogenetinius pakitimus ir su
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jais susijusius leukemijy biologijos ypatumus, Siuos rodiklius imta naudoti ir
leukemijy klasifikacijoje.

2001 m. priimta ir 2008 m perzitréta PSO piktybiniy hematologiniy
susirgimy klasifikacija naudojama iki $iol. Ji grindziama klinikiniy duomeny,
blasty morfologijos, imunofenotipo, genetiniy pakitimy sinteze [68, 69]. Kaip
ir anksciau, i$skiriamos mieloidinés ir limfoidinés kilmés timinés leukemijos.

Siuo metu naudojamoje PSO klasifikacijoje i$skiriamos $ios
pagrindinés UML grupés [69]:

1) UML su pasikartojanc¢iomis genetinémis anomalijomis,
2) UML su mielodisplaziniais pakitimais,

3) su gydymu susij¢ UML ir MDS,

4) kitaip neklasifikuojama UML:

UML su minimalia diferenciacija,

IS

UML be brendimo pozymiy,

UML su brendimo poZymiais,

/e o

iminé mielomonocitiné leukemija,
iminé monoblastiné ir monocitiné leukemija,
iminé eritroleukemija,

iminé megakarioblastiné leukemija,

5 @ oo

iiminé bazofiliné leukemija,

—

iiminé panmielozeé su mielofibroze.
5) mieloidiné sarkoma,
6) su Dauno sindromu susijusi mieloidiné proliferacija,

7) blastiné plazmacitoidiniy dendritiniy lasteliy neoplazma.

Uminiy limfoblastiniy leukemijy klasifikacija [69]:
1) kitaip neklasifikuojamos wminés B- limfoblastines
leukemijos/limfomos,
2) B-limfoblastinés leukemijos/limfomos su pasikartojanciomis
genetinémis anomalijomis,

3) T limfoblastinés leukemijos/limfomos.
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2.3. Tékmés citometrija ir jos taikymas diagnozuojant tmines

leukemijas

2.3.1. Tékmés citometrijos principai

Tékmes citometrija — tai analizinés citologijos metodas lasteléms tirti,
grindziamas sluoksninés skysCio tekmes, Sviesos optinés sklaidos,
imunoglobuliny biologijos bei fluorescentiniy medziagy chemijos principais
[70].

Tékmeés citometrijos metodas yra paremtas lasteliy, zymeéty su
specifiniais antikiinais prie§ jy membranos, citoplazmos ar branduolio
struktiiras konjuguotais fluorescentiniais zymekliais, parametry nustatymu
(,,matavimu‘‘) srautinéje sistemoje, kurioje lastelés iSsidésto po viena. Lastelei
kertant Sviesos Saltinio spinduli, registruojama dviem kryptimis iSsklaidyta

Sviesa bei skirtingy bangos ilgiy fluorescencija [71-73] (1 pav.).

1 pav. Tékmés citometro méginiy tyrimo dalies schema.

meginys : L
skystis neSéjas

-4—— tyrimo kamera

fokusuojantis lesis

I i

lazerio spindulys

Al
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Tékmés citometras sudarytas i§ keleto pagrindiniy bloky — skysciy,
optinés ir informacijos apdorojimo sistemy. Méginys yra hidrodinamiskai
fokusuojamas - isiurbiamas | laminarinés tékmés nesanciojo skysCio srove
taip, kad lastelés iSsidéstyty srovés centre viena paskui kita [71-73].

Siuolaikiniuose citometruose dazniausiai naudojamas 3viesos 3altinis
yra lazeris, spinduliuojantis didelio intensyvumo monochroming Sviesa, kuri
gali buti sufokusuojama { itin maza plota ir suzadinti pavienes lasteles.
Naujausi tekmés citometrai turi ne po viena, o po keleta skirtingy bangos ilgiy
lazeriy. Placiausiai paplitgs yra argono jonu lazeris, skleidziantis mélyno
spektro 488 nm bangos ilgio S$viesa, kuri suzadina pagrindinius
fluorescentinius zymeklius FITC, PE, PerCP ir kai kuriuos kitus reciau
naudojamus zymeklius (PE-Cy5, PE-Cy7 ir kt.). Taip pat citometruose daznai
naudojami Sie lazeriai: 633 nm ,,raudonas® helio — neono (suzadinantis APC,
APC-Cy7, Alexa Fluor 633 fluorochromus), 405 nm kietos fazés ,,violetinis*
(AmCyan, Pacific Blue), 325 nm ,ultravioletinis“ helio — kadmio (Hoechst
33342, DAPI, Alexa Fluor 350). Lastelei kertant maksimaliai sufokusuota
lazerio spinduli, priekinés sklaidos detektorius fiksuoja nedideliu kampu
atspindéta Sviesa, 0 90° kampu atspindéta §viesa, praéjusi koncentruojanti lesi,
kerta keleta dichroniniuy veidrodziy, selektyviai atspindinciy tik vieno bangos

ilgio Sviesa, o likusia dali spindulio praleidzian¢iy toliau [71-73] (2 pav.).
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2 pav. Optinés tekmés citometro dalies schema.
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Analizingje sistemos dalyje Sviesos signalai detektoriy paverciami
atitinkamo stiprumo elektros impulsais, kurie véliau konvertuojami 1
skaitmeninius.  Siuolaikiniuose  citometruose  skaitmeniniai  signalai
generuojami labai ankstyvose detekcijos proceso stadijose, o véliau vykdoma
ju modifikacija. Taip gaunami tikslesni duomenys, be to, galima atlikti jvairiy
citometro parametry skaitmening korekcija, jau surinkus duomenis [71-73].

Duomenys, gaunami tékmés citometru, analizuojami keliais biidais.
Vienparametrés histogramos viena aSis atspindi tam tikro Zymens
fluorescencijos intensyvuma, kita — tokiu fluorescencijos intensyvumu
pasizyminciy lasteliy skaiCiy. Taskinés histogramos kiekvienas taskas Zymi
atskira lazerio spindulj kirtusia lastele. Paprastai vienu metu analizuojami du
fluorescencijos signalai (atitinkantys du zymenis). Kai kurios analizés
programos leidzia matyti erdvini vaizda — analizuoti 3 fluorescencijos

signalus vienu metu [71-73] (3 pav).

24



3 pav. Tékmés citometrijos duomeny analizés biidai: vienparametré

histograma, taskiné histograma, erdviné histograma.
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2.3.2. Tékmés citometrijos metodo taikymas tiriant @mines
leukemijas

Tékmés citometriniai tyrimai uzima svarbia vieta tiek jvairiy sriciy
(imunologijos, onkologijos, hematologijos, mikrobiologijos) moksliniy tyrimy
srityje, tiek ir klinikinéje praktikoje. Ypac platus Siy tyrimy panaudojimas
hematologijoje: tirilamas tUminiy ir I¢tiniy leukemijy fenotipas, nustatant
minimalios liekamosios ligos dydi stebimas gydymo efektas, tiriamos kitos
kloninés kraujo ligos — mielodisplaziniai susirgimai, paroksizminé naktiné

hemoblobinurija, plazminiy lasteliy navikai [74, 75].
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Tekmes citometrijos metodu tiriant Gmines leukemijas, siekiama Siy

tiksly [74, 75]:

)
2)
3)

4)

S)

identifikuoti patologines lasteles méginyje, nustatyti ju skaiciy,
nustatyti ju kilmg ir brandumo laipsni,

ivertinti Zzymeny visuma — fenotipa ir, jei imanoma, priskirti ji
tam tikrai ligai ar jy grupei,

i§skirti zymeny, kurie naudojami kaip gydymo taikiniai (CD20,
CD33), ekspresijos ypatybes,

nustatyti prognozei reik§mingus tékmés citometrinius rodiklius.

2.4. Uminiy leukemijy eigos prognozavimas

Kadangi

Uminés leukemijos apima nemaza grupg piktybiniy

kraujodaros sistemos susirgimy, pacienty atsakas i gydyma ir iSgyvenamumo

rodikliai gali zenkliai skirtis. Nuolat ieSkoma tiek nuo paciento, tiek ir nuo

naviko ypatybiy priklausanciy veiksniy, padedanc¢iy prognozuoti ligos eiga.

2.4.1. Uminés mielogeninés leukemijos prognoziniai veiksniai

Tradiciniai UML prognostiniai veiksniai klasifikuojami i kelias grupes:

1) Klinikiniai prognostiniai veiksniai:

Amzius: vyresniems nei 50m asmenims remisija pasiekiama
re¢iau, o iSgyvenamumas be ligos trumpesnis. Net ir
jaunesniy  pacienty  grupéje amzius turi  jtakos
iSgyvenamumo be ligos rodikliui [76].

Bendra buklé: sunkios buklés ligoniai (neretai su
gretutinémis Sirdies, inksty ligomis ar infekcijomis) dazniau
mirsta ankstyvuoju gydymo etapu [77, 57].

AnksCiau patirtas gydymas citotoksiniais vaistais ar

radiacija: su gydymu susijusi UML i3skiriama { atskirg
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nozologini vieneta PSO Kklasifikacijoje. Jos prognozé
paprastai esti blogesné [77-79].

— Anksciau nustatyti kiti hematologiniai susirgimai: pazeista
kraujodaros sistema dar pries iSsivystant iiminei leukemijai
sukelia kraujo lasteliy trikuma ar nefunkcionaluma, dél
kurio vystosi kraujavimas, infekcijos ir kiti reiskiniai,
bloginantys paciento bukle [77-79].

2) Su lasteliy kariotipu susij¢ prognoziniai veiksniai:

— Chromosomuy poky¢iai, susij¢ su palankia prognoze: t(8;21),
inv(16), t(16;16), t(15;17).

— Chromosomu poky¢iai, susij¢ su bloga prognoze: del (5q),
del (7q), 5-os ar 7-os chromosomos monosomija, inv(3),
t(3;3), t(6;11), t(10;11), t(9;22), 17-0s chromosomos
pakitimai, 11q23 pakitimai, i$skyrus t(9;11) ir t(11;19), 3q
pakitimai, i$skyrus (3;5).

— Chromosomy poky¢iai, nepriskiriami nei vienai $iy grupiuy,
yra siejami su vidutine prognoze. Visgi apie 40% pacienty
chromosominiy pakitimy neaptinkama visiskai [79-81].

3) Su molekuliniais pakitimais (geny mutacijomis) susij¢ prognostiniai
veiksniai:

— FLT3 yra transmembraninis tirozinkinazés receptorius.
Ivykus geno mutacijai, jis gali buti aktyvuojamas
nepriklausomai nuo ligando ir siysti signalus Iasteliy
proliferacijai. Vaiky ir jauny suaugusiy, kuriems nustatoma
tam tikra Sios mutacijos forma, prognoze blogesné [82-83].

— Nukleofosmino geno mutacijos, aptinkamos  esant
normaliam kariotipui ir neradus FLT3 mutacijuy, yra geros
prognozeés rodiklis jvairiy amziaus grupiy ligoniams [82,
84].

— ¢-KIT geno (kurio baltyminis ekvivalentas yra CDI117

Zymuo) mutacijos taip pat lemia nuo ligando nepriklausoma
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tirozinkinazés aktyvacija, kuri savo ruoztu ,jjungia“
daugybinius signalo perdavimo kelius lasteléje. KIT geno
mutacijos gali rodyti blogesng ligos eiga ligoniams,
turintiems kity geros prognozés rodikliy (pvz., inv16) [82,
85].

4) Su kitomis naviko lasteliy ypatybémis susij¢ prognostiniai veiksniai:

— Daugini atsparuma vaistams sukelian¢iy nuo ATF
priklausan¢iy siurbliv  (p-gp, MRP1, LRP ir kt.)
hiperekspresija susijusi su blogesne UML prognoze, ypac¢
vyresnio amziaus ligoniams [86-88].

— Apoptozés inhibitoriy  (bcl-2, survinino) ar  juos
kostimuliuojanciy molekuliy (CDA40, CDl11a)
hiperekspresija susijusi su sunkesne ligos eiga dél sutrikusio
natiiralios lasteliy mirties procesy [89, 90].

— EVII geno hiperekspresija lemia DNR metiltransferaziy,
kurios atsakingos uz epigeneting geny ekspresijos kontrolg,
aktyvumo padid¢jima. Vidutinés rizikos grupés ligoniams,
aptikus Sia mutacija, nustatomas trumpesnis

1Sgyvenamumas be recidyvo [91].

2.4.2. Uminiy limfoblastiniy leukemijy prognoziniai veiksniai

ULL prognozei vertinti taip pat naudojami tiek su ligonio, tiek su
piktybiniy lasteliy savybémis susij¢ veiksniai:

— Ligoniy amzius. Kiudikiams iki 1 mety, sergantiems ULL,
daznai aptinkami MiLL geno persitvarkymai (translokacijos,
apimanc¢ios 11g23). Jiems budinga sunkesné ligos eiga ir
silpnesnis atsakas i standartini gydyma. Agresyvesné ligos eiga
taip pat budinga vyresniems negu 10 mety vaikams ir

suaugusiems [92].
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— Leukocity skai¢ius. Sergantiesiems B-ULL, kuriy kraujyje
aptinkama >50000/ul leukocity, budinga blogesné prognozé
[93].

— Citogenetiniai pakitimai:

* hiperdiploidinis chromosomy  rinkinys (50-67
chromosomos), t(12;21) translokacija siejami su
palankia prognoze,

* hipodiploidija, t(9;22) translokacija, MiLL
persitvarkymai, 11p pakitimai ir 13q netekimas siejami
su blogesne prognoze [94].

— Imunofenotipas: T-ULL ir subrendusio fenotipo B-ULL
paprastai bidinga sunkesné ligos eiga [95].

— Atsakas | gydyma: greitas blasty kiekio sumazéjimas gydant
sicjamas su palankia ligos eiga [96, 97]. Blasty skaiciaus
maz¢jimas vertinamas tiek morfologiniu metodu, t.y. Sviesiniu
mikroskopu, tiek ir moderniais metodais, leidzianciais aptikti
itin maza $iy lasteliy kieki. Submikroskopinis leukeminiy blasty
skaiCius, aptinkamas ligoniui esant remisijoje, vadinamas

minimalia liekamaja liga [98, 99].

2.4.3. Tékmeés citometrijos metodo reikSmé, prognozuojant wUminiy

leukemijy eiga

Tékmeés citometrijos tyrimai gali biiti vertingu diagnostiniu jrankiu,
prognozuojant iiminiy leukemijy eiga. Galima iSskirti tris prognozinius §io
metodo aspektus:

1) Diagnozuojant aptikti su leukemija susij¢ aberantiniai fenotipai, t.y.
fenotipai, neaptinkami sveikuose atitinkamos kraujodaros Iasteliy

linijos pirmtakuose, gali turéti jtakos tolesnei ligos eigai:
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a. jie gali rodyti esant tam tikra geneting pazaida, pvz., iminés
mielogeninés leukemijos fenotipas CD19+CD56+ susijgs su
t(8;21) aptikimu [ 126],

b.  gali buti nepriklausomi prognoziniai veiksniai [134-139].

2) Tékmes citometriniai tyrimai gali buti taikomi, vertinant atsaka i
gydyma. Kaip minéta anksCiau, atsakas | gydyma yra reikSmingas
tolesnés serganCiyjy Uminémis leukemijomis prognozés veiksnys:
ligoniams, kuriems pradé¢jus gydyma, blasty skaiCius mazéja sparciau
ir efektyviau, paprastai pasiekiami geresni iSgyvenamumo rodikliai
[152-159]. Minimalios lickamosios ligos tyrimas tékmés citometru
imanomas didziajai daliai serganciyjy Giminémis leukemijomis ir yra
pakankamo jautrumo (bent 0,01% ULL ir 0,1% UML atveju) [160].

3) Dauginio atsparumo vaistams tyrimai tékmés citometru gali padéti
paaiskinti gydymo nesékmes priezasti, ja numatyti i§ anksto ir iSskirti

pacienty grupes, kuriems tikslinga Sio reiskinio korekcija [175-179].

2.4.3.1. Su leukemija susij¢ aberantiniai fenotipai

Leukeminiy blasty fenotipai, kurie neaptinkami ar aptinkami labai
mazais kiekiais vykstant normaliai hemopoezei, vadinami su leukemija
susijusiais aberantiniais fenotipais (LSAF) [100-103].

Su leukemija susije aberantiniai fenotipai paprastai skirstomi | kelias
grupes [100-103]:

— Linijai nebudingy Zymenuy ekspresija (pavyzdziui,
limfoidiniy zymeny ekspresija mieloidinés kilmés blasty
populiacijoje),

—  asinchroniné Zymeny ekspresija, kai leukeminés lastelés
pavirSiuje aptinkami du ar daugiau Zymeny, kurie normalios

hemopoezés atveju niekada nerandami kartu,
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—  zymeny hiperekspresija, kai tam tikro zZymens molekuliy
lastelés pavirSiuje yra daugiau, nei brgstant normalioms
lasteléms,

—  zymeny hipoekspresija ar jy nebuvimas,

—  ektopiné Zymeny ekspresija, kai tam tikras Zymuo
nustatomas kitoje, nei iprasta, lokalizacijoje (pavyzdziui,
CD1a ne Ciobrialiaukéje, o kauly ¢iulpuose),

—  spindulio sklaidos pobtdzio pakitimai (pavyzdziui,
nejprastai didelés limfoidinés lastelés).

Literatiroje pateikiamos gana plaCios su leukemija susijusiy
aberantiniy fenotipy paplitimo ribos. Stai Giminés B-pirmtaky limfoblastinés
leukemijos atveju LSAF aptinkami 85 — 99 % [101, 102, 104, 105], o Gminés
T-limfoblastinés leukemijos atveju — 95 —100 % [101, 102, 106, 107]. Uminés
mielogeninés leukemijos atveju aberantiniai fenotipai randami 30 — 85 %
atvejy, taciau pastebima, kad tobuléjant technologinéms galimybéms, ju
skaiCius vis did¢ja [100, 108-114].

Su leukemija susijusiy aberantiniy fenotipy buvimas turi jtakos
serganCiyjy umine leukemija ligos eigai ir prognozei. Viena anksc¢iausiai
nustatyty ir iStirty blasty fenotipo aberaciju — CD10 zymens (anks¢iau vadinto
bendruoju Giminiy limfoblastiniy leukemijy antigenu) nebuvimas kai kuriais
iminiy B-limfoblastiniy leukemiju atvejais. Daznai tokios leukemijoms
budinga ir mieloidiniy Zymenuy CD15 ir CD65 koekspresija. [rodyta, kad tokio
fenotipo @mine B-pirmtaky limfoblastine leukemija serganciy ligoniy
prognoz¢ prastesné: mazesnis remisijos daznis ir iSgyvenamumas be ligos
[115, 116]. Véliau nustatyta, kad CD10- fenotipas daznai koreliuoja su tam
tikrais chromosominiais pakitimais — translokacijomis, itraukian¢iomis
miSrios linijos leukemijy gena (MiLL), esanti trumpajame 11-o0s
chromosomos petyje (11g23). Irodyta, kad Sios translokacijos yra
nepriklausomas blogos UL prognozés rodiklis [117, 118].

Kitas gerai Zinomas uUminés B-limfoblastinés leukemijos eiga

padedantis prognozuoti veiksnys — Filadelfijos chromosoma, susiformuojanti
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del t(9;22) translokacijos, dél kurios susijungia ber ir abl genai ir sintetinamas
tirozinkinazés aktyvumu pasizymintis hibridinis baltymas. Ji aptinkama 25 —
35% serganciy Gimine B-pirmtaky limfoblastine leukemija suaugusiy ir ~5%
vaiky ir siecjama su bloga Sios ligos prognoze. Siems ligoniams indikuotina
alogenin¢ kauly ¢iulpy transplantacija. Nors ber-abl geny junginys paprastai
nustatomas polimerazés grandininés reakcijos su atvirkStine transkriptaze
metodu, keletas studijy irod¢, kad Filadelfijos chromosoma turin¢ios fiminés
B-pirmtaky limfoblastinés leukemijos pasizymi specifiniu fenotipu: jos visos
ryskiai ekspresuoja CD10, CD19, CD34 zymenis, daznai koekspresuoja
mieloidinius Zymenis CD66c, CD13, CD33, taip pat neretai aptinkama CD45
ir CD38 zymeny hipoekspresija ar nebuvimas [119-121].

Zymeny CDI10 ir ZLA-DR hiperekspresija, CD20 ir CD45
hipoekspresija, CD34 dalin¢ ekspresija ir mieloidiniy zymeny koekspresija
siejama su t(12;21) translokacija ir geresne prognoze [122].

Kalbant apie Giming T-limfoblasting leukemija, galima teigti, kad tarp
serganciyjy Sia liga labiausiai paplitusi su leukemija susijusiy aberantiniy
fenotipy grupé yra ektopiné zymeny ekspresija. [prastai T-limfocity
brendimas vyksta Ciobrialiaukeje, taigi bet koks ankstyvyjuy zymeny aptikimas
T-limfoidiniuy lasteliu populiacijoje kraujyje ar kauly cCiulpuose gali biti
laikomas aberacija. T-ULL atveju didZiausia prognosting reikSme turi $ios
leukemijos diferenciacijos laipsnis. Nustatyta, kad ankstyviausia Sios ligos
forma (pro T-ULL), kurios metu blastai ekspresuoja tik CD7, citoplazminj
CD3 ir TdT Zymenis pasizymi prastesne prognoze. Ankstyvajai T-ULL, ypac&
turinc¢iai CD2 zymeni, budinga kiek geresné, o vélyvai ir kortikalinei formai,
kuomet randama CDla, pavirSine CD3 ir CD4 bei CD8 ekspresija — dar
geresné prognoze [123, 124]. Neseniai paskelbti duomenys rodo, kad pagal
lasteliu fenotipa galima identifikuoti itin didelés rizikos grupe — labai
ankstyvo diferenciacijos laipsnio (,,kamieniniy“ T-lasteliy) leukemija.
blanki CD5 ekspresija, ankstyvyju Zymeny CD34 ir ZLA-DR ekspresija bei
mieloidiniy Zymeny CD13, CD33, CD11b ir CD65 koekspresija. Serganciyjy
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Sia ligos forma vaiky deSimties mety bendras iSgyvenamumas (angl. overall
survival) tesiekia 19 %, nors serganciyjy kitomis formomis iSgyvenamumas
siekia 84 % [125].

Uminés mielogeninés leukemijos atveju fenotipo aberacijos taip pat
gali biiti naudojamos prognozei vertinti. Dalis su leukemija susijusiy
aberantiniy fenotipy gali rodyti esant tam tikry citogenetiniy poky¢iy, turin¢iy
pripazinta prognosting reikSme¢. Pavyzdziui, geros prognozés Uminés
mielogeninés leukemijos su t(8;21) atveju daznai aptinkama CD34 Zymens
hiperekspresija ir CD19 ir CD56 zymeny koekspresija [126-128].

Uminés promielocitinés leukemijos atveju tékmés citometrijos metodu
taip pat galima ne tik itarti Sig liga, kuri patvirtinama aptikus t(15;17)
translokacija, bet ir prognozuoti jos eiga. TipiSkam Giminés promielocitinés
leukemijos fenotipui buidingi teigiami mieloidiniai Zymenys, heterogeniska
CD13 ekspresija, neigiamas ZLA-DR zymuo ir tam tikras CD34 ir CD15
zymeny ekspresijos pobtdis (abu Zymenys neigiami arba vienas teigiamas,
kitas neigiamas, bet niekada neekspresuojami kartu). CD56 zymens ekspresija
Sios ligos atveju yra blogos prognozes rodiklis, rodantis galima allo-trans-
retinoinés ragsties neefektyvuma. Tuo tarpu T-limfoidinio Zymens CD2
aptikimas siejamas su palankia ligos eiga [129-132].

CD2 zymens ekspresija taip pat reikSminga diagnozuojant Giming
mielogening leukemija, kurios metu randama 16-os chromosomos inversija.
Siuo atveju ZLA-DR ekspresija paprastai biina teigiama ir randamas
padidéjes eozinofily skaicius. Sios ligos prognozé paprastai yra gera [133].

Taip pat tyrinéta ir sergan¢iyjy timine mielogenine leukemija pavieniy
zymeny ekspresijos prognostiné verté. Mieloidinio zymens CD13, monocity
zymens CD14 bei ankstyvojo Zymens CD34 Zymeny ekspresija siejama su
mazesniu remisijos dazniu ir trumpesniu ligoniy i§gyvenamumu. O ligoniams,
kuriy blastai turi CD15 Zymeni, remisija pasiekiama dazniau [134-139].

T limfocity ir NK Iasteliy Zzymuo CD7 aptinkamas iki 37% tminiy
mielogeniniy leukemiju. Kelios tyréjy grupés net siiilé tokias leukemijas

iSskirti 1 atskirag kliniking grupg. CD7 koekspresija daZzniau sutinkama

33



jaunesnio amziaus vyrams, jiems stebima didesné hepatomegalijos ir
neuroleukemijos tikimybé. Standartiné chemoterapija Siems ligoniams daznai
neveikli. Taip pat nustatyti rySiai tarp CD7 ekspresijos ir citogenetiniy
pokyciy, pvz., 7-osios chromosomos delecijos [38, 140-142].

Terminaliné dezoksinukleotidil transferazé¢ (TdT) randama limfodiniy
lasteliy pirmtaky ir piktybiniy limfoblasty branduolyje. Taip pat ji aptinkama
~18 % uminiy mielogeniniy leukemijy. TdT ekspresija siejama su gana
dideliu remisijos dazniu, ta¢iau CD7 ir TdT koekspresija gali rodyti ir
prastesn¢ iminés mielogeninés leukemijos prognoze [143, 144].

Taip vadinamas “pan-mieloidinis” fenotipas, kuomet ekspresuojami
visi pagrindiniai mieloidiniai zymenys (CD13, CD33, CDI117, CD65 ir
mieloperoksidaz¢) siejamas su didesniu remisijos dazniu ir ilgesniu
iSgyvenamumu [ 145].

Akivaizdu, kad su leukemija susij¢ aberantiniai fenotipai gali buti
naudojami Uminiy leukemijy prognozei vertinti, taciau iSsamiy studijy,
tirian¢iy ne pavienius LSAF, bet ju visuma serganciyjy iiminémis leukemijos

populiacijoje, vis dar triiksta.

2.4.3.2. Minimali liekamoji liga

Taikant moderny gydyma, daugumai serganciyju Uminémis
mikroskopu kauly Ciulpuose aptinkama <5% blasty. Morfologiné remisija
nustatoma remiantis Chesono ir kt. 1990 m. kriterijais: veniniame kraujyje
neutrofily daugiau kaip 1,5 x 10/, trombocity daugiau kaip 100 x 107/,
nerandama blasty, kauly Ciulpy lastelingumas didesnis nei 20%, randama
maziau 5 % blasty ir stebimas visy kraujodaros linijy brendimas [146]. Visgi
morfologinés remisijos metu visame ligonio kine dar gali likti apie 10"
leukeminiy lasteliu. Leukeminiy lasteliy kiekis, aptinkamas pacientui esant
morfologin¢je remisijoje, vadinamas minimalia lieckamaja liga (MLL) [32-

34].
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Minimali lieckamoji liga yra vienas svarbiausiy veiksniy, padedanciy
prognozuoti serganciyjy iminémis leukemijomis iSgyvenamuma ir kitus ligos
biologiniai parametrai (blasty fenotipas, chromosomy pakitimai) vis dar
placiai naudojami tinkamo intensyvumo gydymui parinkti, jie néra absoliuciai
patikimi. Kai kuriems standartinés rizikos grupei priklausantiems pacientams
dél nepakankamai intensyvaus gydymo liga atsinaujina, tuo tarpu kiti galbiit
gauna pernelyg intensyvy ir pernelyg toksiSka gydyma. Atsakas { gydyma taip
pat priklauso nuo vaisto farmakokinetiniy ir individualiy ligoniy
farmakogenetiniy ypatybiy. Leukeminiy blasty skaiiaus mazéjimas gydant
atspindi visy Siy kintamyjy suma ir turi svaria prognozing reikSmeg. Net
paprastas morfologinis blasty kiekio vertinimas kraujyje ar kauly Ciulpuose
gali padéti prognozuoti ligos eiga. Visgi Siuolaikiniai diagnostiniai metodai,
tokie, kaip tékmés citometrija ar polimerazés grandinin¢ reakcija leidzia
aptikti 100, 1000 ar net 10000 karty mazesnius ju kiekius nei Sviesos
mikroskopu [32-34, 147].

Kadangi tiriant minimalia lickamaja liga ieSkoma itin mazy lasteliy
populiacijy, pagrindiniai reikalavimai Siems tyrimams yra: galimybé
diferencijuoti tarp leukeminiy ir kity (regeneruojanciy, reakciniy) lasteliy
(specifiSkumas), pakankamas jautrumas (bent 0,1% - 0,01%) bei
pritaikomumas klinikinéje laboratorijoje (standartizacija, greitis, kaina). Siuo
metu du pagrindiniai metodai atitinka minétus reikalavimus: polimerazes
grandininé reakcija ir daugiaparametré tekmés citometrija. Kiekvienas metody

turi savo privalumy ir trikumy (1 lentelé) [148].
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1 lentelé. Minimalios liekamosios ligos tyrimo metody palyginimas.

Tékmés PGR
citometrija
Ig/TCR Hibridiniy geny
persitvarkymai transkriptai
Pritaikomumas
Vaikai
UML 75-85% <10% 25-30%
B-ULL 60-95% >95% 30-35%
T-ULL >95% >95% 10-20%
Suauge
UML 75-85% <10% 10-20%
B-ULL 80-90% >90% 35-40%
T-ULL >95% >95% 10-20%
Jautrumas 10° - 10" 10" - 10” 10° - 10°
Privalumai Greitas tyrimas | DNR stabilumas | Stabilus “taikinys”
SpecifiSkumas SpecifiSkumas Neéra normaliy
pacientui pacientui lasteliy “fono”
Tiriamos ir Santykinai
normalios nesudétingas
lastelés tyrimas
Tiriama Santykinai greitas
kiekviena lastelé tyrimas
atskirai
Galima jvertinti
lasteliy
gyvybinguma
Trokumai Normaliy lasteliu | Persitvarkymuy RNR nestabilumas
“fonas” praradimas
Fenotipo Sudétingas Ivairus ekspresijos
poky¢iai tyrimas lygis
Leukeminiai Normaliy lasteliu | Ligai specifiSkas
“subklonai” “fonas” (uzkrato galimybe)

Tékmes citometrinis minimalios liktinés ligos tyrimas yra laikomas

vienu i§ efektyviausiy dél pakankamo jautrumo,

grei¢io, santykinio

paprastumo ir kainos, galimybés pateikti kiekybinius rezultatus, tirti tik

gyvybingas lasteles, tirti pavirSinius ir citoplazminius Zymenis vienu metu.
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Pagrindinis t¢kmés citometrijos metodo trikumas tiriant minimalig
lickamaja liga — klaidingai neigiamo rezultato galimybé, pakitus blasty
fenotipui. Zymenys, aptinkami didZiojoje dalyje blasty populiacijos,
diagnozuojant Uming¢ leukemija, gali skirtis nuo ty, kurie aptinkami
leukemin¢je kamieninéje lastel¢je. Atsinaujinusios leukeminés lastelés jau
gali turéti ir kiek pakitusi fenotipa. Jei diagnozuojant Gming leukemija
aptinkama blasty populiacija néra homogeniska, o sudaryta i§ kiek
ankstyvesniy, ir kiek brandesniy lasteliy, jy jautrumas chemoterapijai gali biiti
nevienodas, todél gydymo eigoje vienos subpopuliacijos gali iSnykti greiciau
uz kitas, taip imituodamos fenotipo pokycius. Daugelyje gydymo schemy
taikomi kortikosteroidai, veikdami geny transkripcija, taip pat gali sukelti
baltymu ekspresijos lasteliuy pavirSiuje pokycius. Taikant siaura, labai
individualizuota Zymeny rinkini, likusiy blasty galima neaptikti, o liga visgi
gali atsinaujinti. Reciau sutinkamas atvirks¢ias reiskinys: gydant islicka
aberantini fenotipa, taciau tik nedideles atsinaujinimo galimybes turinti
leukeminiy blasty subpopuliacija — minimali liekamoji liga kuri laika
nustatoma, taciau recidyvas neissivysto [149 - 151].

Zvelgiant i§ klinikinés perspektyvos, irodyta, kad imunologinis
minimalios liekamosios ligos tyrimas padeda prognozuoti recidyvus ir
suskirstyti ligonius i rizikos grupes [98, 99, 147, 148, 152-155].

I$samiausiai iStirta vaiky, serganéiyjy ULL, minimalios lickamosios
ligos, kaip ligos eigos rodiklio, reikSmeé. Pirmoji studija, tvirtai irodziusi
minimalios liekamosios ligos prognosting vertg, atlikta J. Van Dongeno ir
kolegy i§ BFM grupés. Tirti 129 vaikai, sirgg Gminémis limfoblastinémis
leukemijomis ir gydyti pagal BFM 90 protokola. Remiantis minimalia
liekamaja liga, ligoniai suskirstyti i tris rizikos grupes: mazos rizikos, kuriems
MLL 33-3 ir 78-a gydymo diena buvo neigiama (recidyvu daznis per trejus
metus Sioje grupéje buvo 2%), didelés rizikos, kuriems minimali lieckamoji
liga abiem gydymo etapais buvo >0,1% (recidyvavo 75% ligoniy) ir likusi

vidutinés rizikos, kuriuos stebint toliau, minimali liekamoji liga po mety
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gydymo arba iSnyko (recidyvy daznis 39%) arba isliko teigiama (recidyvy
daznis 90%) [152].

Kai kurie tyr¢jai teigia, kad net vienas minimalios liekamosios ligos
tyrimas gali padéti prognozuoti ligos iSeiti. H. Cave ir kt. tyré 178 vaiky,
sergan¢iy ULL, minimalios lickamosios ligos dydzio po gydymo indukcijos
sasajas su ketveriy mety iSgyvenamumu be recidyvo. Ligoniy, kuriy MLL
buvo neigiama, $is rodiklis buvo 92%, palyginus su 60% ty, kuriems buvo
aptikta teigiama MLL [153]. C. Nyvold ir kolegy i§ NOPHO grupés
duomenimis, nei vienam i§ ligoniy, kuriems 29-3 gydymo diena MLL buvo
neigiama, liga per septynerius metus neatsinaujino, o ligoniy, kuriems aptikta
teigiama MLL, septyneriy mety iSgyvenamumas be ,,ivykio (angl. event free
survival) tesieké 52% [154]. E. Coustan-Smith ir kt. duomenimis, net vienas
MLL tyrimas 14-3 gydymo savait¢ yra stiprus prognostinis vaiky timinés
limfoblastinés leukemijos veiksnys. Treju mety iSgyvenamumas be recidyvo
ligoniy, kuriy MLL buvo neigiama sudaré¢ 93,4%, o ligoniy, kuriems nustatyta
teigiama MLL, jis tebuvo 57,9% [155]. M. Dworzak ir kolegy studija pateikia
analogiSkus rezultatus, blasty skaiCiy vertinant kiekybiskai: aptikus > 10
blastw/pul 33-a gydymo diena ir > 1 blasto/ul 12-3 gydymo savaitg,
iSgyvenamumo be recidyvo rodiklis yra 0%, lyginant su 94% likusiyju [147].

Nors studiju, tyrusiy suaugusiyjy, serganciy umine limfoblastine
leukemija minimalios lieckamosios ligos, kaip prognostinio rodiklio, verte,
maziau, jos taip pat irodo Sio rodiklio svarba. M. Bruggemann su kolegomis
teigia, kad standartinés rizikos ULL serganCius suaugusiuosius pagal
minimalios lieckamosios ligos dydi 11-a, 24-3 gydymo diena ir 16-a gydymo
savaitg galima sugrupuoti { 3 papildomas grupes: mazos rizikos, kuriems 11-g
ir 24-a diena MLL < 0,01%), didelés rizikos, kuriems 24-a diena ir 16-a
savait¢ MLL > 0,01% ir vidutinés rizikos, kuriai priklauso visi lik¢ ligoniai.
Recidyvu daznis per trejus metus Siose grupése labai skyrési ir buvo
atitinkamai 0%, 94% ir 47% [156].

Analogiskus rezultatus gavo ir M. Vidriales bei kolegu grupé, kuri tyré

ULL sergan¢iy paaugliy ir suaugusiy minimalia lickamaja liga 14-3 ir 35-a
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gydymo diena. 90% ligoniy, kuriy MLL 14-3 gydymo dieng buvo < 0,03%,
penkerius metus iSgyveno be recidyvo. Ir atvirksciai, visiems ligoniams, kuriy
MLL 35-3 diena buvo > 0,1% per penkerius metus liga atsinaujino [157].
Lenkijos tyréju grupé nustaté, kad ligoniy, sergan¢iy ULL ir neturindiy
Filadelfijos chromosomos, kuriems po indukcijos kurso nustatyta MLL <
0,1%, trejy mety iSgyvenamumas be recidyvo buvo 9%, palyginus su 71%
likusiyjuy [158].

Siuo metu minimalios lickamosios ligos dydis jau plaéiai naudojamas,
skirstant serganciuosius iiminémis limfoblastinémis leukemijomis | rizikos
grupes bei pritaikant jiems tinkama gydyma.

Uminiy mielogeniniy leukemijy minimalios lieckamosios ligos
pritaikymo gydymui individualizuoti tyrimai dar vykdomi. Situacija yra
sudétingesne del to, kad tékmés citometrijos metodas, ypa¢ neturint
daugiaspalvés tekmés citometrijos galimybiy, yra kiek maZesnio jautrumo, nei
tiriant ULL, o PGR metodu minimalig lickamaja liga imanoma tirti tik maZiau
nei pusei ligoniy: molekuliniai pakitimai aptinkami tik daliai ligoniy, be to, ne
visus juos jmanoma tirti pakankamu jautrumu. Tékmeés citometrijos metodas
gali buti pritaikomas didesnei daliai sergan¢iyju UML minimaliai lickamajai
ligai tirti, bet turi savy ypatumy: UML atveju Zymeny ekspresija daznai yra
heterogeniné, aptinkamos kelios blasty subpopuliacijos, su leukemija susije
aberantiniai fenotipai yra mazesnio specifiSkumo [159]. Todél minimalios
lickamosios ligos tyrimas tékmés citometru imanomas, tik wuztikrinus
galimybeg tirti kuo daugiau lastelés rodikliy vienu metu (maziausiai 6), iStirti
didelj skaiciy lasteliy (maziausiai 100 000) ir palyginti ligonio ir sveiko
asmens kauly Ciulpy tékmés citometriniy tyrimy rezultatus.

Daugumoje pirmyju studijy, tyrusiy minimalios liekamosios ligos
prognosting verte, buvo jtraukiama tik nedidelé dalis UML ligoniy, turinéiy
tam tikra fenotipo aberacija. Pvz., D. Campana tyré UML, kuriy metu blastai
ekspresavo TdT zymeni, paprastai aptinkama limfoidiniy lasteliy pirmtaky
branduolyje, minimalios lieckamosios ligos dydzio sasajas su ligos eiga.

Recidyvas iSsivysté visiems keturiems i§ 7 ligoniy, kuriems aptikta teigiama
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minimali lieckamoji liga, ir tik vienam i$ trijy, kuriems minimalios liekamosios
ligos neaptikta [160]. Vélesn¢je ty paciy tyréjuy studijoje jau tirta 13 ligoniy,
kuriems esant remisijoje atlikta alogeniné kauly Ciulpy transplantacija. Liga
atsinaujino visiems keturiems ligoniams, kuriems aptikta minimali lieckamoji
liga (vidutiniSkai per 2 ménesius nuo aptikimo), ir tik dviems i§ septyniy,
kuriems minimalios lickamosios ligos neaptikta (per metus po
transpantacijos) [32].

Iki $iol diskutuojama, kada tikslingiausia tirti minimalia lickamaja liga.
C. Readingo ir kolegyu duomenims, tiriant minimalia lickamaja liga po
gydymo indukcijos, SeSiems i§ 16 ligoniy, kuriems tuo laikotarpiu aptikta
>0,2% aberantinj fenotipa turin¢iy blasty, ir tik vienam i§ likusiy 10, per 7
ménesius liga atsinaujino [161]. J. San Miguel su kolegomis UML sergan¢ius
ligonius iSskiria net { keturias rizikos grupes pagal minimalios lieckamosios
ligos dydi po gydymo indukcijos: labai mazos rizikos (MLL <0,01%), mazos
rizikos (MLL 0,01% - 0,1%), vidutinés rizikos (0,1% - 1%) ir didelés rizikos
(>1%), kuriy trejy mety i§gyvenamumas be recidyvo buvo atitinkamai 100%,
85%, 55% ir 15% [162]. A. Venditti ir kt. nustaté, kad minimalios
lickamosios ligos riba 3,5x10™ (0,035%) po gydymo konsolidacijos padeda
iSskirti mazos ir didelés rizikos grupes. Per trejus metus liga atsinaujino 17%
ir 77% atitinkamy grupiuy ligoniy [163]. Vélesné ty paciy tyréjy studija
parodé¢, nepaisant minimalios lieckamosios ligos dydzio po gydymo indukcijos,
jos dydis po gydymo konsolidacijos yra esminis prognostinis rodiklis,
numatant ligos eiga (riba 0,035%) [164].

Apibendrinant galima teigti, kad minimali liekamoji liga, tiriama
patikimais standartizuotais diagnostiniais metodais, gali biiti taikoma Giminiy
reikiamo intensyvumo iminiy limfoblastiniy leukemijy gydymui parinkti.
Ypac svarbus rodiklis, iSskiriantis labai geros prognozés ligoniu grupg —
ankstyvas (po indukcijos ar net anktyvesnis) minimalios lieckamosios ligos
iSnykimas. Minimali lieckamoji liga padeda numatyti ir gresiancius
serganCiyjy Umine mielogenine leukemija recidyvus (taikant ar netaikant

gydymo pakeitimy).
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2.4.3.3. Dauginis atsparumas vaistams

Viena i§ pagrindiniy Giminiy leukemijy atsinaujinimo priezas¢iy yra
piktybiniy lasteliy atsparumas vaistams. Atspariy lasteliy gali bati aptinkama
jau diagnozuojant @iming leukemija arba dél savaiminiy mutaciju ju gali
atsirasti véliau. Atsparios vaistams lastelés gali iSlikti per visa gydyma ir
iSstumti jautrias lasteles [165]. Daznai lastelés yra atsparios ne vienam, o
daugeliui strukturiskai ir funkciskai skirtingy vaisty (dauginis atsparumas
vaistams, DAV). DAV iSsivystymo budai jvairs: padidéjusi transportiniy
baltymy ekspresija, molekuliy taikiniy tankio sumazéjimas lasteles
membranoje, pagreitéjgs DNR atsinaujinimo procesas, lastelés ciklo
reguliacijos, apoptozés keliu pokyciai vézinése lastelése, taip pat sumazejes
vaisty isisavinimas ar pakites ju metabolizmas [166, 167].

Vienas labiausiai iStirty DAV mechanizmy — tai transmembraniniy
baltymy (vadinamuyju siurbliy) lemiamas citotoksiniy medziagy iSstimimas i
vézio lastelés ir taip maz¢jantis ju kaupimasis. Didzioji dalis Siy siurbliy
priskiriami ATF jungties pernasos baltymy superSeimai, dar vadinamai ABC
nesikliais (angl. ATP binding cassette, ABC). Sios superieimos baltymy
aptinkama ir nevézinése lastelése ir jie yra atsakingi uz didele pernasos
funkciju ivairove, pvz., jai priklauso epitelio neSikliai CTFR (ju genai
mutuoja cistinés fibrozés atveju), kepeny tulzies rugsciuy nesikliai cBAT, uz
antigeny procesinga T limfocituose atsakingi baltymai (TAP), cholesterolio ir
fosfolipidy i§stimima i§ lasteliy uZtikrinantys baltymai (ABCA1). Siuos
baltymus koduojantys genai filogenezés metu kito nedaug ir tai rodo jy svarba
saugant organizmo lasteles nuo gamtoje esanciy toksiny (ksenobiotiky).
Zmoniy ir kity Zinduoliy organizmuose S$ie neikliai uZtikrina toksiny
paSalinima kepenyse ir inkstuose, kraujo ir smegeny barjero funkcionavima,
uzuomazginiy ir kamieniniy lasteliy apsauga [168—170].

Pirmasis ir placiausiai aprasSytas su dauginiu atsparumu vaistams
susijes membraninis siurblys — p-glikoproteinas (p-gp). 1976 m. R. Juliano ir

V. Ling i$skyré p-gp 1§ atspariy Kinijos ziurkéno patelés kiausidziy lasteliy.
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P-gp yra koduojamas 7-osios chromosomos ilgajame petyje esanc¢io MDRI
geno. Tai 170 kDa baltymas, susidedantis i§ dvieju homologisky domenuy,
kuriy kiekvienas turi po 6 transmembraninius hidrofobiSkus segmentus ir

adenozintrifosfato (ATF) molekule surisancia vieta [171] (3 pav.).

3 pav. P-gp membraninio nesiklio vykdomo transporto schema.

———
o mﬁf =
r' ﬂ |_alsteiesug

membrana

ATF

P-gp atsakingas uz tokiy substraty, kaip antraciklinai, taksanai, vinka
alkaloidai, epipodofilotoksinai ir kity pernaSa [172]. Padidéjusi p-gp
ekpsresija daznai nustatoma kraujodaros sistemos neoplaziju (UML, ULL,
limfomy) atvejais. Dazniau ji aptinkama tiems, kurie jau buvo gydyti
citostatikais (antrinis atsparumas), ir iSsivysto dél atspariu lasteliy selekcijos
gydant, taip pat dé¢l prieSvéziniy vaisty aktyvintos p-gp transkripcijos [172,
173]. Kadangi UL gali issivystyti i§ p-gp fenotipa turinfios kamieninés
kraujodaros lastelés, $is Zymuo gali biiti ekspresuojamas jau ligos pradzioje,
pvz., p-gp ekspresija nustatoma net ~19-75 % negydyty UML atvejy. P-gp
ekspresija diagnozés metu turi jtakos ne tik remisijos dazniui, bet ir jos
trukmei ir ilgalaikiam i§gyvenamumui [174—178]. ULL atveju padidéjusi p-gp
ekspresija aptinkama ~38 % atveju ir yra nepriklausomas blogos prognozés
veiksnys tiek vaikams, tiek suaugusiesiems [179].

Kitas ATF jungianciy pernasos baltymy superSeimai priklausantis

baltymas, kuris dalyvauja DAV patogenezéje — su dauginiu atsparumu susijes
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baltymas 1 (angl. multidrug resistance protein I, MRP1). Tai nuo ATF
priklausantis membraninis siurblys, iSstumiantis iS lastelés su glutationu
sujungtas ksenobiotines medziagas. MRP baltymy grupé susideda i§ devyniy
MRP homology (MRP1-MRPY). Pirma karta MRP1 iSskyré S. Cole su
kolegomis i§ doksorubicinui atsparios smulkialgstelinio vézio lasteliy linijos
[180]. Tai 16-0je chromosomoje esanc¢io MRP1 geno koduojamas 160 kDa N-
glikozilintas anijoninis neSiklis, randamas ne tik lastelés membranoje, bet ir
endoplazminiame tinkle bei Goldzio komplekse [181]. Nuo MRPI
priklausantis atsparumo spektras panasus, kaip ir p-gp. In vitro padidéjusi
MRP1 ekspresija siejama su atsparumu antraciklinams, vinka alkaloidamas,
epipodofilotoksinams, kamptotecinams ir metotreksatui, bet ne taksanams ir
mitoksantronui. ~50% nauju UML atvejy blastuose randama didesné nei
normaliose kraujo lastelése MRP1 ekspresija [182]. Atkritusiy UML ligoniy
MRP1 ekspresija didesné nei naujai susirgusiyjuy [183]. Daznai pasitaiko
MRP1 ir p-gp koekspresija [184, 185]. Ir nors izoliuoto MRP1 ekspresijos
padidéjimo klinikine reikSmé néra visiSkai aiski, misri ekspresija turi ryskia
neigiama itaka atsakui | gydyma ir ligoniy iSgyvenamumui [186-189].

Pastaraji deSimtmet] iStirta ir nemazai kity veiksniy, galin€iy sukelti
leukemijos atsparuma gydymui. [rodyta, kad plauciy atsparumo baltymo LRP
lygis koreliuoja su uUminés mielogeninés leukemijos remisijos dazniu,
atsparumu gydymui ir bendru i§gyvenamumu. Taip pat buvo rasta padidéjusi
LRP ekspresija atkritusiems UML ligoniams, kuriems pirminés gydymo
schemos buvo papildytos p-gp inhibitoriumi ciklosporinu (antrinis atsparumas
kaip atsakas i p-gp sukelto atsparumo reversija) [190, 191]. O Stai krities
vézio atsparumo ekspresijos klinikiné verté nejrodyta [192].

Sumazéjes  topoizomerazés I, kuri yra  antracikliniy ir
epipodofilotoksiny Iastelinis taikinys siejamas su prastesniu atsaku i gydyma,
o indukavus didesni jos lygi, gydymo rezultatai geresni [193, 194]. Nuo
citarabino priklausomas atsparumas vaistams apiblidinamas sumazéjusiu
deoksicitidinkinazés (dCK), kuri metabolizuoja citarabing { aktyvia trifostato

forma, ir padidéjusiu ji metabolizuojancio fermento citidindeaminazés (CDD)

43



lygiu. Kadangi citarabinas jeina i dauguma UML gydymo schemu, $is
atsparumo mechanizmas galéty turéti klinikinés reikSmés. Viena studija jrodé
vyresniy UML serganciy ligoniy atsparumo citarabinui jtaka ligos prognozei
[195]. Apoptozés zymeny (bcl-2 ir kt.) hiperekspresija taip pat siejama su
atsparumu vaistams lasteliy kultirose, taciau patikimy duomeny apie
koreliacija su gydymo rezultatais néra daug [196].

Atsparumas vaistams gali bti tiriamas keliais buidais. Tradiciniu badu
DAV nustatomas tiriant lasteliy iSgyvenima (angl. cell survival assays)
citotoksiniy vaisty aplinkoje. Visgi Sis tyrimas uzima daug laiko (keleta
dieny) ir yra sunkiai pritaikomas pacienty méginiams. Su atsparumu vaistams
susijusiy baltymy mRNR gali biti tiriama polimerazés grandininés reakcijos
su atvirkStine transkriptaze metodu. Metodas taip pat sunkiai pritaikomas
kasdien¢je klinikinéje praktikoje, be to, mRNR kiekis nebitinai koreliuoja su
DAV baltymy ekspresija ar funkcija. DAV baltymy ekspresija gali bti
nustatoma imunohistocheminiais ar t¢kmes citometrijos metodais, naudojant
monokloninius antikinus prie§ lastelés pavirSiuje esancius S$iy baltymy
epitopus. Sukurti antikiinai ir prie$ pavirSinius MRP1 epitopus, o kai kurie
antikinai prie§ p-gp, prid¢jus substrato, yra jautris konformaciniams
pokyciams.

Funkciniai DAV tyrimai nustato pernasos baltymuy aktyvuma. Daugelis
tokiy tyrimy gali buti atlieckama tik moksliniy tyrimy laboratorijy salygomis
(pvz., radioaktyviyju substraty pernaSos tyrimai, ATF’azés aktyvumo
nustatymas). Labiausiai paplit¢ fluorescencijos matavimais grindziami
funkciniai dauginio atsparumo vaistams tyrimai. Jie yra pasiskirstymo ir
kaupimo tipo, kuomet matuojamas fluorescencinés medziagos pasiskirstymas
lasteléje ir uz jos riby (pvz., rodamino-123) arba fluorescenciné medziaga
kaupiama lasteléje dél jungimosi su vidulastelinémis struktiiromis ar
vidulastelinés fermentinés modifikacijos (pvz., acetometoksikalceino virtimas
kalceinu) [197-202].

Su DAV susijusiy membraniniy neSikliy stabilumo problema vis dar

kontraversiska. Dalis tyréjy teigia, kad chemoterapiniy vaisty poveikyje Siy
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nesikliy ekspresija véZzio lastelése padidéja. Stai X. Hu ir kolegy studijoje
vos po 16 valandy inkubacijos su klasikiniais p-gp substratais — epirubicinu,
daunorubicinu ir idarubicinu bei nauju antracikliny analogu MX2 [203]. J.
Weisburg ir kt. taip pat irodé p-gp ekspresijos padidéjima ne tik paveikus
vézio lastelés chemoterapiniais vaistais, bet ir ivedus i jas retrovirusy MDR1
gena, koduojanti p-gp [204].

Vis tik kiti tyréjai teigia, kad membraniniy neSikliy ekspresija
nesikeicia diagnozuojant iming leukemija ir tiriant blastus gydymo metu ar
ligai atsinaujinus. Pvz., M. van der Pol 2003 m. nustat¢ funkcini p-gp
aktyvuma 36 i§ 45, o MRP1 aktyvuma 26 i§ 44 UML sergandiy asmeny.
Nebuvo pastebéta jokiy reikSmingu pokyciy stebint ligos eiga (tiriant
minimalia lieckamaja liga ar ligos recidyva) [205]. M. Van der Heuvel-Eibrink
savo 2002 m. darbe nustaté¢, kad MDRI1 (p-gp koduojancio geno) ir MRP1
mRNR ekspresija diagnozuojant UL ir jos recidyvo metu reik§mingai
nesiskyré [206]. Tai reiksty, kad nustatant DAV sukelian¢iy membraniniy
nesikliy ekspresija ir jy funkcija jau ligos pradzioje, galima biity prognozuoti
jos eiga.

Studiju, siejanciy blasty dauginio atsparumo vaistams rodiklius
diagnozuojant wmin¢ leukemija ir tolimesn¢ jos eiga vertinant ja
laboratoriSkai, néra daug.

J. San Miguel su kolegomis 2002 m. studijoje irode¢, kad funkcinis
DAV, tirtas rodamino 123 testo pagalba, koreliavo su blasty skai¢iumi UML
gydymo indukcijos pabaigoje. Pacientai, kuriems Siame gydymo etape buvo
rasta 0,5% ar daugiau blasty, diagnozuojant UML rodamino 123 i3 vézinés
lastelés buvo pasSalinama daugiau (vid. 56% =+ 24%) negu tiems, kuriems po
indukcijos minimali liekamoji liga buvo mazesné nei 0,5% (vid. 32% + 31%,
p=0,04) [162].

A. Venditti ir kt. 2000 m. darbe nustaté p-gp ekspresijos diagnozuojant

UML sasajas su minimalia lickamaja liga po gydymo konsolidacijos: teigiama
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p-gp ckspresija koreliavo su didesne nei 0,035% minimalia lickamaja liga
(p=0,031) [163].

M. van der Pol 2003 m. studijoje nustatyta koreliacija tarp p-gp
aktyvumo lygio po antro indukcijos kurso ir po konsolidacijos ir minimalios
lickamosios ligos lygio (atitinkamai p=0,306, p=0,073 ir p=0,379, p=0,057).
Ir atvirksciai, iSskiriant pacientus su mazais ir dideliais MLL lygiais (riba —
0,03%) po antro indukcijos kurso ir po konsolidacijos, ju p-gp aktyvumas
diagnozuojant ryskiai skyrési (po indukcijos p-gp indeksas 1,41ir 1,09, Mann-
Whitney U-testo p=0,044, po konsolidacijos p-gp indeksas 2,13 ir 1,14, p=
0,018). Tyréjai ieSkojo ir MRP1 koreliacijos su minimalia lieckamaja liga,
taciau $io rysio irodyti nepavyko [205].

Dauginio atsparumo vaistams rodikliu sasajos su leukeminiais
fenotipais iStirtos menkai. O. Legrand ir kolegu studijoje, tyrusioje
serganCiyjy Umine mielogenine leukemija imunofenotipo prognosting
reikSmg, buvo nustatyta, kad ligoniai, ekspresuojantys ,,panmieloidini“
fenotipa (pagrindinius 5 mieloidinius Zymenis ir neturintys aberaciju),
pasizymi mazesniu p-gp aktyvumu, kuris nustatytas metil-tiazol-tetrazolio
testu (0,37+0,26 lyginant su 0,52+0,25 likusiujy, p=0,05). Sioje studijoje taip
pat rasti teigiami rySiai tarp p-gp aktyvumo ir CD34 ekspresijos ir neigiami —
tarp p-gp aktyvumo ir CD10, CD14, CD33, CDw65 ir TdT Zzymenu
ekspresijos [145]. Analogiski rezultatai gauti ir kituose biomedinininiuose
tyrimuose: teigiama CD34 koreliacija su p-gp ekspresija nustatyta P. Te
Boekhorst ir kolegy studijoje, o C. Wurcher ir kt. studijoje aptikta neigiama
koreliacija tarp p-gp ir CD14 bei CD65 zymenu ekspresijos [207, 208]. Yra
duomeny, kad CD7 Zymens ekspresija serganciyjy tUmine mielogenine
leukemija siejasi su p-gp geno aptikimu [209]. Dauginio atsparumo vaistams
rodikliy rySiai su iminiy limfoblastiniy leukemiju fenotipais beveik netirti.

Duomeny DAV rodiklius laikyti Gminiy leukemijy, ypa¢ tminés
mielogeninés leukemijos, prognostiniais veiksniais pakanka, taciau egzistuoja
keletas metodologiniy problemu: néra optimalaus standartizuoto ju nustatymo

metodo (tiriant tékmés citometru, taikomos skirtingos nustatymo ribos,
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vertinant funkcini aktyvuma, naudojami skirtingi substratai), o sasajos su

leukeminiais fenotipais istirtos menkai.

3. Tyrimo medZiaga ir metodai

3.1. Tyrimo sumanymas

Tai analizinis steb¢jimo tyrimas. Siekta patikrinti hipotezg, kad su
leukemija susij¢ aberantiniai fenotipai, atspindintys ,,nutolima* nuo sveiky
kraujodaros lasteliy pirmtaky turi jtakos ligos eigai: jie siejasi su dauginio
atsparumo vaistams rodikliais ir per §i mechanizma — su minimalios
liekamosios ligos dinamika.

Visi rodikliai (LSAF, MLL, DAV) tirti t¢kmés citometrijos metodu.
Tékmes citometrijos metodas — ne tik pakankamai jautrus, tikslus ir
patikimas diagnostinis metodas, bet turi ir kity privalumy, kurie lemia jo
ypatinga reikSme klinikinéje laboratorijoje, t.y. jis gali buti pritaikomas
didziajai daliai ligoniy, atlieckamas greitai (rezultatus galima pateikti po 3-4
valandy), o tyrimo kaina, atsizvelgiant | pateikiamos informacijos
reikSminguma, yra santykinai neaukSta. Kiti Sio tyrimo privalumai yra
galimyb¢ tirti daug lastelés parametry vienu metu, vertinti lasteliy
gyvybinguma, tirti lastelés pavirSiaus, citoplazmos ir net branduolio Zymenis.

Jei $is tyrimo metodas jau isitvirtings iminiy leukemiju diagnostikos
algoritme, tai jo vaidmuo prognozuojant iminiy leukemijy eiga néra iki galo
iStirtas. Minimali liekamoji liga yra pripazintas prognostinis iiminiy leukemijy
veiksnys, taciau ji tiriama, jau pradéjus gydyma. Misy tikslas buvo parodyti,
kad jau diagnozuojant Giming leukemija, tékmés citometrinis tyrimas gali
pateikti daug informacijos apie blasty savybes, galinCias lemti atsaka i
gydyma: su leukemija susijusiy aberantiniuy fenotipus ir daugini atsparuma
vaistams.

Diagnozuojant @mine leukemija, sergantiesiems B-ULL buvo

vertinama 17 su leukemija susijusiy aberantiniy fenotipy, sergantiesiems T-
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ULL — 18 su leukemija susijusiy aberantiniy fenotipy ir sergantiesiems UML
— 25 su leukemija susij¢ aberantiniai fenotipai. Remiantis kiekvienu LSAF,
ligoniai buvo skirstomi { dvi grupes (turintys ir neturintys atitinkamo LSAF)
ir vertinamas kiekvienos grupés blasty skaiciaus vidurkis astuoniais gydymo
etapais: diagnozuojant Uming leukemija, indukcijos metu, po indukcijos,
konsolidacijos metu, po konsolidacijos ir, esant poreikiui, 4-a, 5-a ir 6-a
gydymo ménesi.

Dauginis atsparumas vaistams buvo tiriamas kiekybiskai, vertinant
vidutini p-gp, MRP1 ir kalceino fluorescencijos intensyvuma. Buvo vertinami
Siy rodikliy vidurkiai i$skirtose LSAF grupése bei nustatomos ju sasajos su
minimalios liekamosios ligos dydziu astuoniais gydymo etapais.

Siekta surasti prognostiskai reikSmingus LSAF, t.y. tuos, kurie turi
itakos minimalios liekamosios ligos dydziui ir pasizymi dauginiu atsparumu

vaistams.

3.2. Tiriamieji

Pacientai. [ tyrima buvo itraukti pirma karta iminémis leukemijomis
susirge ligoniai, 2005 — 2009 m. gydyti Vilniaus Universiteto ligoninés
SantariSkiy kliniky Hematologijos, onkologijos ir transfuziologijos centre bei
Vilniaus Universiteto Vaiky ligoninés Onkohematologijos centre. [traukti tik
tie ligoniai, kuriems buvo numatoma skirti intensyvia chemoterapijq ir tirti
minimalia liekamaja liga (paliatyviai gydomi ligoniai neitraukti). Jei del tam
tikry priezasCiy (ligonio mirtis, gydymo atsisakymas ar nepakankamai
specifiSkos fenotipo aberacijos) minimali liekamoji liga nebuvo tiriama,
pacientas buvo pasalinamas 1§ tyrimo. Tyrimui gautas Lietuvos Bioetikos
komiteto leidimas (tyrimas vykdytas kaip dalis studijos ,,Nauju @iminiy ir

létiniy leukemijy remisijos diagnostikos metoduy paieskos ir tyrimai‘).
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Kontroliné grupé. Kaip kontroliné grupé, minimalios liekamosios
ligos tyrimo optimizavimui, su leukemija susijusiy aberantiniy fenotipy
specifiSkumo nustatymui ir dauginio atsparumo vaistams tyrimui jtraukta 12

sveiky kauly ¢iulpu donory.

3.3. Tyrimo metodai

Tyrimai atlikti i§ pacienty ir sveiky asmeny kauly Ciulpy éminiy.
Punkcijos biidu buvo imama 4-5 ml kauly ciulpy ir perpilama { du
vakuuminius mégintuvélius su K;zEDTA.

Tyrimai buvo atlikti Vilniaus Universiteto ligoninés SantariSkiy
kliniky Laboratorinés diagnostikos centro Hematologijos ir bendrosios
citologijos laboratorijoje. Blasty imunofenotipo tyrimas ir minimalios
lickamosios ligos tyrimai buvo atlieckami per 24 valandas, funkcinis
atsparumo vaistams tyrimas dél galimo ATF iSsekimo blastuose — per 6 val.
po éminio paémimo.

Atliekamy tyrimy schema:

1) Diagnozuojant iming leukemija:

a. Blasty imunofenotipo tyrimas:
— nustatoma fenotipiné leukemijos diagnozg,
— 1ivertinami su leukemija susij¢ aberantiniai fenotipai.
b. Dauginio atsparumo vaistams tyrimai (daliai ligoniy):
~ p-gp ir MRP1 ekspresijos tyrimas,
— funkcinis DAV tyrimas - kalceino testas.
2) Minimalios lickamosios ligos tyrimai:
a. Uminiy limfoblastiniy leukemijuy:
- gydymo indukcijos metu (11-15 d.),
- po gydymo indukcijos (29-35 d.),
- gydymo konsolidacijos metu pagal kliniking situacija
(36-76 d.),
- po gydymo konsolidacijos (77-90 d.)
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~  4-a, 5-a, 6-3 gydymo ménesj pagal kliniking situacija.

b. Uminiy mielogeniniy leukemiju: po pirmosios indukcijos ir

l-a, 2-a, 3-a, 4-a, 5-3, 6-a gydymo ménesi pagal kliniking

situacija.

3.3.1. Leukemijy diagnostika ir aberantiniy fenotipy tyrimas

Blasty imunofenotipo tyrimai buvo atliekami, taikant dr. Rédos

Matuzevicienés idiegta ir 2003 m. daktaro disertacijoje apraSyta metodika

[37]. Laboratorijoje pradéjus naudoti pazangesni tékmés citometra — FACS

Canto (BD, JAV), leukemijuy fenotipui tirti pradéti taikyti keturspalviai
monokloniniy antikiiny, zyméty FITC, PE, PerCP-Cy5,5 ir APC

fluorochromais, deriniai.

Meéginiai ruosti, taikant lizuoto ,,viso* kraujo technika (angl. Lysed

Whole Blood). 100 ul kraujo ar kauly ¢iulpy buvo inkubuojama su 20 pl

titruoty antikiiny Iasteliy pavirsiaus dazymui (lentelé 2).

2 lentelé. Zymenys, naudojami iminiy leukemiju fenotipui tirti.

Zymenys

CD Klasifikacija

Ankstyvieji ir linijai

nespecifiniai Zymenys

CD34, CD38, CD45, CD99, CD117, ZLA-
DR, TdT, CD10, CD56

Mieloidiniai Zymenys

CD13, CD14, CD15, CD33, CDllc, CD64,
CD66¢c, MPO

T-limfoidiniai Zymenys

CDla, CD2, CD3, CD4, CDS5, CD7, CD8

B-limfoidiniai Zymenys

CD19, CD20, CD22, CD79a, IgM

Megakariocitiniai zymenys

CD4l1a, CD61

Etritroidiniai zymenys

CD71, CD235a

Méginyje esantys eritrocitai buvo suardomi tam skirtu hipotoniniu

tirpalu (FACS Lysing Solution, BD, JAV), atliekamos dvi plovimo procediiros
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fosfatiniu buferiniu tirpalu (PBS). Vidulasteliniams Zymenims aptikti buvo
atlickama lasteliy permeabilizacija ju membranos pralaiduma didinanciu
tirpalu (FACS Permeabilizing Solution, BD, JAV). Méginys fiksuojamas Cell
Fix (BD, JAV) tirpalu, kurio pagrinda sudaro paraformaldehidas.

Nespecifiniam antiking prisijungimui ivertinti naudotas izotipy
kontrolés reagentas (Mouse IgGl, klonas X40, BD, JAV). Vidin¢ tékmes
citometro kokybés kontrolé buvo atlieckama, kasdien tiriant Multi-Check
Control (BD, JAV) mégini su zinomomis limfocity subpopuliacijuy
reikSmémis. Techniniy analizatoriaus parametry stabilumas uztikrinamas ir
stebimas, naudojant tam skirta kalibratoriy 7 color setup beads (BD, JAV).

Méginiai tiriami FACS Canto (BD, JAV) tékmés citometru, duomenys
renkami ir analizuojami FACS Diva programa. Diagnozuojant {imines
leukemijas, buvo renkama 30 000 lasteliy. Blasty populiacija apibréziama
pagal Soning spindulio sklaida ir blankia CD45 zymens ekspresija (4 pav.).
Pavir§iniams zymenims taikyta 20% ribin¢ vert¢ (zymuo laikomas teigiamu,
kai ji ekspresuoja 20% blasty populiacijos), vidulasteliniams zymenims —
10% ribine verte.

4 pav. Blasty populiacijos identifikavimas pagal Soning spindulio
sklaida ir CD45 ekspresija: blastai (raudona spalva) apibréziami kaip maZzos

Soningés sklaidos ir blankios CD45 ekspresijos lastelés.

S8C-A (x 1.000)

Blastai -

PP B e i

50
wl

0wt ot
CD45 PerCP-Cya-5-A

Tube: Tube_003

Population #Events %Parent %Total
Il Visos lasteiés 20,000 100.0
—llsiastai 15,280 764 764
—@llLimfoctai 1,000 5.4 5.4
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Imunofenotipiné tUminiy leukemijy kilmé nustatoma, remiantis
Europos leukemijy imunologinés klasifikacijos grupés rekomendacijomis
[210]. Uminé B-limfoblastiné leukemija diagnozuojama, kai blastai
ekspresuoja bent 2 i$ Siai linijai specifiniy zymeny: CD19, CD79a ar CD22.
Uminé T-limfoblastiné leukemija nustatoma, aptikus pavirsini ar citoplazmini
CD3 zymenj. Uminé mielogeninei leukemijai diagnozuoti batini bent 2 i§
linijai specifiniy zymeny: MPO, CD13, CD33 ar CD117. Detalesn¢ diagnoze,
jei imanoma, nustatoma, taikant PSO hematopoeziniy ir limfoidiniy naviky
klasifikacijos kriterijus [69].

Uminés leukemijos diagnozés nustatymo metu taip vertinti su
leukemija susij¢ aberantiniai fenotipai. Tyrimo pradzioje su leukemija susije¢
fenotipai buvo vertinami, nustatant nukrypima nuo literatiiroje apraSyty
sveiky asmeny kraujodaros lasteliy pirmtaky fenotipy [211-215].

Su leukemija susijgs aberantinis fenotipas buvo laikomas kaip
egzistuojantis tam tikroje blasty populiacijoje tada, kai buvo randamas
daugiau kaip 50% populiacijos. Vertinant zZymeny ekspresijos pakitimus,
neigiama riba laikyta izotipinés kontrolés fluorescencija, o teigiama — sveiky
tos pacios kilmés méginyje esanciy lasteliy fluorescencija. Pvz., asinchroniné
Zzymeny ekspresija CD34+CD11c+ UML atveju fiksuota tuomet, kai bent
50% blasty populiacijos ekspresavo abu Zymenis, CD45 hipoekspresija B-
ULL atveju fiksuota, kuomet 50% blasty §io Zymens neekspresavo, o CD7
hiperekspresija T-ULL atveju buvo pazymima, kai bent 50% blasty turé¢jo
didesng, nei sveiky meginyje likusiy T limfocity ir NK Iasteliy Sio Zymens
ekspresija.

Vertinamy LSAF sarasas ir klasifikacija pateikiami 3 lenteléje.
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3 lentelé. Darbe vertinty su leukemija susijusiy aberantiniy fenotipy

sarasas ir klasifikacija.

= g =
2 < S| B )
:g e ‘2 .g K i
§ 5 = g - é‘ = = 2 =
s £ EEEEEER TR
£ E E 2 |E 2|8 % | &
Z % R E (R E |8 % |2 %
B-ULL | CD10++TdT+ CDI10 CDI10 CDI3 -
CD10- TdT- CD22 CD34 CD33
CDI10- CD34+ CD38 CDI15
CD10++CD20++ CD45
CD22++CD34+ TdT
CDA45-TdT-
CD45-CD34-
CD10-CD20-CD34+
T-ULL |- CD2 CD7 CD13 TdT
sCD3 CD33 CD34
cCD3 CD56 CD99
CD5 CDI117 CDI10
CD7 CDla
CD45 CD4+CD8+
CD4-CDS-
UML | CD34+ZLA-DR- CDI13 CD33 CD2 -
CD117+CD33+ZLA-DR- CD33 CD34 CD5
CD117+CD34-CD15- CD38 CD7
CD34+CD11c+ ZLA-DR CD19
CD34+CD15+ CD22
CD34+CD14+ TdT
CD34+CD56+
CD34+CD64+
CDI117+CD11c+
CD117+CD64+
CD117+CD56+
CD45 bl CD4+
CD13+CD33+ CD56+
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3.3.2. Minimalios liekamosios ligos tyrimas

Vilniaus Universiteto ligoninés SantariSkiy kliniky Laboratorinés
diagnostikos centro Hematologijos ir bendrosios citologijos laboratorijoje
buvo idiegtas originalus standartizuotas minimalios lieckamosios ligos tyrimas.

Tiriant minimalia lickamaja liga, itin svarbus tinkamas kauly Ciulpy
paémimas, nes méginio praskiedimas veniniu krauju gali turéti Zymios itakos
tyrimo rezultatams [216]. Meéginio adekvatumas buvo tikrinamas
morfologiskai tiriant kauly Ciulpy tepinéli. Méginys laikytas tinkamu, kai
tepinélyje buvo randama branduoléty eritrocity pirmtaky, stebimas visy
kraujodaros linijy brendimas (randama megakariocity, ivairaus brendimo
granulocity) ir aptinkama kity kauly ciulpu elementy (pvz., osteoblasty,
osteoklasty, makrofagy).

Minimalios lickamosios ligos tyrimui méginiai buvo ruoSiami taikant
lizuoto ,,viso* kraujo paruoSimo technika, kaip ir tiriant Gminiy leukemijy
fenotipa. Buvo naudojami originaltis dazniausiomis Uminiy leukemijy
fenotipo aberacijomis paremti Zymeny deriniai.

Nemazai studijy irodé, kad Giminés limfoblastinés leukemijos atveju
keturspalviai zymeny deriniai gali biiti naudojami tirti daugumos serganciyju
Sia liga minimaliai liekamajai ligai ir leidzia pasiekti pakankama tyrimo
jautruma [98, 150, 155, 157, 160]. Keturspalvius zymeny derinius naudojome
ir Sioje studijoje (3, 4 lentelés).

Uminés mielogeninés leukemijos atveju fenotipo aberacijos randamos
ne tokiai didelei daliai ligoniy, yra maziau specifiskos ir daznai aptinkamos
tik dalyje blasty populiacijos, todél bitina tirti kaip galima daugiau parametry
vienu metu. Siuo atveju minimaliai liktinei ligai tirti pasirinkti $esiy spalvy
zymeny deriniai (5 lentelé).

Visiems sergantiesiems ULL minimaliai lickamajai ligai tirti buvo
taikomi visi Zymeny deriniai, o sergantiesiems UML pagal diagnozuojant
rastus su leukemija susijusius aberantinius fenotipus atrenkama nuo 1 iki 7

labiausiai tinkanciy.
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3 lentelé. Zymeny deriniai Gminés B-limfoblastinés leukemijos

minimaliai liekamajai ligai tirti.

FITC PE PerCP-Cy5.5 APC

TdT CD10 CD34 CD19
CD38 CD10 CD20 CD19
TdT CD38 CD34 CD19
TdT CD22 CD34 CD19
TdT CD19 CD34 CD45

4 lentelé. Zymeny deriniai Gminés T-limfoblastinés leukemijos

minimaliai liekamajai ligai tirti.

FITC PE PerCP-CyS5.5 APC
TdT CD7 citoplazminis CD3 | CDI19
CD99 CD7 citoplazminis CD3 | CD2

5 lentelé. Zymeny deriniai iminés mielogeninés leukemijos minimaliai

liekamajai ligai tirti.

FITC PE PerCP-CyS5,5 | APC PE-Cy7 APC-H7
CD33 CD117 | CD34 CDllIc CD56 CD45
CD33 CD117 | CD34 CD13 CD56 CD45
CD15 CD117 | CD34 CD33 CD45
CDo64 CD117 | CD34 CD33 CD38 CD45
ZLA-DR |CDI17 |CD34 CD33 CDh4 CD45
CD7 CD5 CD34 CD33 CD2 CD45
TdT CD22 CD34 CD33 CD19 CD45

Meéginiai tirti BD FACS Canto tékmés citometru FACS Diva programa.

Uminiy limfoblastiniy leukemiju atveju lastelés buvo renkamos i

tikslinga B ar T lasteliy regiona (angl. /ive-gate metodika) (5 pav.)
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5 pav. Tikslingas T lasteliy regionas
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Apibrézus lasteles, ekspresuojancias CD19 ar citoplazmini CD3 ir
pasizymincias nedidele Sonine spindulio sklaida, analizei i§saugomos tik Sios
lastelés, viso renkant milijona kauly ciulpy lasteliy arba rinkimas
pabaigiamas, iSsekus méginiui. Kiekvienu atveju buvo siekiama istirti bent
100 000 Iasteliy. Surinkus maziau Iasteliy, bet aptikus minimalia lickamaja
liga, rezultatas buvo fiksuojamas. Surinkus maziau lasteliy ir neaptikus
minimalios liekamosios ligos, meéginys vertintas kaip neinformatyvus.
Analizuojama taikant standarting “tu$¢iy regiony“ sistema. B-ULL atveju
iSskiriami 3 kiekvieno zymens fluorescencijos intensyvumo lygiai ir
dviparametrése histogramose sudaromi 9 sta¢iakampiai regionai. T-ULL
atveju iSskiriami 6 staiakampiai regionai. Dalyje regiony aptinkamos
normalios regeneruojancios ar brandzios tam tikros linijos lastelés, kituose ju
neturi buti (tusti regionai). Bent deSimties lasteliy populiacija, randama
viename ar keliuose tuSCiuose regionuose, visiSkai ar i§ dalies atitinkanti
diagnozuojant nustatyta fenotipa, laikkoma minimalia lickamaja liga. Jos dydis
apskaiCiuojamas tuS¢iame regione rasty lasteliy skaic¢iy padalijus i§ viso
surinkty kauly Ciulpuy lasteliy skaiciaus ir iSreiSkus procentais.

Kadangi 1iminés mielogeninés leukemijos pasizymi fenotipo
heterogeniSkumu, tikslingas lasteliy rinkimo regionas nebuvo taikomas. Buvo
renkamas milijonas visy kauly Ciulpy lasteliy arba visos méginyje esancios
lastelés (bent 100 000, surinkus maziau, méginio informatyvumas vertintas,

kaip ir ULL atveju). Analizuojant apibréZiamas blasty regionas (nedidelés
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Soninés spindulio sklaidos lastelés, blankiai ekspresuojanc¢ios CD45 zymeny),
pagal CD34, CD117 ir CD33 Zymenis iSskiriami mieloblastai ir analizuojama

taikant ,,tus¢iy regiony™ strategija.

3.3.3. Blasty dauginio atsparumo vaistams tyrimas

Ligoniams buvo atlickami dvejopi dauginio atsparumo vaistams
tyrimai: tékmés citometru buvo tiriama su dauginiu atsparumu vaistams
susijusiy baltymy (p-gp ir MRP1) ekspresija bei atlickamas kalceino testas ju
funkciniam aktyvumui vertinti.

Kalceino testas. Méginiai buvo ruoSiami taikant mononukleary
i§skyrimo pagal tankio gradienta metoda. 4 ml Ficoll-Pague tirpalo buvo
pilama i 15 ml centrifugini mégintuvéli. Ant virSaus atsargiai uzpylus 6 ml
1:1 PBS buferiniu tirpalu atskiesto kauly ciulpy ar kraujo méginio,
centrifuguojama 400 g rezimu 30 min. kambario temperatiiroje. Atsargiai
nusiurbtas susidargs mononukleary sluoksnis buvo perpilamas | kita
megintuveli ir dukart nuplaunamas Cell Wash (BD, JAV) tirpalu,
centrifuguojant po 10 min. 300 g rezimu. Véliau hematologiniu
analizatoriumi nustacius lasteliy skaiciy, paruosiama suspensija, kurioje biity
2-5 min. lasteliy. [ tris mégintuvélius pripilama po 100 pl paruostos lasteliy
suspensijos ir 20 pl 1:10 titruoty APC zZyméty monokloniniy antikiiny pries§
zmogaus CD45 (BD, JAV). Inkubuojama 20 min. kambario temperatiiroje. [
kiekviena mégintuvélj pridedama po 20 pl 1:10 titruoto paruosto AM kalceino
tirpalo. Inkubuojama lygiai 10 min. 37 °C temperatiiroje. Po 10 min. reakcija
nutraukiama greitu centrifugavimu (1 min. 2000 g, 15 sek. greitéjimas ir
lét¢jimas). Nusiurbiamas ir iSpilamas virSnuosédinis skystis, o lastelés
resuspenduojamos 0,5 ml reakcijos buferio su propidzio jodidu. Méginys
tiriamas i§ karto paruoSus, tadiau esant reikalui gali buti saugomas 4 °C
temperatiroje 24 val. Nustatoma kalceino fluorescencija FL1 gyvybingu

(neigiamy propidzio jodidui) Iasteliy populiacijoje.
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Duomeny rinkimui sukuriamos FL1 (pirmojo fluorescencijos
detektoriaus registruoty duomeny) vienparametré histograma ir FSC-SSC
(priekinés ir Soninés spindulio sklaidos), SSC-CD45 (Soninés sklaidos ir
CD45 ekspresijos), CD45-FL1 (CD45 ekspresijos ir pirmojo fluorescencijos
detektoriaus registruoty duomeny) ir SSC-FL2 (Soninés sklaidos ir antrojo
fluorescencijos detektoriaus registruoty duomeny) taskinés histogramos.
Surenkami duomenys i§ visy triju mégintuvéliy, iStyrus po 50 000 lasteliy.
Analizuojant SSC-FL2 taskinéje histogramoje atmetamos negyvybingos
(teigiamos propidzio jodidui) lastelés ir SSC-CD45 taskinéje histogramoje
nubréziami blasty, limfocity, monocity ir granulocity regionai. Nustatomas
kalceino vidutinis fluorescencijos intensyvumas (angl. mean fluorescence
intensity, MFI), apskaiCiuojamas visy triju mégintuvéliy kalceino MFI

vidurkis (6 pav.).

6 pav. Kalceino fluorescencijos tyrimas t€kmés citometru.
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Blasty, limfocity ir monocity populiacijos apibréziamos pagal Soninés
spindulio sklaidos ir CD45 parametrus, kalceino ekspresija vertinama
taskingje ir vienparametréje histogramose, nustatant vidutini fluorescencijos
intensyvuma (angl. mean fluorescence intensity, MFI).

P-gp ir MRPI ekspresija buvo nustatoma tiesioginiu
imunofluorescencijos metodu, kaip zZymenys blastams identifikuoti. Naudoti
PE Zymeéti antikiinai prie§ p-gp (klonas 17F9, Pharmingen, JAV) ir FITC
zyméti antiklinai prieS MRP1 (klonas QCRL-3, Pharmingen, JAV).
Nustatomas blasty populiacijos abieju zymenuy vidutinis fluorescencijos

intensyvumas (angl. mean fluorescence intensity, MFI) (7 pav.).

7 pav. MRP1 ir p-gp ekspresijos tyrimas tékmés citometru.
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3.4. Statistiné analizé

Statistiné analizé¢ atlikta SPSS for Windows v.12.0 programa. Su
leukemija susijusiy aberantiniy fenotipu itaka minimalios liekamosios ligos
dydziui bei su leukemija susijusiy aberantiniy fenotipy itaka dauginio
atsparumo vaistams rodikliams tirta, pasitelkiant Mano-Vitnio-Vilkoksono
(Mann-Whitney-Wilcoxon) kriterijy. Dauginio atsparumo vaistams rodikliy ir
minimalios liekamosios ligos dydzio ir rySio tarp atskiry DAV rodikliy
nustatymui buvo naudojamas Spirmeno (Spearman) koreliacijos koeficientas.
Praskiedimo eksperimento rezultatams vertinti, kuomet tas pats méginys buvo
ruoSiamas, pasitelkiant skirtingas ruo$imo technikas, taikytas porinis
(priklausomy iméiy) t-testas. Umine leukemija serganéiy ligoniy ir sveiky
asmeny atsparumo vaistams rodikliy palyginimui buvo naudojamas dvieju
nepriklausomy imciy t testas. Anova testu patikrinta, ar yra statistiSkai
reikSmingy skirtumy tarp skirtingas diagnozes turinciy ligoniy atsparumo

vaistams rodikliy.

4. Tyrimo rezultatai

4.1. Tiriamyjy charakteristikos

Po pradinio blasty fenotipo ivertinimo, kuris atliktas 134 ligoniams,
tolesniems tyrimams atrinkta 114 ligoniy:
o 35 ligoniai, sergantys Umine B-limfoblastine leukemija (Burkitto
limfomai budinga fenotipa turintys atvejai neijtraukti):
= 28 suauge: 21 vyras, 7 moterys, amziaus vidurkis 33,6
mety (17 - 82),
= 7 vaikai: 5 berniukai, 2 mergaités, amziaus vidurkis 3,4
mety (1,1 — 8,0).

o 29 ligoniai, sergantys iimine T-limfoblastine leukemija:
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= 14 svaugusiyju: 12 vyry, 2 moterys, amziaus vidurkis
28,2 mety (17 - 50),

= 15 vaiky: 12 berniuky, 3 mergaités, amziaus vidurkis 8,2
mety (1,4 - 16,2),

o 50 suaugusiy ligoniy, sergan¢iy umine mielogenine leukemija
(sergantieji imine promielocitine leukemija nejtraukti): 26 vyrai, 24
moterys, amziaus vidurkis 44,6 mety (18 - 79).

30 Siy ligoniy taip pat atlikti DAV tyrimai. Tarp ju buvo 19
suaugusiyjy ir 11 vaiky. Tarp suaugusiyjy buvo 10 motery ir 9 vyrai, jy
amziaus vidurkis 52,2 mety (18 — 74). Vaiky grup¢je buvo 10 berniuky ir
viena mergaité, ju amziaus vidurkis 4,6 mety (1,5 — 14,7). Visi vaikai sirgo
iminémis limfoblastinémis leukemijomis: 7 — uUmine B-limfoblastine
leukemija, 4 — iimine T-limfoblastine leukemija. 17 suaugusiyjy sirgo Gimine
mielogenine leukemija, o 2 — timine B- limfoblastine leukemija.

Minimalios liekamosios ligos optimizavimui ir su leukemija susijusiy
aberantiniy fenotipy tyrimui jtraukta 12 sveiky kauly ¢iulpy donory (10 vyry,
2 moterys, amziaus vidurkis 34,4 mety (16 - 61).

4.2. Su leukemija susijusiy fenotipy paplitimas

Visiems tirtiems sergantiems B-ULL ligoniams buvo nustatyta bent po
vieng fenotipo aberacija (vidutiniskai 5,1, nuo 1 iki 10). Labiausiai paplitusi
su leukemija susijusiy fenotipy grupé buvo zymeny hipoekpresija.
Dazniausiai (75% atveju) aptikome lastelés branduolio Zymens TdT
hipoekspresija. Nemazai daliai ligoniy aptiktas zymeny CD10, CD38 ir CD45
zymeny ekspresijos sumaz¢jimas (atitinkamai 33,3%, 27,8%, 31,0%). IS kity
liniju Zymeny koekspresijos grupés dazniausiai nustatyta mieloidinio Zymens
CD33 ekspresija leukeminiy B limfoblasty populiacijoje (38,9%). Neretai
aptikta asinchroniné zymeny ekspresija CD10-CD34+ bei zymeny CD34 ir
CD10 hiperekspresija (33,3%). Visi nustatyti su leukemija susij¢ aberantiniai
fenotipai pateikti diagramoje (8 pav.).
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8 pav. Su leukemija susijusiy aberantiniy fenotipy paplitimas B-ULL pacienty

grupéje.
Serganéiyjy B-ULL su leukemija susijusiy
aberantiniy fenotipy paplitimas
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ekspresija

T-ULL pacienty blasty fenotipo aberacijy skai¢ius buvo dar didesnis:
vidutini$kai rasta po 8,6 aberacijos (5-12). DaZzniausios fenotipo aberacijos
priklausé ektopinés zZymeny ekspresijos grupei: ankstyvosios diferenciacijos
zymens TdT ekspresija kauly Ciulpy T limfoidiniy lasteliy populiacijoje
aptikta 86,2%, o CD99 — net 100% atvejy. O S§tai kito ankstyvojo zymens
CD34 ekspresija aptikta vos daugiau nei pusei ligoniy, t.y. 51,7%. Kita dazna
aberacijy grupé buvo zymeny hipoekspresija, pvz, CD45 ir CD3 Zymeny
hipoekspresija rasta 75,9% ir 100% atveju. Visi aptikti T-ULL su leukemija

susij¢ aberantiniai fenotipai pateikti diagramoje (9 pav.).
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9 pav. Su leukemija susijusiy aberantiniy fenotipy paplitimas T-ULL

pacienty grupéje.

Serganéiyjy T-ULL su leukemija susijusiy
aberantiniy fenotipy paplitimas

100.0% 100.0%

100.0%
80.0%
60.0%
40.0%
20.0%

0.0%

75.9%

51.7% 51.7% 51.7% 58.6%

TdT+
CD34+
CD99+
CD1a+
CD10+

CD4-CD8-
CD4+CD8+
CD45 hipo
CD2 hipo
sCD3 hipo
cCD3 hipo
CD5 hipo
CD7 hipo
CD7 hiper
CD13+
CD33+
CD56+
CD117+

Ektopiné Zymeny ekspresija Zymeny hipoekspr.  Hiper.  Kity linijy
zymeny ekspr.

Bent viena fenotipo aberacija buvo nustatyta 71,4% serganciyju UML
(vidutiniskai 5,0, nuo 1 iki 11). Sergantieji imine mielogenine leukemija
pasizyméjo didele su leukemija susijusiy aberantiniy fenotipy jvairove. Visgi
vyraujanti Siy fenotipy grupé, skirtingai nuo serganCiyjy Tminémis
limfoblastinémis leukemijomis, buvo asinchroniné Zzymenu ekspresija.
Zymens CD11c, kuris vykstant normaliai hemopoezei atsiranda pakankamai
vélyvose brendimo stadijose, ekspresija kartu su ankstyvaisiais zymenimis
CD117 ir CD34 rasta atitinkamai 62% ir 50% UML atveju. Zymuo CD56
néra biidingas normaliai mielopoezei, taciau neretai aptinkamas granulocity ar
monocity populiacijose ir nesergantiems wminémis leukemijomis dél
reakciniai pokyc¢iy, tame tarpe ir susijusiu su chemoterapija [219]. Be to, nors
ir siejamas su NK lasteléms, Sis Zymuo néra joms specifiSkas ir priklauso
adhezijos molekuliy grupei. Tirdami su leukemija susijusius aberantinius
fenotipus, Sio Zymens ekspresija priskyréme asinchroninei zymeny

ekspresijai. CD56 ekspresija kartu su CD34 zZymenim aptikta 30%, su CD117
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— 38%, o derinyje su mieloidiniais Zymenimis CD13 ir CD33 - 40% UML
atveju. Su monocitine diferenciacija siejamo zymens CD4 ekspresija blasty, o
ne monocity regione esanciy lasteliy populiacijoje rasta 34% atvejy. Kity
linijy zymeny ekspresijos grupéje dazniausiai nustatyta T limfoidinio Zymens
CD7 ekspresija (48%). Zymeny hiperekspresija buvo gana reta, tik
mieloidinio Zymens CD13 hipoekspresija nustatyta 26% atvejy. Visi nustatyti
sergan¢iyju UML su leukemija susij¢ aberantiniai fenotipai pateikti

diagramoje (10 pav.).

10 pav. Su leukemija susijusiy aberantiniy fenotipu paplitimas UML

pacienty grupéje.
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4.3. Minimalios liekamosios ligos tyrimo optimizavimas

Siame darbe minimalios lickamosios ligos dydis buvo vertinamas kaip

iminiy leukemijy eigos rodiklis ir buvo naudojamas kity rodikliy prognozinei

reikSmei nustatyti. Iki $io darbo pradzios minimalios liekamosios ligos tyrimo

Lietuvoje atlickama nebuvo, taigi reikéjo ji idiegti ir standartizuoti.

Minimalios liekamosios ligos idiegimas buvo atliekamas keliais etapais:

4.3.1.

Remiantis daZniausiais sergan¢iyju B-ULL, T-ULL ir UML su
leukemija susijusiais aberantiniais fenotipais, sudaryti 4 spalvy
zymeny deriniai iminéms limfoblastinéms ir 6 spalvy Zymeny
deriniai iminéms mielogeninéms leukemijoms tirti.

Atlikus @iminiy leukemijy meéginiy praskiedimo eksperimenta,
nustatytas tyrimo jautrumas (maziausias jmanomas aptikti
leukeminiy lasteliy kiekis) bei parinkta pakankama tyrimo
jautruma uztikrinanti meéginiy ruo$imo technika: palygintos
lizuoto kraujo ir mononukleary i§skyrimo pagal tankio gradienta
méginio paruosimo technikos.

Sukurta standartizuota duomeny analizés sistema.

Istirti sveiky asmeny grupés kauly Ciulpai ir nustatytas Iasteliy,
turin¢iy su leukemija susijusiy aberantiniy fenotipy, kiekis.
Ivertintas su leukemija susijusiy aberantiniy fenotipy

stabilumas.

Zymeny deriniy parinkimas

Sergantiesiems B-ULL | visus Zymeny derinius jtraukéme specifinj B

limfoidini Zymeni, aptinkama kone visais Sios ligos atvejais — CD19. Blasty

populiacijos aptikimui buvo biitinas ankstyvasis Zzymuo CD34. Jo atsisakéme

derinyje CD38/CD10/CD20/CD19, nes Sio derinio tikslas — ne tik aptikti

MLL, bet ir pagal biidinga populiacijy iSsidéstyma ivertinti B limfoidiniy

lasteliy pirmtaky, kuriu viena iSskirtiniy savybiy — homogeniska ir ryski

65



CD38 zymens ekspresija, kiekj ir brendimo sinchroniSkuma. Kadangi TdT
hipoekspresija buvo dazniausia B-ULL fenotipo aberacija, $is Zymuo jtrauktas
1 visus likusius derinius. Kad iSvengtume klaidingai teigiamy (kuomet
regenruojantys B limfoidiniy lasteliy pirmtakai palaikomi leukeminiais) ar
klaidingai neigiamy (ivykus fenotipo pokyc¢iams) rezultaty, blasty populiacija
sickéme apibrézti ne pagal viena Zymeny aberacija. Tam jtraukéme
papildomus zymenis, kuriy ekspresijos pakitimai dazni sergantiesiems B-
ULL: CD10 (hiper ir hipoekspresija sutinkama net 66% B-ULL atveju),
CD45 (hipoekspresija 31% atvejuy), CD38 (hipoekspresija 28% atvejy) ir
CD22 (hipoekspresija 17% ir asinchroniné ekspresija CD22++CD34+ 17%
atveju). Galutinis 5 Zymeny deriniy rinkinys pateiktas 3 lenteléje (“Tyrimo
medziaga ir metodai”).

Kadangi absoliu¢ios daugumos serganciyju T-ULL blastai ekspresavo
ankstyvuosius zZymenis CD99 ir TdT (atitinkamai 100% ir 86%), o sveiky
asmeny kauly ¢iulpuose T limfocity pirmtaky nerandama, Sios ligos MLL tirti
parinkome 2 keturspalviy zymeny derinius: TdT/CD7/cCD3/CD19 ir
CD99/CD7/cCD3/CD2. T limfodinéms Iasteléms identifikuoti naudotas
specifinis zymuo CD3. Kadangi visais T-ULL atvejais §io Zymens ekspresija
lasteliu pavirSiuje buvo sumazgjusi, Sis zymuo tirtas juy citoplazmoje. CD7
zymuo buvo jtrauktas, nes jo hiperekspresija nustatyta net 59% pacienty bei T
limfoidinéms lasteléms identifikuoti, kai CD3 Zymuo ir lasteliy citoplazmoje
yra blankus (24% ligoniu). B-limfoidinis zymuo CD19 itrauktas atmesti TdT
turinCius B limfoidiniy lasteliy pirmtakus, dél techniniy ar biologiniy
priezasCiy patenkancius i cCD3+ regiong ir galinCius imituoti T limfoblastus.
CD2 jtrauktas, nes buvo hipoekspresuojamas nemazoje dalyje T-ULL atvejy
(52%).

Uminiy limfoblastiniy leukemiju atvejais visu ligoniy minimaliai
liekamajai ligai tirti buvo taikomi visi musy sudaryti standartiniai Zymeny
deriniai. Uminés mielogeninés leukemijos pasizyméjo didele su leukemija
susijusiy aberantiniy fenotipy ivairove, tod¢l ekonomiskai naudingo visiems

pacientams pritaikomo zZymeny deriniy rinkinio sudaryti nepavyko. Sudaryti 7
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zymeny deriniai, i§ kuriy pagal pradini blasty fenotipa kiekvieno ligonio
minimaliai liekamajai ligai tirti buvo parenkama nuo 1 iki visy 7. Kadangi
blastai nebuvo renkami | tikslinga regiona, ju populiacija buvo idenfikuojama
analizuojant pagal budinga leukocity zymens CD45, mieloidinio Zymens
CD33 ir ankstyvyju zymeny CD34 ir CD117 ekpresija. Bent 3 i§ $iy zymeny
buvo ijtraukiami i visus derinius. Lik¢ du fluorescencijos kanalai buvo
naudojami dviems blasty aberacijoms istirti. Pilnas 7 zymeny deriniy rinkinys

pateiktas skyriuje “Tyrimo medZziaga ir metodai”.

4.3.2. Méginiy ruoSimo technikos parinkimas

Nustatant minimalig liekamaja liga, siekiama kuo didesnio tyrimo
jautrumo. Mononukleary iSskyrimo pagal tankio gradienta méginiy paruoSimo
metodas leidzia sukoncentruoti lasteles ir istirti didesni ju skaiCiy, taciau turi
keleta trukumy: meéginyje gali likti eritrocity, mononukleary iSkyrimo
efektyvumas priklauso nuo tinkamos antikoagulianty proporcijos méginyje ir
jo laikymo salygu. Taikant lizuoto kraujo technika, gali biiti surenkamas
mazesnis lasteliy skaiCius, ta¢iau minimalios liktinés ligos dydi galima
iSreiksti kaip santyki su visomis kauly cCiulpu lastelémis, kaip tai daroma
diagnozuojant iming leukemija. Taip blasty skaiiaus maZzéjimas stebimas
objektyviau [220, 221].

Siame darbe lizuoto kraujo ir mononukleary iskyrimo pagal tankio
gradienta méginiy ruoSimo technikos palygintos analizuojant GUminiy
leukemijy méginiy praskiedimo eksperimento rezultatus.

Praskiedimo eksperimentui atsitiktinai atrinkta po viena B-ULL, T-
ULL ir UML méginj. Méginiai skiesti sveiko donoro veniniu krauju 100,
1000, 10000 ir 100000 karty. Méginiai ruosti taikant lizuoto kraujo ir
mononukleary i$skyrimo technikas ir po viena B-ULL, T-ULL, UML
minimalios liekamosios ligos tyrimo zymeny rinkinio derini. Duomenys rinkti
ir analizuoti pagal jau aprasyta minimalios liekamosios ligos tyrimo metodika
(,, Tyrimo medziaga ir metodai®). Procentine iSraiSka nustatytas leukeminiy

lasteliy santykis su visoms méginio branduolétoms lasteléms.
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B-ULL ir T-ULL praskiedimo atveju leukeminiy lasteliy rasta visuose
praskiestuose méginiuose. Labiausiai praskiestame (100000 k.) B-ULL
méginyje leukeminés lastelés sudaré 0,007% visy méginio, ruosSto taikant
lizuoto kraujo ir 0,008% méginio, ruosto, taikant mononukleary iSskyrimo

metoda, lasteliy (11 pav. ).

11 pav. Lizuoto kraujo ir mononukleary iSskyrimo meéginio ruoSimo
techniky palyginimas (B-ULL méginys skiestas 100000 karty). Leukeminiai

blastai matomi P3 regione.

YWhole blood lysis Mononuclear separation
‘e
- P3 P4 PS
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CD45

100000 karty skiestame T-ULL méginyje leukeminés lastelés sudaré
0,009% méginio, ruosto taikant lizuoto kraujo ir 0,008% méginio, ruosto,

taikant mononukleary i§skyrimo metoda, lasteliy (12 pav.).
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12 pav. Lizuoto kraujo ir mononukleary iSskyrimo méginio ruoSimo
metodiky palyginimas (T-ULL méginys skiestas 100000 karty). Leukeminiai

blastai matomi P6 regione.
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Atskiedus UML méginj 100000 karty, leukeminiy lasteliy populiacijos,
atitinkancios minimalios lieckamosios ligos kriterijus, neaptikta. 10000 karty
praskiestame meéginyje, ruosStame taikant lizuoto kraujo technika, aptikta
0,07%, o taikant mononukleary iSskyrimo technika — 0,05% leukeminiy
lasteliy (13 pav.).

13 pav. Lizuoto kraujo ir mononukleary isskyrimo méginio ruoSimo
metodiky palyginimas (UML méginys skiestas 10000 karty). Leukeminiai

blastai P3 regione.

AML praskiedimas LWE-1:10000 AML praskiedimas Ficoll-1:10000
e P2 PR3 o | PR “a P2 |.-P3: P4
Wis E & r

Ev_a_ : Ev-‘:—"z'

= = 3

L] L] 3

i i,

(v Cles

e [

[ = ] 3

] ] 3

o SR

P7 P7
E ] I-IIIII| LI | HIIII| LI} IIIIII| L} IIIII| 1 § IIIIII| LI | r|||||| I. II:III;II' LI} IanII| L)
; 10° 0 10 10° 16 10 10 10°
CD34 PerCP-Cya-5-A CD34 PerCP-Cya-5-A

69



Rezultatai rodo, kad iiminiy limfoblastiniy leukemijy atvejais pasiektas
netgi didesnis nei literaturoje [98, 147, 155, 157] nurodomas 0,01%
jautrumas. Uminés mielogeninés leukemijos atveju tokio jautrumo pasiekti
nepavyko, taciau, kadangi Sios ligos atveju paprastai taikoma 0,1% ribiné
minimalios lickamosios ligos verté, miisy pasiektas jautrumas (0,07% ir
0,05%) yra pakankamas.

PrieSingai nei tikétasi, nustatyta, kad bene visuose praskiedimo
etapuose leukeminiy lasteliy skai¢ius méginiuose, ruostuose taikant lizuoto
kraujo technika, buvo didesnis nei ruostuose taikant mononukleary iSskyrimo
technika. Pavyzdziui, praskiedus 100 karty, jis didesnis vidutiniskai 0,69%,
praskiedus 10000 karty - 0,11%, o praskiedus 100000 — 0,01%. Tokie radiniai
galéty buti paaisSkinti lasteliy praradimu taikant mononukleary iSskyrimo
metoda: dalis Iasteliy gali buiti prarandama keleta karty pasikartojanciuose
centrifugavimo etapuose, dalies netenkama rankiniu btdu surenkant
susidariusi mononukleary zieda. Visgi statistiSkai patikimo skirtumo negauta
(p=0,220, porinis t-testas), tod¢l lastelés greiCiausiai prarandamos
neselektyviai.

D¢l pakankamo jautrumo bei galimybés nuosekliai vertinti blasty
skai¢iaus mazéjimo procesa nuo pat diagnozés nustatymo, minimalios
lickamosios ligos tyrimams pasirinkta lizuoto kraujo méginio paruoSimo

technika.

4.3.3. Duomeny analizés sistema

Analizés sistema sukurta, remiantis nustatytomis blasty fenotipo
aberacijomis ir normaliy kauly ¢iulpy tyrimu.

B-ULL minimaliai lickamajai ligai tirti taikyta ,,3x3 tu$¢iy regiony‘
analizé. Zinoma, kad sveiko asmens kauly ¢iulpuose yra ne tik subrendusiy B
limfoidiniy lasteliy, bet ir ju pirmtaky. IStyrus sveikus asmenis, sukurta
“tusciy regiony” duomeny analizés sistema. Ji i§ dalies paremta BIOMED-1
grupés ,.tus¢iy erdviy“ duomenu analizés sistema: nustatomi taskiniy

histogramy plotai, kuriuose sveiky asmenuy kauly ciulpuose lasteliy
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nerandama, bet aptinkama B-ULL ligoniams [222]. Miasu darbe tusti regionai
apibrézti dar konkreCiau. Kiekvienos taSkinés histogramos asies parametro
reikSmé (tam tikro zymens ekspresija) suskirstyta i 3 lygius: neigiama/blanki,
teigiama, ryski. Taip suformuojami 9 statiakampiai regionai. Sis analizés
metodas pavadintas ,,3x3 tuSCiy regiony“ analize. Dalis ju esti uzpildyta
regeneruojan¢iomis ar brandziomis B-limfoidinémis lastelémis, kita dalis
priskiriama ,,tus¢iy regiony kategorijai — juose véliau ieSkoma minimalios

liekamosios ligos (12 pav.).

14 pav. ,,3x3 tusCiy regiony™ analizé: P5, P6 — regeneruojanciy B
limfoidiniy lasteliy regionas, P8 — subrendusiu B limfocity regionas; P2 —

plazminiy lasteliy regionas, P3, P4, P7, P9, P10 — tusti regionai.
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T-ULL minimaliai lickamajai ligai tirti taikyta ,,2x3 tus¢iy regiony‘
analizés sistema. Pradéjus pirmuosius sveiky asmeny kauly ¢iulpy tyrimus,
pastebéta, kad i tikslinga cCD3+ regiona patenka nedidelis skaicius B-
limfoidiniy lasteliy pirmtaky, kurie savo branduolyje turi TdT Zymeni ir dél
kuriy gaunamas klaidingai teigiamas minimalios lickamosios ligos rezultatas.
To priezastimi galéty biiti lastelés membranos permeabilizacijos procediira,
dél kurios CD3 antikiiniai gali patekti { B limfoidiniy lasteliy citoplazma ir ten

nespecifiskai isitvirtinti. Todél i zymenu derini, reikalaujanti lastelés
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permeabilizacijos, buvo ijtrauktas B limfoidinis Zymuo CD19. Analizuojant
pirmiausia buvo atmetamos CD19 turinCios lastelés, o likusios analizuojamos
taikant “2x3 tusciy regiony” sistema. CD7/TdT and CD7/CD99 taskinés
histogramos buvo padalintos i 6 regionus pagal Siu zymeny ekspresijos lygi:
CD7 zymens ekspresija verinta kaip teigiama ar neigiama bei iskirti TdT ir
CD99 neigiamos, blankios ir ryskios ekspresijos regionai. Kai kuriuose $iy
regionuose buvo aptikta normaliy T limfocity populiacijy, kiti priskirti

“tustiems regionams” (15 pav.).

15 pav. ,,2x3 tusCiy regiony” analizé: P4, P7, PS5 — normaliy T
limfoidiniy lasteliy regionai, P6, P8, P9 — ,tusti regionai“. Siuo atveju P6

regione rasta leukeminiy T limfoblasty populiacija.
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UML minimaliai ligai tirti taip pat taikyta ,,2x3 tu$¢iu regiony*
analizés sistema. Tiriant wminés mielogeninés leukemijos minimalig
lickamaja liga buvo naudojami 6 spalvy Zymeny deriniai. Kadangi d¢l UML
fenotipy heterogeniSkumo lastelés nebuvo renkamos 1 tikslinga regiona 4 i$ 6
zymeny buvo naudojami mieloblasty populiacijai identifikuoti (CD45, CD34,
CD117, CD33). Like zymenys buvo naudojami aberacijoms tirti. Aberantiniy
zymeny ekspresija buvo vertinama kaip teigiama ir neigiama, o ankstyvuyjy ir
mieloidiniy (dé¢l galimos hiper ir hipoekspresijos) kaip neigiama, teigiama ar

ryski. Taip suformuoti 6 sta¢iakampiai regionai, kuriy dalyje buvo aptiktos
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normaliy mieloblasty populiacijos, o kiti priskirti ,,tuStiems regionams* (16

pav.)

16 pav. UML minimalios lickamosios ligos duomeny analizé:
pakopinis blasty populiacijos identifikavimas (CD34+CD33+ populiacijos
dydis patikslinamas CD45/SSC taskin¢je histogramoje) bei ,,2x3 tusciy
regiony™ analizés sistema: P3, P4, P6, P7, P8 — tusti regionai, P5 — normaliy
mieloblasty regionas. Siuo atveju leukeminiy mieloblasty populiacija aptikta

P6 regione.
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4.3.4. Sveiky asmeny kauly ¢iulpy tyrimas

12 sveiky asmeny (kauly Ciulpy donory) kauly Ciulpai istirti taikant
standartizuota minimalios liekamosios ligos metodika. Buvo nustatyti B
limfoidiniy, T limfoidiniy Iasteliy ir mieloblasty populiaciju dydziai ir
fenotipai. Taip pat siekta nustatyti lasteliy, turin€iy atskiry su leukemija
susijusiy fenotipy, budingy B-ULL, T-ULL ir UML, kieki, iSreiksta
procentais. Lasteliy skaiCius, rastas tam tikruose ,tus¢iuose regionuose
rodyty Siy regiony specifiSkuma ir galéty buiti naudojamas kaip teigiamos
vertes riba.

Sveiky asmeny kauly ciulpuose aptiktos Sios B limfoidiniy lasteliy
subpopuliacijos:

1) Ankstyvieji B limfoidiniy lasteliy pirmtakai, sudarantys 0,08 + 0,04%
kauly cCiulpy lasteliv. Juy fenotipas: TdT+, CDI10+, CDI9+,
CD22+blankus, CD34+, CD38+, CD45+ blankus, CD20-.

2) Vélyvieji B limfoidiniy lasteliy pirmtakai, sudarantys 0,60 + 0,03%
kauly ¢iulpuy lasteliy. Juy fenotipas: CD10+, CD19+, CD20+ blankus,
CD22+ blankus, CD38+, CD45+ blankus, TdT-, CD34-.

3) Subrend¢ B limfocitai, sudarantys 1,57 + 0,53% kauly Ciulpy lasteliy.
Juy fenotipas: CD19+, CD20+, CD22+, CD45+, TdT-, CD10-, CD34-,
CD38-/+blankus.

Lasteliy, turin¢iy su leukemija susijusiy aberantiniy fenotipy, skaicius,

iSreikstas procentais nuo visy kauly ¢iulpy lasteliy, pateiktas 6 lenteléje.
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6 lentelé. Lasteliy, turinCiy su leukemija susijusiy aberantiniy fenotipuy,

budingy B-ULL, skaic¢ius sveiky asmeny kauly ¢iulpuose.

Su leukemija susije aberantiniai fenotipai
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Gauti rezultatai patvirtina, kad dauguma aberacijy yra specifiSkos — ju
sveiky asmeny kauly ciulpuose randami labai mazi kiekiai, nevirSijantys
standartinés minimalios liktinés ligos nustatymo ribos — 0,01%. Kiek daugiau
aptikta tik Iasteliy, turin¢iy asinchroninei Zymeny ekspresijai priskiriama
fenotipa CD22++CD34+ (0,012%), hipoekspresuojanciy CDI10 Zymeni
(0.015%) bei ekspresuojanciy mieloidinius zymenis (CD33 - 0,021%, CD13 —
0,019%).

Taip pat tirtos ir sveiky asmenuy kauly Ciulpu T limfoidinés lastelés.
Rastos Sios T limfoidiniu Iasteliy subpopuliacijos:

— Subrende T limfocitai, kuriy fenotipas yra CD2+cCD3+CD7+TdT-

CD99- (3,81% = 2,67% kauly Ciulpy lasteliy),
— Subrende T limfocitai, kuriy fenotipas yra CD2+cCD3+CD7+TdT-
CD99blankus T limfocitai (0,18% + 0,09% kauly Ciulpuy lasteliy),
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— T limfocitai, kuriy fenotipas yra CD2+cCD3+CD7-TdT-CD99-
(0,17% £0,16% kauly Ciulpy lasteliy).

Kaip ir tikétasi, CD7 zymeni ekspresavo dauguma T limfocity. CD7- T
limfocity subpopuliacija galéty biti literatiroje aprasomi atminties CD4+ T
limfocitai — helperiai [217, 218].

Kadangi T-ULL minimaliai lickamajai ligai tirti pasirinkome nedidelj
zymeny deriniy rinkinj, pagrista dviem pagrindinémis aberacijomis, t.y.
ankstyvyju zymeny CD99 ir TdT ektopine ekspresija kauly ciulpy T
limfoidiniy lasteliy populiacijoje, sveiky asmeny kauly Ciulpuose taip pat
tyréme tik jas. T limfoidiniy lasteliy, blankiai ekspresuojanc¢iy TdT, kiekis
sveiky asmeny kauly ciulpuose buvo 0,009% =+ 0,004%, o ryskiai
ekspresuojanciy TdT T limfoidiniu lasteliu neaptikta (0,000%). Ryski CD99
ekspresija aptikta 0,004% + 0,004% T limfoidiniy lasteliy populiacijos.

cCD3+CD19+ lasteliy kiekis sveiky asmenuy kauly cCiulpuose buvo
0,037% +0,034%. Sis radinys irodo, kad norint pasiekti pakankama tyrimo
specifiSkuma ir iSvengti klaidingai teigiamy minimalios liekamosios ligos

rezultaty, Sios lastelés pries tolimesng analizg turi biiti atmestos.

Istirta ir sveiky asmenuy kauly ciulpuose aptinkama mieloblasty
populiacija. Ji sudaro 0,421% + 0,193% branduoléty lasteliy ir turi §i fenotipa:
CD45+ blankus, CD34+, CD117+, CD38+, ZLA-DR+, CD13+, CD33+. Taip
pat tirtas lasteliy, turin¢iy UML bidingy fenotipo aberacijuy, skaiius ju

specifiSkumui nustatyti (7 lentele).
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7 lentelé. Lasteliy, turinCiy su leukemija susijusiy aberantiniy fenotipuy,

budingu UML, skai€ius sveiky asmeny kauly ¢iulpuose.

Su leukemija susij¢ aberantiniai fenotipai
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Gauti rezultatai rodo, kad dauguma UML aberaciju yra maziau
specifiskos, nei aberacijos, biidingos limfoblastinéms leukemijoms. Taciau ir
standartiné UML minimalios lickamosios ligos nustatymo riba yra didesné -
0,1%. Daugiau uz §i dydi aptikta tik Iasteliy, turin¢iy asinchroninei zymeny
ekspresijai priskiriama fenotipa CD117+CD34-CD15- (0,133%, galimai
mastocitai), CD34+CDIllct+ (0,163%, nedideli Sio Zymens kieki
ekspresuojantys mieloblastai), CDI117+CD64+ (0,132%, promielocitai),
hipoekspresuojanciy CD13 ir CD33 zymenis (atitinkamai 0,144% ir 0,169%,
mieloblastai). Sie su leukemija susij¢ fenotipai neturéty bati naudojami
minimaliai lieckamajai ligai nustatyti vieni, taCiau gali biti naudojami

rinkinyje su kitas aberacijas nustatanciais zymeny deriniais.
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4.3.5. Aberantiniy fenotipy stabilumo tyrimas

Blasty fenotipo pokyciai gydymo metu — vienas svarbiausiy veiksniy,
galin¢iy daryti itaka minimalios lieckamosios ligos nustatymo efektyvumui ir
sudaranciy salygas klaidingai neigiamam jos rezultatui. Nors ligoniai stebéti
pakankamai neilga laika, pabandéme ivertinti pagrindiniy su leukemija
susijusiy fenotipy stabiluma.

Minimali lickamoji liga nustatyta 28 i§ 36 (77,8%) B-ULL serganciy
tirlamyjy. Stabiliausi su leukemija susij¢ aberantiniai fenotipai buvo
asinchroniné zymeny ekspresija CD10-CD20-CD34+ ir CD38 zymens
hipoekspresija (nepakito nei vienam ligoniui). Palyginti stabilis buvo ir
fenotipai CD10++ TdT+, CD10++CD20++, CD10 ir CD34 hiperekspresija,
CD13 koekspresija (prarasti 1 atveju 1§ 28). Gana nestabiliis pasirodé
CD22++CD34+, CD45-CD34- fenotipai ir CD45 hipoekspresija (neteko 4
ligoniai). Dazniausiai sutikta B-ULL fenotipo aberacija, TdT hipoekspresija,
pakito, t.y. TdT ekspresija padid¢jo, tik dviems tiriamiesiems (17 pav.).
Atvirksciai, 9 ligoniams (32,15%) TdT ekspresija minimalios lieckamosios

ligos metu, palyginus su diagnoze, dar labiau sumazgjo.
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17 pav. B-ULL su leukemija susijusiy aberantiniy fenotipy praradimas

gydant.
B-ULL su leukemija susijusiy aberantiniy fenotipy
praradimas
0 2 4 6 8 10
CD10++TdT+
z CD10-TdT+
[0}
£ CD10-CD34+
&S
° 2 CD10++CD20+
£ 5
§ 2 CD22++CD34+
5 ® CD45- TdT+
2 CD45-CD34-
CD10-CD20- CD34+
;;; CD10 hipo
S CD22 hipo
2 CD38 hipo
>
é CD45 hipo
& TdT hipo
g CD10 hiper
E 2 CD34 hiper
== CD13+
ZEs CD33+
T8

Atsizvelgiant i LSAF paplitima sergan¢iyju B-ULL populiacijoje ju
kiekius sveiky asmenu kauly Ciulpuose ir pokyc¢iu daznj, CD10 ir CD34
zymeny hiperekspresija pasirodé¢ turintys optimaliausia pritaikomumo,
specifiskumo ir stabilumo savybiy derini. O Stai su leukemija susijgs
aberantinis fenotipas CD22++CD34+, atvirkS¢iai, yra ne toks paplitgs,
nepakankamai specifiskas ir daznai kintantis.

Minimali liekamoji liga nustatyta 16 i§ 29 (55,2%) serganc¢iyju T-ULL.
Buvo vertinti tik minimaliai liekamajai ligai tirti taikyty su leukemija
susijusiy aberantiniy fenotipy (ektopinés TdT ir CD99 Zymenu ekspresijos
kauly &iulpy T limfoidiniy lasteliy populiacijoje) poky¢iai. Sie aberantiniai
fenotipai iSliko stabilis visiems ligoniams, tafiau Zymeny ekspresijos

intensyvumas svyravo.
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Vidutinis TdT zymens fluorescencijos intensyvumas (MFI)
diagnozuojant buvo 812 (santykiniy vienety), o 6-a ménesi nukrito iki 193,
bet isliko didesnis nei sveiky asmeny, kuriy (MFI 96 + 19). CD99 ekspresija
svyravo dar labiau: jei diagnozuojant MFI sieké 7985, tai 6-a ménesi ji
sumazgjo iki 753, taciau liko didesné uz sveiky asmeny (646 £+ 193) (18 pav.).
Visgi Friedmano testas neparodé jokiu tendenciju: ° TdT atveju buvo 1,600
(p = 0,809), 0 CD99 atveju 5,600 (p =0,231).

18 pav. TdT ir CD99 MFI kitimas gydant.

TdT and CD99 ekspresijos kitimas gydant

—— MFITdT
—=— MFICD99

4.4. Su leukemija susijusiy fenotipy jtaka minimalios lieckamosios

ligos dinamikai

Si jtaka vertinta, ligonius pagal kiekviena LSAF isskiriant { dvi grupes
(turin€ius ji ir neturincius), o skirtumy statistiné reiSkmé irodoma, pasitelkiant
Mano-Vitnio-Vilkoksono (Mann-Whitney-Wilcoxon) kriterijy.

B-ULL LSAF itakos blasty skai¢iui jvairiais gydymo etapais tyrimo

rezultai pateikti 8, 9 lentelése.
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8 lentelé. Blasty skaiCiaus jvairiais gydymo etapais palyginimas

skirtingose B-ULL LSAF grupése.

+ + +
+t |2 |2F |+t bl |w o T =
Etapas | = &5 =S E2|SS |25 |28 |aslas|2eRE
e |BE|BR e |BE|BE TCE|CE|QE Q0=
Sha Q (ON®) O 0 Q (OR®) =
Diagn. | 0923 | 0701 | 0578 | 1000 | 0151 | 0498 | 0030 | 0578 | 0110 | 0531
11-15d. | 0049 | 0689 | 0316 | 0171 | 0334 | 0168 | 0412 | 0316 | 0078 | 0049
29-35d. | 0229 | 0315 | 0065 | 0039 | 0142 | 0063 | 0376 | 0065 | 0095 | 0,195
36-76d. | 0145 | 0296 | 0203 | 0114 | 0367 | 0,18 | 0504 | 0203 | 0331 | 0,745
77-90d. | 0064 | 0532 | 0400 | 0403 | 0,123 | 0193 | 0310 | 0400 | 0,126 | 0820
4mén. | 0873 | 0671 | 0893 | 0525 - 0,525 - 0893 | 0,631 | 0671
Smén. | 0572 | 0094 | 0,18 | 0576 | 0576 | 0576 - 0,180 | 0287 | 1,000
6mén. | 0058 | 0946 | 0870 | 0540 | 0058 | 0219 | 0072 | 0870 | 0,671 | 0951

9 lentelé. Blasty skai¢iaus vidurkis jvairiais gydymo etapais B-ULL

LSAF grupese.
CD10++ CD10- CD10- CD10++
Etapas TdT+ TdT+ CD34+ CD20++ CD45- TdT+
0 1 0 1 0 1 0 1 0 1
Diagn. | 66.93% | 63.38% | 65.40% | 67.90% | 65.30% | 67.67% | 65.97% | 66.83% | 62.23% | 77.33%
11-15d. | 751% | 032% | 533% | 6.98% | 2.69% | 12.34% | 7.00% | 027% | 7.24% 1.85%
29-35d. | 221% | 0.19% | 153% | 2.14% | 0.66% | 4.26% | 2.00% | 0.00% | 1.77% 1.35%
36-76d. | 1.94% | 0.01% | 1.43% 1.61% | 127% | 1.80% | 1.76% | 0.00% | 1.32% 2.06%
77-90d. | 1.45% | 0.00% | 123% | 0.67% | 125% | 0.73% | 125% | 024% | 0.67% 2.16%
4 mén. | 048% | 0.04% | 045% | 025% | 031% | 0.47% | 0.43% | 0.00% | 0.38% -
Smeén. | 016% | 0.00% | 0.00% | 032% | 0.00% | 025% | 0.16% | 0.00% | 0.16% 0.00%
6 mén. | 1275% | 0.00% | 13.03% | 1.07% | 13.75% | 0.93% | 11.19% | 4.00% | 12.75% | 0.00%
CD45-
Etapas CD34- CD22 hipo | CD10 hipo | CD4S5 hipo | CD34 hiper
0 1 0 1 0 1 0 1 0 1
Diagn. | 66.66% | 60.33% | 62.69% | 82.67% | 65.30% | 67.67% | 60.92% | 77.45% | 68.43% | 61.67%
11-15d. | 635% | 030% | 5.58% | 6.91% | 2.69% | 12.34% | 7.60% | 2.08% | 2.55% | 12.64%
29-35d. | 1.84% | 0.00% | 179% | 0.79% | 0.66% | 4.26% | 2.22% | 0.15% | 1.17% 2.72%
36-76d. | 1.69% | 0.00% | 1.77% | 033% | 127% | 1.80% | 1.64% | 1.00% | 1.82% 1.04%
77-90d. | 120% | 0.00% | 1.16% | 0.73% | 1.25% | 0.73% | 1.54% | 023% | 1.45% 0.40%
4 mén. | 043% | 0.00% | 0.38% - 031% | 047% | 028% | 0.75% | 0.25% 0.45%
S5mén. | 0.16% | 0.00% | 0.13% - 0.00% | 025% | 021% | 0.00% | 0.21% 0.01%
6 mén. | 11.09% | 000% | 7.15% | 24.43% | 13.75% | 0.93% | 891% | 11.81% | 10.70% | 8.59%
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Galima isskirti keleta fenotipy, kurie turi jtakos blasty skaiciui gydant.
Su leukemija susij¢ fenotipai, lemiantys mazesni blasty skai¢iy gydant
dazniausiai apima CD10 ir CD45 zymeny ekspresijos pakitimus:
1) CD10 hiperekspresijos itaka mazesniam blasty skai¢iui gydant:

a. ligoniams, kuriy blastai turi CD10++ TdT+ fenotipa 11-15 d.
nustatytas mazesnis blasty skaiCius negu jo neturintiems. Blasty
skaiCiaus skirtumas 77-90 d. ir 6 meén. arti statistinio
reik§mingumo ribos,

b. CD10++ CD20++ fenotipas siejasi su mazesniu blasty
skai¢iumi 29-35 d.

2) CDA45 hipoekspresijos jtaka mazesniam blasty skaiciui gydant:

a. ligoniy, turinciy CD45- TdT+ fenotipa ir neturinciy jo, blasty
skaiCiaus skirtumas 6-3 mén. arti statistinio reikSmingumo ribos,

b. ligoniy, turin¢iy CD45-CD34- fenotipa ir neturinciy jo, blasty
skai¢iaus skirtumas 29-35 d. arti statistinio reikSmingumo ribos,

c. pavienés CD45 hipoekspresijos itaka blasty skaiciui 11-15 d. ir
29-35 d. beveik statistiskai reikSminga.

Su leukemija susij¢ aberantiniai fenotipai, turintys itakos didesniam
blasty skaiciui, apima CD10, CD22 ir CD34 zymenuy ekspresijos pakitimus:
1) CD10 hipoekspresijos jtaka didesniam blasty skaiciui gydant:

a. ligoniy, turin¢iy 10- TdT+ fenotipa ir neturin¢iy jo, blasty
skaiCiaus skirtumas 5-3 gydymo ménes] arti statistinio
reik§mingumo ribos,

b. CD10- 34+ fenotipas ir pavien¢ CD10 hipoekspresija beveik
statistiSkai patikimai siejasi su didesniu blasty skai¢iumi 29-35
d.

2) Pavienés CD22 hipoekspresijos itaka didesniam blasty skaiciui yra
statistiSkai patikima diagnozés metu ir beveik statistiSkai patikima 6-3

gydymo ménesi.
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3) Paviené CD34 hiperekspresijos aptikimas isskiria ligonius, kuriems 11-

15 d. nustatomas didesnis blasty skaicius.

Mieloidiniy zymeny koekspresija netur¢jo statistiSkai patikimos itakos

blasty skai¢iaus kitimui gydymo eigoje.

T-ULL LSAF jtakos blasty skai¢iui jvairiais gydymo etapais tyrimo

rezultai pateikti 10, 11 lentelése.

10 lentelé. Blasty skaifiaus jvairiais gydymo etapais palyginimas

skirtingose T-ULL LSAF grupése.

CD2
hipo
CD3
hipo
CDS
hipo
CD7
hiper
CD4-
CD8-
CD4+
CD8+
CD13+
CD33+

CDl1a+

+
&
Etapas =
@,

Diagn, 0,710 | 0,216 0,136 0,345 0,658 0,658 0,471 0,469 0,148 0,085

11-15d. 0,031 | 0,005 0,006 0,724 0,575 0,286 0,025 0,058 0,040 0,087

29-35d. 0,080 | 0,005 | <0,001 0,382 0,191 0,673 0,006 0,006 0,050 0,034

36-76d. | 0408 | 0,157 | 0042 | 0,037 | 0,017 | 0487 | 0061 0,061 0,333 | 0465

77-90d. | 0306 | 0,026 | 0,02 | 0305 | 008 | 069 | 0026 0,026 0,174 | 0,163

4mén. | 0775 | 0513 | 0663 | 018 | 0087 | 1,000 | 0,775 0,513 0,513 | 0513

5 mén. 0,513 | 0,513 0,513 0,383 0,016 0,079 0,513 0,513 0,663 0,775

6 mén. | 0427 | 0024 | 0001 | 0151 | 0,128 | 0933 | 0054 0,093 0,017 | 0,160
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11 lentelé. Blasty skai¢iaus vidurkis jvairiais gydymo etapais T-ULL

LSAF grupéese.
Etapas CD34+ CDla+ CD2 hipo CD3 hipo CDS hipo

0 1 0 1 0 1 0 1 0 1
Diagn. | 73.93% | 72.20% | 68.94% | 79.73% | 7733% | 61.75% | 76.15% | 66.11% | 71.60% | 82.00%
11-15d. | 045% | 8.97% | 7.74% | 0.02% | 0.53% | 17.23% | 3.46% | 7.82% | 527% | 133%
29-35d. | 0.21% | 0.54% | 059% | 0.00% | 0.01% | 1.40% | 0.12% | 0.89% | 0.39% | 0.47%
36-76d. | 0.71% | 001% | 0.53% | 0.00% | 0.00% | 1.92% | 0.00% | 1.15% | 0.00% | 1.44%
77-90d. | 243% | 0.16% | 1.46% | 0.00% | 0.02% | 3.13% | 0.05% | 2.05% | 0.11% | 4.32%
4 mén. | 0.00% | 0.02% | 0.02% | 0.00% | 0.02% | 0.02% | 0.00% | 0.03% | 0.00% | 0.10%
Smeén. | 000% | 003% | 0.03% | 0.00% | 0.03% | 0.00% | 0.01% | 0.05% | 0.00% | 0.09%
6 mén. | 224% | 1.99% | 3.58% | 0.00% | 0.00% | 6.65% | 0.11% | 6.43% | 1.19% | 8.01%
Etapas CD7 hiper | CD4-CD8- | CD4+ CD8+ CD13+ CD33+

0 1 0 1 0 1 0 1 0 1
Diagn. | 75.90% | 66.67% | 75.14% | 71.07% | 70.94% | 75.62% | 76.05% | 67.30% | 78.10% | 61.78%
11-15d. | 0.32% | 13.98% | 0.44% | 8.98% | 838% | 047% | 1.16% | 639% | 3.60% | 7.48%
29-35d. | 049% | 023% | 0.06% | 0.66% | 0.66% | 0.06% | 0.09% | 0.86% | 0.13% | 0.97%
36-76d. | 048% | 001% | 0.00% | 0.65% | 0.65% | 0.00% | 001% | 1.15% | 042% | 0.00%
77-90d. | 1.33% | 0.07% | 0.00% | 1.46% | 1.46% | 0.00% | 0.05% | 231% | 133% | 0.25%
4 mén. | 003% | 001% | 0.00% | 0.02% | 0.02% | 0.00% | 0.02% | 0.00% | 0.02% | 0.00%
Smeén. | 004% | 000% | 0.00% | 0.03% | 0.03% | 0.00% | 0.02% | 0.04% | 0.02% | 0.00%
6 mén. | 2.82% | 026% | 0.06% | 4.18% | 3.83% | 0.07% | 007% | 5.08% | 1.85% | 2.51%

Su leukemija susije aberantiniai fenotipai, lemiantys didesni blasty

skaiciy gydant siejasi su ankstyvesne blasty diferenciacijos stadija, specifiniy

T limfoidiniy zymenuy ekspresijos pakitimais ir mieloidiniy Zymeny

koekspresija:

)

2)

3)

Ligoniams, kuriy T limfoblastai ekspresuoja ankstyvaji zymeni CD34
ankstyvajame gydymo etape (11-15 d. ir galimai 29-35 d.) nustatomas
didesnis blasty skaicius.

Ankstyvos diferenciacijos fenotipas CD4-CDS- siejasi su didesniu
blasty skai¢iumi beveik visais gydymo etapais iki 77-90d.

T limfoidinio Zymens CD2 hipoekspresija lemia didesni blasty skaiciy
ankstyvesniais, o CDS5 hipoekspresija — vélesniais gydymo etapais.
lickamosios ligos dydi ivairias. Pavir§inio CD3 Zymens hipoekspresija
susijusi su didesniu blasty skai¢iumi 36-76 d. CD7 zymens

hiperekspresija turéjo itakos didesniam blasty skaiciui 11-15 d.
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4) Skirtingai nuo radiniy B-ULL atveju, mieloidiniy zymeny CD13 ir
CD33 ekspresija lemia didesni blasty skai¢iy ankstyvuoju gydymo

periodu, o CD13 ekspresija - ir po 6 mén.

Ir atvirksciai, fenotipai, susij¢ su vélesne diferenciacija, lémé mazesni
blasty skaiiy gydant: ligoniams, kuriems rasta CDla ekspresija ir
CD4+CD8+ fenotipas, 11-15 d., 29-35 d. ir 77-90d. nustatytas mazesnis

blasty skaicius.

UML LSAF jtakos blasty skai¢iui jvairiais gydymo etapais tyrimo

rezultai pateikti 12, 13 lentelése.

12 lentelé. Blasty skaiCiaus jvairiais gydymo etapais palyginimas

skirtingose UML LSAF grupése.

+ +
= = g |
+ +
alds(&ddlag| + + X = | 2
O | =mF ==l 0L | v = Q = D
Etapas - R = = LA a Q o |« =
+ a = = 13¢)
- |/ =N =] I @) @) - =
o OV oLl =0 Q 2 | ]
= =) Q
Q @)
Diagn. | 0406 | 0214 | 0734 | 0902 | 0131 | 0075 | 0095 | 0088 | 0462
Iki 1
. 0339 | 0073 | 0,749 | 0478 | 0675 - 0,60 | 0330 | 0,160
mén.
1meén. | 0061 | 0181 | 0749 | 0227 | 058 | 0,132 - 0595 | 0077
2 mén. | 0403 | 0342 | 0,043 | 0659 | 0655 | 0484 | 0440 | 0545 | 1.000
3meén. | 0172 | 1000 | 0621 | 0352 | 0042 | 0295 - 0.534
4 mén. | 0293 | 0854 | 0594 | 0424 | 0,09 | 0030 - 1,000 | 0515
S5meén. | 0176 | 0570 | 1,000 [ 1,000 | 0322 - - 0,803
6 meén. | 0199 | 0358 | 0744 | 0005 | 0,193 | 1,000 - 0,893
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13 lentelé. Blasty skai¢iaus vidurkis jvairiais gydymo etapais UML LSAF

grupese.
CD34+ CD117+ CD117+ CD13+CD33+
Etapas CD15+ CD64+ CD11c+ CD56+
0 1 0 1 0 1 0 1
Diagn. 40.18% | 46.82% | 39.44% | 49.45% | 41.19% | 4237% | 42.21% 40.53%
1ki 1 mén. 12.40% 138% | 13.15% | 0.93% 11.53% 9.88% 14.23% 4.01%
1 mén. 5.34% 136% | 534% | 137% 5.76% 1.76% 5.33% 2.46%
2 meén. 3.19% 1552% | 724% | 0.13% 7.40% 2.48% 6.41% 4.19%
3 mén. 0.93% 2.03% | 1.04% | 1.52% 1.33% 1.02% 0.97% 1.47%
4 mén. 0.96% 0.00% | 1.09% | 0.03% 1.19% 0.02% 1.08% 0.06%
5 mén. 0.00% 322% | 211% | 0.10% 3.17% 0.05% 2.71% 0.06%
6 meén. 2.89% 479%% | 3.96% | 1.98% 2.32% 4.62% 1.00% 7.80%
Etapas CD5+ CD7+ CD33 hipo ZI;I‘?p'ODR
0 1 0 1 0 1 0 1
Diagn. 4021% | 64.00% | 43.71% | 23.00% | 37.03% | 54.77% | 40.68% 56.67%
1ki 1 mén. 11.30% 6.26% | 10.82% - 11.54% 9.02% 8.86% 50.00%
1 meén. 4.42% 2.76% | 3.93% | 13.00% 3.91% 5.55% 2.65% 49.00%
2 mén. 5.38% 9.90% | 5.63% | 6.64% 420% 10.43% 6.15% 1.50%
3 mén. 1.17% 1.36% | 0.68% | 7.25% 1.80% 0.01% 1.18% -
4 meén. 0.79% 0.17% | 0.02% | 14.00% 1.02% 0.04% 0.85% 0.00%
5 mén. 1.90% 0.15% | 1.61% - 0.04% 3.80% 1.61% -
6 mén. 3.11% 10.00% | 327% | 3.99% 2.74% 4.68% 3.35% -

Uminés mielogeninés leukemijos atveju nustatyti tik pavieniu su
leukemija susijusiy fenotipy itaka blasty skaiCiui gydant. Asinchroniné
zymeny ekspresija CD117+CD1 1c+ susijusi su mazesniu blasty skai¢iumi 2-a
gydymo ménesi. Fenotipas CD33+CD13+CD56+ lemia didesn;i blasty skai¢iuy
6-a ménesi. T limfoidinio zymens CD5 koekspresija susijusi su didesne
minimalia lickamaja liga 3-a, o CD7 zymens koekspresija — su jos dydziu 4-a
gydymo ménesj. Arti statistinio patikimumo ribos buvo fenotipy
CD34+CD15+, CD117+CD64+ itaka mazesniam blasty skai¢iui ankstyvuoju
gydymo etapu ir mieloidinio Zymens CD33 hipoekspresijos jtaka didesniam
blasty skai¢iui diagnozés metu bei ZLA-DR hipoekspresijos (ne amine
promielocitine leukemija sergantiems pacientams) itaka didesniam blasty

skaiCiui 1-3 gydymo ménesi.

86



Pasirémus tiesinés regresijos modeliu buvo tikrinama, ar pradinis
blasty skaiCius jtakoja fenotipy pakitimus B-ULL, T-ULL ir UML grupése.
Gauta, kad visose grupése pradinis blasty skaiCius neturi reikSmingos itakos
fenotipy pakitimams, atitinkamai B-ULL, T-ULL ir UML grupése p = 0.359,
p=10.694 ir p = 0.400.

4.5. Dauginio atsparumo vaistams tyrimo optimizavimas

Meéginiai DAV  tyrimams buvo ruoSiami, remiantis gamintojy
pateiktomis metodikomis. Standartizuotas buvo tik Siy tyrimy rezultaty
vertinimas. Pradéjus $iy zymeny ekspresijos tyrimus, atsisakyta standartines
20% ribos teigiamam rezultatui apibrézti, nes pastebéta, kad Sia riba pasiekia
tik pavieniai UL atvejai. Vietoje Sios reikSmés pasirinkta vertinti vidutini
zymens fluorescencijos intensyvuma (angl. mean fluorescence intensity,

MFI).

4.5.1. Sveiky asmeny DAYV rodikliy tyrimas

Palyginti visy kauly ¢iulpy mononukleary populiacijy su dauginiu

atsparumu vaistams susij¢ rodikliai. Rezultatai pateikti 14 lenteléje.
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14 lentelé. Serganciyju UL ir sveiky asmeny kalceino, MRP1 ir p-gp

ekspresijos reikSmiy palyginimas (nepriklausomy im¢iy t testas).

Tiriamoji MFI vidurkis | Standartinis | p reikSmé
grupé nuokrypis

Blasty kalceinas UL 5242,533 2044,126 0,080
Kontr. gr. 6856,143 2685,027

Blasty MRP1 UL 121,500 47,042 0,919
Kontr. gr. 123,429 34,058

Blasty p-gp UL 170,167 80,514 0,158
Kontr. gr. 125,286 25,766

Limfocity kalceinas | UL 4400,800 1589,829 0,311
Kontr. gr. 4826,842 1087,813

Limfocity MRP1 UL 76,800 10,580 0,260
Kontr. gr. 71,789 44,120

Limfocity p-gp UL 131,267 44,120 0,002
Kontr. gr. 96,316 16,941

Monocity kalceinas | UL 9719,464 4513,511 0,013
Kontr. gr. 12806,579 3147,798

Monocity MRP1 UL 253,400 123,731 0,004
Kontr. gr. 164,842 24,548

Monocity p-gp UL 282,967 142,416 0,079
Kontr. gr. 222,526 42,891

Rasti Sie statistiskai

patikimi serganciy timine leukemija asmeny ir

sveiky donory ivairiy lasteliy populiacijy su atsparumu vaistams susijusiy

rodikliy skirtumai:

— ligoniy grupéje limfocity p-gp reiksme didesné (p=0,002),

— ligoniy grupéje

(p=0,013),
— ligoniy grup¢je monocity MRP1 reik§mé didesné (p=0,04).

monocity kalceino
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Kadangi ligoniy blasty kalceino, MRP1 ir p-gp reikSmés patikimai
nesiskyré nuo kontrolinés grupés, palyginome jas su kity lasteliy populiacijuy
(limfocity ir monocity) atitinkamy rodikliy reikSmémis (15 ir 16 lentelés, 19
pav.). Beveik visu blasty populiacijos rodikliy reikSmé patikimai skyrési nuo

kity populiacijy rodikliy.

15 lentelé. Blasty ir limfocity populiaciju kalceino, MRP1 ir p-gp ekspresijos

reikSmiy palyginimas
Blastai Limfocitai
P
Rodiklis MFI Standartinis | MFI Standartinis
reik§mé
vidurkis | nuokrypis | vidurkis | nuokrypis
Kalceinas | 5242,533 | 2044,126 4400,800 | 1589,829 0,075
MRP1 121,500 | 47,042 76,800 10,580 0,0008
p-gp 170,167 | 80,514 131,267 | 44,120 0,024

16 lentelé. Blasty ir monocity populiacijy kalceino, MRP1 ir p-gp ekspresijos

reik§miy palyginimas
Blastai Monocitai
p
Rodiklis MFI | Standartinis| MFI | Standartinis
reikSmé
vidurkis | nuokrypis | vidurkis | nuokrypis
Kalceinas | 5242,533 | 2044,126 9719,464 | 4513,511 0,0008
MRP1 121,500 | 47,042 253,400 | 123,731 0,0002
p-gp 170,167 | 80,514 282,967 | 142,416 0,04
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19 pav. DAV rodikliy rezultatai jvairiose kraujo lasteliy populiacijose.

11,000.00

9,719.46

9,000.00

7,000.00

5,242.53 @ Blastai

5,000.00 O Limfocitai

4.400.8 L
— m Monocitai

3,000.00

1,000.00

121.5076.8029340  170.17 131.27 28297

Kalceinas MRP1 p-gp
-1,000.00

4.5.2. Struktariniy ir funkciniy DAYV rodikliy koreliacija
Strukttriniy ir funkciniy DAV rodikliy koreliacija tirta taikant
Spirmeno (Spearman) koreliacijos koeficienta. Gauti rySiai tarp jvairiy

kiekybiskai jvertinty DAV rodikliy sergan¢iyju B-ULL grupéje pateikti 17

lenteléje.

17 lentelé. RySys tarp jvairiy atsparumo vaistams rodikliy (B-ULL).

Kalceinas MRP1 p-gp
Kalceinas | Spirmeno korel. koef. 1 0,452 0,567
p <0,0001 0,222 0,112
MRP1 Spirmeno korel. koef. 0,452 1 0,929
p 0,222 <0,0001 | <0,0001
p-gp Spirmeno korel. koef. 0,567 0,929 1
p 0,112 <0,0001 | <0,0001

90



Irodytas tik statistiSkai patikimas stiprus rySys tarp atskiry struktiirinio

atsparumo vaistams elementy: p-gp ir MRP1ekspresijos.

Sergantiesiems T-ULL jokiy statistiskai patikimy rysiy tarp DAV

rodikliy nenustatyta.

UML grupéje aptikti rysiai tarp DAV rodikliy pateikti 18 lenteléje.

18 lentelé. RySys tarp jvairiy atsparumo vaistams rodikliy (UML).

Kalceinas MRPI p-gp
Kalceinas | Spirmeno korel. koef. 1 -0,103 0,105
p <0,0001 0,694 0,687
MRP1 Spirmeno korel. koef. -0,103 1 0,767
p 0,694 <0,0001 | <0,0001
p-gp Spirmeno korel. koef. 0,105 0,767 1
p 0,687 <0,0001 | <0,0001

Taip pat kaip B-ULL atveju, sergantiesiems UML jrodytas tik
statistiSkai patikimas rySys tarp p-gp ir MRP1 ekspresijos.

4.5.3. Uminés leukemijos potipiy DAV rodikliy skirtumai

19 lenteléje pateikiamos skirtinga diagnoze turin€iy ligoniy su

dauginiu atsparumu vaistams susijusiu rodikliy reikSmés.
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19 lentelé. Su dauginiu atsparumu vaistams susijusiy rodikliy reikSmés

skirtinga diagnozg turintiems ligoniams

Diagnozé MFTI vidurkis Standartinis
nuokrypis
Kalceinas UML/nepatikslinta 4630,333 1809,0579
UML/MD 3560,500 1344,210
UML/BB+UML/SD 4508,000 774,330
UMMoL+UMoL 7570,500 1921,591
UML/MDS 6288,000 3071,996
B-ULL 4638,100 1633,819
T-ULL 5472,333 2098,601
MRP1 UML/nepatikslinta 146,667 47 816
UML/MD 108,000 1,414
UML/BB+UML/SD 137,250 52,766
UMMoL+UMoL 155,000 30,078
UML/MDS 167,250 29,182
B-ULL 91,500 40,045
T-ULL 78,667 21,502
p-gp UML/nepatikslinta 228.333 100,401
UML/MD 147,000 1,414
UML/BB+UML/SD 183,500 107,090
UMMoL+UMoL 231,000 12,490
UML/MDS 218,000 98,031
B-ULL 120,200 65,518
T-ULL 131,333 7,506
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ANOVA testo rezultatai parodé, kad skirtingg diagnozg turintiems
ligoniams patikimai skiriasi MRP1 reikSmés (p = 0,013). P-gp ir kalceino
vertés patikimai nesiskyre (atitinkamai p = 0,100 ir p = 0,142).

Matome, kad limfoblastine leukemija serganciy ligoniy MRPI
ekspresija yra mazesné (B-ULL atveju MFI lygus 91,500, T-ULL atveju — tik
78,667), o ligoniy, serganCiy mielogenine leukemija, ypa¢ Umine
mieloleukemija su monocitiniu komponentu bei imine mielogenine leukemija
su mielodisplazijos pozymiais, ji yra gerokai didesné (MFI atitinkamai

155,000 ir 167,250) (20 pav.).
20 pav. Umine leukemija sergan¢iy ligoniy MRP1 ekspresija

T-0LL
B-OLL

OML/MDS | 167.25

UMMoL+UMoL 155.00
OML/BB+UML/SD

UML/MD

UML/NEP 146.67

0.00 20.00 40.00 60.00 80.00 100.00 120.00 140.00 160.00 180.00
MRP1 MFI vidurkis

4.6. Su leukemija susijusiy fenotipy jtaka DAYV rodikliams

Su leukemija susij¢ aberantiniai fenotipai tur¢jo ijtakos dauginio
atsparumo vaistams rodikliams tik sergan¢iyju UML grupéje.

Asinchroninei Zymeny ekspresijai priskirtas fenotipas
CD13+CD33+CD56+ turéjo itakos mazesniam kalceino vidutiniam
fluorescencijos intensyvumui: Mano-Vitnio-Vilkoksono kriterijaus reikSmé
buvo 0,036, turin¢iy §i fenotipa kalceino vidutinio fluorescencijos

intensyvumo vidurkis buvo 5382, neturin¢iu - 6128. MaZesnis kalceino
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susikaupimas lastelé¢je rodo didesni membraniniy su DAV susijusiy neSikliy
funkcinj aktyvuma.

T-limfoidinio Zymens CDS5 koekspresija mieloidiniy blasty
populiacijoje taip pat siejasi su mazesniu kalceino vidutiniu fluorescencijos
intensyvumu: Mano-Vitnio-Vilkoksono kriterijaus reikSme 0,020, vidutinis
fluorescencijos intensyvumas ekspresuojan¢iy CDS5 grupéje buvo 4217,
neekspresuojanciy - 5845.

T limfoidinio zymens CD7 koekspresija turi itakos didesniam p-gp
vidutiniam fluorescencijos intensyvumui: Mano-Vitnio-Vilkoksono kriterijaus
reikSmé buvo 0,049, vidutinis fluorescencijos intensyvumas turiniy $i
fenotipa grup¢je buvo 3991, neturiniy - 6211.

Tirta ir pavieniy zymeny ekspresijos koreliacija su DAV rodikliais.
StatistiSkai reikSmingy rySiy beveik nerasta. Gautas rySys tik tarp CD38
ekspresijos (MFI) ir kalceino kiekio Giminés B-limfoblastinés leukemijos

atvejais (Spirmeno koreliacijos koeficientas 0,655, p = 0,046).

4.7. DAV rodikliy rySys su minimalios liekamosios ligos dinamika

Serganciyju timine B-limfoblastine leukemija grupéje aptikta keletas
statistiSkai reikSmingu rysiy tarp DAYV rodikliy ir blasty skai¢iaus:

- itin stiprus ry8ys tarp kalceino MFI ir blasty skai¢iaus 35-76
gydymo diena (Spirmeno koreliacijos koeficientas 1,000, p<0,0001),

- stiprus rySys tarp MRP1 ekspresijos ir blasty skai¢iaus 29-35
bei 77-90 gydymo diena (atitinkamai Spirmeno koreliacijos koeficientas
0,712, p=0,048 ir 0,706, p=0,034),

-stiprus rySys tarp p-gp ekspresijos ir blasty skaiciaus 77-90
gydymo diena (Spirmeno koreliacijos koeficientas 0,703, p=0,035).

Serganciyjy iimine T-limfoblastine leukemija grupéje nustatyti stipriis
rySiai tarp MRPI1 ekspresijos ir blasty skaiCiaus diagnozuojant tUming

leukemija bei tarp p-gp ekpspresijos ir blasty skaiciaus 77-90 gydymo diena
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ir 4-3 gydymo meénesi (Spirmeno koreliacijos koeficientas 1,000, p=0,000).

Visgi tiriamyjy skaicius nebuvo pakankamas patikimai interpretacijai.

Tiriant sergan¢iuosius UML, gauta stipri koreliacija tarp p-gp
ekspresijos ir blasty skaiCiaus 4-3 gydymo meénesi (Spirmeno koreliacijos
koeficientas 1,000, p<0,0001).

5. Rezultaty aptarimas

5.1. Su leukemija susij¢ aberantiniai fenotipai

Ilga laika vyravo nuomoné¢, kad leukeminiai blastai tarsi ,,sustingsta‘“
tam tikroje brendimo stadijoje po to, kai praranda sugeb¢jima diferencijuotis
toliau. Buvo manoma, kad leukeminiy blasty fenotipai atitinka anstyvyju
kraujodaros lasteliy, brestanciuy sveiky asmenu kauly cCiulpuose, fenotipus.
Visgi vélyvesneés studijos parode¢, kad tam tikry Zymeny ekspresija leukeminiy
blasty populiacijoje skiriasi nuo normaliy kraujodaros pirmtaky. Tokie
pakitimai vadinami su leukemija susijusiais aberantiniais fenotipais. Sie
fenotipai yra taikomi ne tik tiriant minimalia lickamaja liga ligoniams,
kuriems pasiekta pilna morfologiné remisija (<5% blasty kaulu ¢iulpuose), bet
ir patys savaime gali buti naudojami kaip timinés leukemijos prognostiniai
rodikliai [100-103]. LSAF aptinkami daugumai serganciyjy Uminémis
limfoblastinémis leukemijomis. Stai B-ULL atveju jie randami 85 - 99%
pacienty, o T-ULL atveju — vos ne visiems ligoniams [101-107]. Misu
duomenys tik patvirtina Siuos faktus. Bent viena fenotipo aberacija aptikta
visiems Uminémis limfoblastinémis leukemijomis sergantiems ligoniams.
UML atveju bent vienas su leukemija susijes fenotipas buvo nustatytas 71,4%
serganciyjy $ia liga. Literatiiroje pateikiamos labai placios UML su leukemija
susijusiy fenotipy paplitimo ribos [108-114]. Itin svarbig reikSm¢ UML
tyrimy srityje igauna daugiaspalvé (6, 8 ir daugiau spalvy) tékmés citometrija.

Pastebéta, kad daugiau su leukemija susijusiy fenotipy aptinkama, tiriant
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daugiau zymeny vienu metu. Taikant bent 5 spalvy Zymeny derinius LSAF
aptinkami didZiajai daugumai (vir§ 90%) UML sergangiy ligoniy [30].

Viena iSsamiausiy studijy, tyrusiy Gminiy limfoblastiniy leukemijy
aberantinius fenotipus, tinkamus minimalios liekamosios ligos steb&jimui, yra
atlikta BIOMED-1 grupés mokslininky [222]. Sioje studijoje, kaip ir miisy
darbe, buvo taikomi keturspalviai Zymeny deriniai bei taikoma panasi analizés
strategija. Su leukemija susij¢ aberantiniai fenotipai aptikti 98% serganciyju
B-ULL. Kaip dazniausiai hiperkespresuojamas zymuo minimas ankstyvasis
B-pirmtaky zymuo CD10 (32,3%). Taip pat neretai hipoekspresuojamas B-
limfoidinis zymuo CD22 (25,7%). O S$tai kito pirmtaky zymens CD34
hiperekspresija gana reta (9,4%). Misy darbe CD10 hiperekspresija rasta
33,3%, CD22 hipoekspresija — 16,7%, o CD34 hiperekspresija — net 33,3% B-
ULL atveju. Dazniausia miusy darbe aptikta fenotipo aberacija — TdT
hipoekspresija (75% atveju). BIOMED-1 grupés studijoje ji nevertinta atskirai
nuo kity zymeny, o derinyje su CD10 hiperekspresija aptikta taip pat gana
nemazai ligoniy daliai (45,7%). Kiek daugiau BIOMED-1 tyréjai aptiko B-
ULL atveju su sumazéjusia CD10 ekspresija: pvz., CD10blankusCD34+
fenotipas aptiktas 55,6% atvejy, o miisy darbe CD10-CD34+ fenotipa turéjo
tik 33,3% ligoniu. Kity asinchroninei Zymenu ekspresijai priskiriamy fenotipy
daznis miisy ir BIOMED-1 tyré¢juy darbe panaSus: CD10++CD20++ fenotipas
buvo rastas atitinkamai 16,7% ir 13,3%, CD22++CD34+ 16,7% ir 15,4%,
CD45-CD34+ 8,3 ir 9,9% ligoniu.

Kitos linijos Zymeny ekspresija miisy darbe dazniausiai pasireiske kaip
mieloidiniy zymeny CD13 and CD33 koekspresija. Bent vienas i§ mieloidiniy
zymeny BIOMED-1 grupés studijoje rastas 39,6%. Misy darbe CD33
ekspresija aptikta panaSiai daliai ligoniy (38,9%), o CDI3 buvo
koekspresuojamas 25,0% atveju. Taigi, remiantis tik fenotipu paplitimu,
mieloidiniai Zzymenys galéty biti taikomi ir nemaZos dalies B-ULL ligoniy
minimaliai liekamajai ligai tirti.

Vis tik miisy vélesni duomenys parodé, kad ne visos aberacijos yra

vienodai reikSmingos. IStyrus sveiky asmenuy kauly c¢iulpus, pasirodé, kad
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lasteliy, turinCiy kai kuriuos su leukemija susijusius fenotipus, kiekis virSija
standarting minimalios liekamosios ligos nustatymo riba (0,01%). Tarp tokiy
aberaciju buvo asinchroniné Zzymeny ekspresija CD22++ CD34+ (rasta
0,012% sveiky asmeny kauluy Cciulpu lasteliy), CD22 ir CD10 zymenuy
hipoekspresija (atitinkamai 0,010% ir 0,015%) bei mieloidiniy Zymeny CD13
ir CD33 koekspresija (0,021% ir 0,019%). Nepavyko rasti kity tyréju
duomeny, analogiSsky Siems radiniams, kurie galéty reiksti, kad tam tikras
normaliy kauly ciulpy lasteliy lemiamas su leukemija susijusiy aberantiniy
fenotipy ,,fonas* vigi gali lemti vieno ar kito Zymeny derinio specifiSkuma.
LSAF, kuriy sveiky asmenuy kauly ciulpuose randama daugiau 0,01%,
neturéty biiti naudojami minimaliai liekamajai ligai nustatyti izoliuotai, tac¢iau
gali biiti naudojami, esant kity, specifiSkesniy aberaciju. Reikalingi iSsamesni
sveiky asmenu kauly cCiulpy, reaguojanciy i infekcija ir regeneruojanciu po
uzslopinimo kauly ¢iulpy tyrimai, itaukiant kuo daugiau tiriamyjy.

Uminés T limfoblastinés leukemijos atveju pagrindiné su leukemija
susijusiy aberantiniy fenotipy grupé yra ektopiné zymenuy ekspresija. T
limfocity pirmtakai, koekspresuojantys ankstyvuosius Zymenis, turéty biiti
aptinkami tik ¢iobrialiaukéje, o ju radimas kauly ¢iulpuose budingas T-ULL.

BIOMED-1 grupé, tyrusi B-limfoidiniu lasteliy aberantinius fenotipus,
taip pat iniciavo studija T-ULL minimalios lickamosios ligos tyrimo
standartizavimui. Buvo istirtos sveiky asmeny kauly ciulpy T limfoidiniy
lasteliy populiacijos ir, remiantis juy fenotipais, sukurtas minimalios
lickamosios ligos tyrimo Zzymenuy rinkinys. Naudoti keturi triju Zymeny
deriniai: CD7/CD5/CD3, CD7/CD4/CD8, CD7/CD2/CD3, CD7/CD38/CD34
ir TdT/CD7/CD3 bei lizuoto “viso” kraujo méginiy paruoSimo technika.
Dazniausia fenotipo aberacija BIOMED-1 tyré¢ju darbe buvo TdT
koekspresija CD7+ lasteliu populiacijoje (91%). Kito ankstyvojo zymens
CD34 ekspresija buvo aptikta Zymiai reciau (40%). Miisu duomenimis, TdT
ckspresija aptikta visais T-ULL atvejais, o CD34 ekspresija - 52% ligoniy.
Misy darbe 56% atvejy rasta CD7 Zymens hiperekspresija, o BIOMED-1
tyréjai atskira CD7 hiperkespresija aptiko tik 14% atveju, taciau iSskyré
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fenotipa CD2blankus/neigiamasCD3-CD7+++ (aptiktas 62% ligoniy), kurio
del skirtingo duomeny rinkimo budo (i tikslinga CD3+ lasteliy regiona)
ivertinti negalé¢jome. O pavieng CD2 hipoekspresija radome 56% serganciyju
T-ULL. Tiek misy, tick BIOMED-1 grupés tyrimuose kauly ¢&iulpuose
nebuvo rasta aiskiai apibréztos T limfoidiniy pirmtaky populiacijos.

Nors TdT yra naudingas T-limfoblasty zymuo, jo nustatymas gali biti
sudétingas (ekspresija branduolyje, kartais nedideli jo kiekiai lastelése). Buvo
bandyta ieSkoti zymens, kuri T limfoblastai rySkiai ekspresuoty lasteliy
pavirsiuje ir kuris padéty atskirti juos nuo brandesniy T limfoidiniy lasteliy.
Toks zymuo galéty biiti CD99. M. Dworzak ir kolegos nustaté, kad CD99 T
limfoblastuose yra vidutiniSkai 7,7 kartus dazniau aptinkamas nei
brandziuose T limfocituose [223]. O vertinant vidutini fluorescencijos
intensyvuma, 85% T-ULL atveju blasty populiacijos CD99 MFI buvo
didesnis uz T limfocity CD99 MFI. Misy darbe visais T-ULL atvejais CD99
ekspresija buvo ryski ir skyrési nuo subrendusiy T limfocity. Taigi manome,
kad CD99 jtaukimas i T-ULL minimalios lickamosios ligos Zymenu derinius
yra tikslingas.

UML atveju Siame darbe daZniausiai nustatyti su leukemija susije
fenotipai priklausé asinchroninés zymenu ekspresijos grupei. Panasaus
sumanymo ir metodologijos A. Al-Mawali studijoje gauti analogiski rezultatai
[30]. Vis tik konkre¢iu LSAF paplitimas kiek skyrési. A. Al-Mawali ir kt.
darbe dazniausiai nustatytas aberantinis fenotipas buvo, CDI117+CD65+
(40,7%), o musy darbe analogiSkas aberantinis fenotipas CD117+CD64+
buvo rastas 24% ligoniy. Misu duomenimis, pats dazniausias LSAF buvo
CDl1lc ekspresija CD117+CDllc+ (62%), o A. Al-Mawali studijoje
analogiSka fenotipg CD117+CDI11b+ turéjo tik 18,5% ligoniy. CD56
ekspresija kartu su CD34 zymeniu aptikta 30%, su CD117 — 38% miisy
ligoniy, lyginant su 11% ir 9% australy tyréju. T limfoidinio Zymens CD7
ekspresija aptikta atitinkamai 48% ir 22% UML atveju.

Siame darbe nustatéme keleta prognostiskai svarbiy su leukemija

susijusiy fenotipy. B-ULL atveju, CDI10 hiperekspresija ir CD45
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hipoekspresija itraukiantys LSAF turéjo jtakos mazesniam blasty skaiciui
gydant, o CD22 hipoekspresija, CD10 hipoekspresija ir CD34 hiperekspresija
buvo susijusi su didesniu blasty skai¢iumi. Sie duomenys i§ dalies atitinka
literatiroje skelbiamus duomenis. CD10 hiperekspresija kartu su CD45
hipoekspresija gali biiti budinga B-ULL su t(12;21), kuriai bidingas stiprus
atsakas i gydyma. CD10 hipoekspresija ar nebuvimas siejamas su B-ULL su
11923 persitvarkymais, o CD34 hiperekspresija daznai aptinkama Ph+ B-
ULL ligoniams [122]. Abi Sios genetinés anomalijos salygoja blogesne ligos
prognoze. Bty vertingos tolimesnés studijos, kurios tirty fenotipo — genotipo
asociacijas ir nustatyty, ar Sie fenotipai yra nepriklausomi prognostiniai
veiksniai, ar susij¢ su genetiniais pakitimais.

T-ULL atveju miisy duomenys patvirtina zinoma informacija, kad
ankstyvo diferenciacijos laipsnio T-ULL pasizymi blogesne prognoze, nei
labiau diferencijuota ligos forma [123-125]. Vis tik gavome ir naujy
duomeny, pvz., apie specifiniy T limfoidiniy zymeny (CD2, CDS5, CD3)
hipoekspresijos bei mieloidiniy zymeny (CD13, CD33) koekspresijos itaka
didesniam blasty skaiciui gydant.

Tirdami UML su leukemija susijusius aberantinius fenotipus,
nustatéme, kad dalis ju (CD5, CD7, CD56 koekspresija) patvirtina literatiiros
duomenis apie ju, kaip blogos prognozés rodikliy, reikSme [140-145]. Kita
grupé¢ fenotipy (CD117+CD11c+, CD34+CD15+, CD117+CD64+) susijusi su
mazesniu blasty skai¢iumi gydant ir priklauso asinchroninei Zymeny
ekspresijai, t.y. velesnés mieloidinés diferenciacijos zymenys CD11c, CD15,
CD64 ekspresuojami kartu su ankstyvaisiais CD117+ ir CD34+, kaip niekada
nevyksta normalios hemopoezés metu. Nedidelé dalis UML ligoniu (6%)
CD38 hipoekspresija. Literatiiros duomenimis, CD38 Zymens hipoekspresija
gali buti ne tik fenotipo aberacija, bet ir rodyti itin akstyvy leukeminiy
mieloblasty (,,kamieniniy leukeminiy lasteliy*) buvima [233].

Su leukemija susij¢ aberantiniai fenotipai yra minimalios liekamosios
ligos tyrimo tékmes citometru pagrindas. Vis tik pastebéta, kad su leukemija

susije fenotipai ne visada yra stabiliis — daliai ligoniy gydant jie gali pakisti.
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Jei minimali liekamoji liga tiriama pasitelkiant remiantis tik viena aberacija,
jai iSnykus, gali buiti gaunamas klaidingai neigiamas rezultatas.

Klaidingai neigiamo rezultato galimybe¢, ivykus fenotipo pokyciams,
yra pagrindinis t€¢kmeés citometrinio minimalios liekamosios ligos trukumas,
taciau jie stebimi iki 90% ligoniy [149-151]. Vis tik, tiriant keleta su
leukemija susijusiy aberantiniy fenotipy, nors vienas ju islicka bent 80%
atvejy [33]. Musu duomenys patvirtina Sia informacija. Fenotipo pokyciai
aptikti 70% B-ULL ligoniy, tadiau visais atvejais vis dar buvo jmanoma
atskirti leukeminius B-limfoblastus.

Gaipa ir kt. studijoje, tyrusioje vaisty sukeltus B-ULL fenotipo
pakitimus, nustaté, kad ankstyvieji zymenys (CD34, CD10) gydymo metu
blastu dazniausiai prarandami, o vélesni (CD20, CD19, CD45RA, CDl1a)
igaunami [151]. Tai galéty buti paaiSkinta kortikosteroidy sukeltais geny
transkripcijos proceso pokyciais ar selektyviu jaunesniy blasty populiacijoje
esanc¢iy lasteliy deplecija dél maziau uzslopinty apoptozés procesu jose
[224]. Mes nustatéme, kad dazniausias fenotipo pakitimas buvo TdT
ekspresijos sumaz¢jimas, o tai taip pat galéty rodyti poslinki link labiau
subrendusiy laateliy.

Maziau duomeny pateikiama apie fenotipo pokycius T-ULL atveju.
Roshal ir kolegos nustate, kad CD99 ekspresija leukeminiy blasty
populiacijoje 8-a, 15-3 ir 29-3 gydymo diena sumaz¢jo atitinkamai 24%, 26%
ir 62%. Taip pat aptiktas TdT ekspresijos sumazé¢jimas 30%, 44% ir 60%
atitinkamomis dienomis. [225]. Misuy duomenimis, TdT ir CD99 ekspresija,
vertintant vidutini fluorescencijos intensyvuma, svyravo, taciau visada isliko

didesné, negu sveiky asmeny.

5.2. Minimali lieckamoji liga

Siuo metu neabejojama, kad minimali lickamoji liga — svarbus rodiklis,
padedantis prognozuoti tUminés leukemijos iSeiti. Tékmeés citometriniai

tyrimai savo klinikine verte beveik nenusileidzia PGR tyrimams: yra
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pritaikomi didesniai daliai ligoniy, o diegiant | praktika citometrus, galinCius
nustatyti vis daugiau lastelés parametry, ir lygiagreCiai tiriant vis nauju
zymeny panaudojimo minimalios lickamosios ligos tyrimams galimybes, §io
metodo jautrumas artéja prie polimerazés grandininés reakcijos pasiekiamo
jautrumo.

Vis tik minimalios lieckamosios ligos tyrimas tékmés citometru néra
standartizuotas: vieni tyréjai taiko “viso kraujo”, kiti — mononukleary
iSskyrimo méginiy paruosimo technikas, taikomi skirtingi Zymeny deriniai ir
analizés metodai. Nestandartizuoti minimalios lieckamosios ligos tyrimo
rezultatai daznai priklauso nuo tyréjo kompetencijos, todél gali buti
subjektyvis. Skirtingai atlikti minimalios liekamosios ligos tyrimai sunkiai
palyginami tarp institucijy.

Nors mononukleary iSskyrimas pagal tankio gradienta gali lemti
didesng méginio lasteliy koncentracija ir galimai didesni tyrimo jautruma, jis
turi keleta trokumuy: bebranduoliy lasteliy (pvz., eritrocity) priemaisa,
antikoagulianty disbalanso itaka mononukleary isSkyrimo efektyvumui,
lasteliy  susijungimo su antikiinais pakitimus, nespecifini antikiiny
prisijungima. Lizuoto “viso” kraujo technika leidzia vertinti nepakitusi
méginio lasteliy sastata, jai reikia mazesnio méginio kiekio, paruoSimo
procedira trumpesné ir paprastesné, o jos metu blokuojami lasteliy pavirSiuje
esantys Fc receptoriai, galintys sukelti nespecifini antikiiniy prisijungima
[221]. Mausy atliktas praskiedimo eksperimentas parodé¢, kad abi technikos
jautrumo atzvilgiu yra lygiavertés.

Zymeny rinkinio sudarymas minimalios liekamosios ligos tyrimui turi
remtis vieno ar kito Zymens ar jy derinio sugebéjimu atskirti sveikas ir
leukemines ankstyvasias tam tikros linijos lasteles.

B-ULL atveju 8§ uzduotis sudétinga dél to, kad kauly ciulpuose
regeneruojancios B limfoidinés lastelés turi panasy, kaip ir leukeminiy blasty
fenotipa. Miisy rezultatai rodo, kad sergantiesiems B-ULL daZniausiai
aberantiskai ekspresuojamas zymuo buvo TdT. TdT yra lastelés branduolyje

esantis enzimas, kuris skaitina dezoksinukleotidy trifosfaty prijungima prie
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DNR grandinés 3’ galo [226]. TdT, kaip ankstyvos B lasteliy diferenciacijos
Zymenj, itaukéme i 4 i§ 5 B-ULL minimalios lickamosios ligos Zymeny
rinkiniy. Visgi, vélesni rezultatai parod¢, kad jis taip pat yra dazniausiai
gydymo eigoje pakintantis Zymuo, tod¢l tikslinga i Zymenu derinius jtraukti ir
kita ankstyvos diferenciacijos Zymeni, pvz. CD34 ar CD10.

Tiriant sergan¢iyju T-ULL minimalia lickamaja liga, ilga laika buvo
remiamasi tik anstyvyju Zymeny nustatymu T limfoidiniy lasteliy
populiacijoje, nes iprastai T limfocitai, ekspresuojantys ankstyvuosius
Zymenis, aptinkami tik Ciobrialiaukéje [227]. Skirtingi tyréjai taiké panasius
zymeny derinius: D. Campana studijoje buvo naudojami TdT/CD5/cCD3,
CD34/CD5/cCD3 deriniai, M. Dworzako darbe - TdT/CD7/sCD3/cCD3,
CD99/CD7/sCD3/cCD3 ir CD99/CD7/CD5/CD3, musy darbe -
TdT/CD7/cCD3/CD19 ir CD99/CD7/cCD3/CD2, o M. Krampera tyrime -
tiesiog cCD3/TdT in [223, 228, 229]. Visgi naujausi M. Roshal ir kolegy
duomenys rodo, kad ankstyvyju zymenu TdT, CD99, CD34 ir CDI10
ekspresija gydant dramatiskai sumazé¢ja. Misy duomenimis, TdT ir CD99
ekspresija taip pat svyravo, nors ir nenukrito zemiau normaliy kauly ¢iulpy
lasteliy lygio. Tuo tarpu specifiniy T limfoidiniy Zzymeny CD2, CD3, CD4,
CDS5, CD7, CD8 ekspresijos intensyvumas, M. Roshal duomenimis, beveik
nekinta [225].

Misy darbe keturiu spalvy zymeny deriniai buvo sudaryti taip, kad
kiekvienas apimty bent dvi fenotipo aberacijas ir leisty aptikti minimalig
lickamaja liga, net iSnykus vienai ju. Atlik¢ praskiedimo eksperimenta,
irodéme, kad gali buti pasiektas net kiek didesnis nei 0,01% minimalios
lickamosios ligos jautrumas. Si taktika yra yra ekonomiskai naudinga ir gali
biti taikoma standartizuotam minimalios liekamosios ligos tyrimui
klinikinése laboratorijose, turinciose keturspalvius t€kmés citometrus. Vis tik,
esant galimybiy auksciausio lygio gydymo institucijose ir mokslo centruose,
turin¢iose naujausios kartos tékmés citometring iranga, vertéty ieskoti naujy

prognostiskai reikSmingy Zymenu bei zymeny, padedanciy atskirti
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leukeminius blastus nuo regenruojanciy, taikant SeSiaspalve, astuonspalveg ar
daugiau spalvy tekmés citometrija.

Tokios studijos jau vyksta. E. Coustan-Smith ir kt. tyré Zymeny CD44,
CD73, CD24, CD123, CD72, CD86, CD200, CD79b, CD164, CD304, CD97,
CD69, CD49f, CD102, CD300a, CD130, NG2, BCL-2, HSPBI1, PBXI,
CTNNA1 panaudojimo galimybes, tiriant minimalia lickamaja liga. Tyréju
duomenys rodo, kad 81,4% atvejy jie skirtingai ekspresuojami leukeminiy ir
regeneruojanéiy blasty populiacijose. Sioje E. Coustan-Smith ir kolegy
studijoje buvo naudota jau SiaSiaspalve tékmes citometrija ir pasiektas net
0,001% minimalios liekamosios ligos nustatymo jautrumas [230].

Iki Siol daugelyje studiju, tyrusiy UML minimalios lickamosios ligos
prognosting reikSme naudoti keturiy spalvuy Zymenu deriniai [162-164].
Vélesnése studijose naudojami jau 5 spalvy deriniai [231]. Siuo metu
vykdoma keletas studiju, kuriose minimali lickamoji liga tiriama SeSiomis ar
aStuoniomis spalvomis Zymeny deriniais. Jungtiné jvairiy Europos S$aliy
mokslininky grupé, vadinama ,,Euroflow Consortium®, nuolat ieSko naujy
zymeny, padedanciy diagnozuoti ir jvairias piktybines kraujo ligas bei stebeéti
ju eiga, optimizuoja méginiy paruoSimo ir analizés procediras, kuria nauja
kompiutering duomeny analizés jranga. Si grupé dar néra publikavusi UML
minimalios liekamosios ligos tyrimo rezultaty, taciau preliminarioje
medziagoje rekomenduoja naudoti 8 spalvy Zymeny derinius [232].

Duomeny analizé, tiriant minimalia lieckamaja liga gali biti
individualizuota ar standartiné. Individualizuotas analizés budas, kai
diagnozuojant nustatomi kiekvieno paciento fenotipiniai ,,pirSty anstpaudai®,
t.y. kiekvienam pacientui specifiska su leukemija susijusiy fenotipy visuma,
naudojamas ir iki Siol, pvz., F. Buccisano ir kt. studijoje, tyrusioje minimalios
lickamosios ligos jtaka sergan¢iyju UML remisijos trukmei ir i§gyvenamumui
[164]. Vis tik toks pozitris padidina klaidingai teigiamo rezultato tikimybe,
ivykus fenotipo pokyc¢iams. Dauguma tyréju stengiasi standartizuoti tyrimo
analizg, remiantis sveiky asmenu kauly Ciulpy tyrimu. Pvz., BIOMED-I

grupés tyréjai standartizavo B-ULL ir T-ULL minimalios lickamosios ligos
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analiz¢, pavadindami ja ,tus¢iy erdviy“ analizés sistema [106, 222].
Taskinése histogramose optiSkai buvo nustatytos vietos, kuriose iSsidésto
sveikos kraujodaros lastelés. Kitos vietos pavadintos ,,tus¢iomis®, biitent jose
ir ieSkoma minimalios liekamosios ligos. Visgi vizualinis vertinimas gali buti
subjektyvus, tod¢l mes §i metoda patobulinome, kiekviena tasking histograma
suskirstydami 1 9 ar 6 (,,3x3“ ar ,,2x3“ sistema) sta¢iakampius regionus ir tuos
ju, kuriuose, tiriant sveiky asmeny kauly Ciulpus, neaptinkama lasteliy,
pavadinome ,,tusciais regionais“. Standartizuota analizé¢ uztikrina nuo tyr¢jo
nepriklausoma rezultaty interpetacija, galimybg palyginti skirtingy pacienty
duomenis ar skirtingy institucijy duomenis.

Standartizuota duomeny analizé remiasi sveiky kauly ¢iulpy tyrimu.
Misy darbe taip pat tirti sveiky asmenuy kauly ciulpuy limfoidiniy ir
mieloidiniy lasteliy pirmtakai, nustatant jy skaiciy ir fenotipus.

Viena iSsamiausiy studijuy, tyrusiy B limfocity diferenciacija atlikta P.
Lucio ir kolegu [105]. B limfocity pirmtakus jie iSskyré i dvi grupes:
anktyviausius CD19- ir vélyvesnius CD19+. CD19- grupéje isskirtos
CD34+/CD22+ ir TdT+/CDI10+ fenotipus turincios lastelés, sudarancios
atitinkamai 0.11£0.09% ir 0.04+0.05% kauly ¢iulpy kariocity. Miisy darbe
nebuvo iSskirtas CD19- B lasteliy pirmtaky fenotipas, nes pagrindinis tikslas
buvo atskirti leukeminius B limfoblastus, kuriy visi ekspresavo CD19 zymeni.
P. Lucio studijoje CD19+ pirmtakai toliau buvo suskirstyti i tris grupes pagal
ju subrendimo lygi, taip pat, kaip ir mes tai atlikome savo darbe.
Ankstyviausia CD10+CD34+TdT+ subpopuliacija sudaré¢ 0.44+0.65% ir
0.08+£0.04%, vidutinio brandumo CD10+CD34-TdT- subpopuliacija -
3.75%5.75% ir 0.64+0.03%, o brandziausia CD10-CD34-TdT- subpopuliacija -
2.58£1.43% ir 1.57+0.53% kauly ciulpy kariocity atitinkamai P. Lucio ir
miisy darbuose. Mazesni visy B lasteliy populiacijy kiekiai miisy darbe gali
buti paaiskinti skirtingu sveiky asmeny amziumi, nes sveiki vaikai nebuvo
itraukti { miisy studija. P. Lucio duomenimis, brgstant B limfocitams, mazéjo

TdT, CD34 ir CD10 ekspresija ir didé¢jo CD20 ir CD45 ekspresija. Mes taip
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pat pastebéjome ankstyvyjy zymey CD34 ir CD10 ekspresijos sumaz¢jima,
CD20, CD22 ir CD45 zymeny ekspresijos didé¢jima brestant.

T limfocity fenotipai sveiky asmeny kauly ¢iulpuose detaliai apibiidinti
BIOMED-1 studijoje [106]. Nei BIOMED-1 tyré¢jai, nei mes kauly ¢iulpuose
neaptikome ankstyvyju T limfoidiniy lasteliy. Tyrimo prazioje keliems
sveikiems asmenims nustatéme cCD3+Td T+ populiacija, kuri, kaip paaiskéjo,
taip pat ekspesavo B limfoidini zymeni CD19. Tai galéty biiti B limfoidiniy
lasteliy pirmtakai, nespecifiSkai prisijunge T limfoidini Zymenj ar labai
ankstyvos diferenciacijos stadijos limfoblastai, turintys abieju limfoidiniy
linijuy savybiy. Vidutinis subrendusiy CD7+ lasteliy skaicius sveiky asmeny
kauly ¢iulpuose BIOMED-1 darbe buvo 10% + 3,6%, o miisy darbe cCD3+
lasteliy rasta 4,21 £ 1.95%. Skirtuma galéty paaiskinti CD7+CD3- Iasteliy
priemaisa (pvz., NK lastelés). Nedidel¢ dalis CD3+ T limfocity neturé¢jo CD7
7ymens. Si subpopuliacija galéty bati suadaryta i§ literatiiroje aprasyty
atminties CD4+ T limfocity [217-218].

Savo darbe nustatéme ir sveiky asmeny kauly ciulpuose esanciy
mieloidiniy blasty fenotipa. Blastai ekspresavo mieloidinius zZymenis CD13,
CD33, ankstyvuosius zymenis CD34, CD117 ir ZLA-DR, neturéjo vélyvesniy
mieloidiniy zymeny (CD11c, CD14, CD15, CD64) ir kity linijy Zymenuy.

5.3. Dauginis atsparumas vaistams

P-gp ekspresija tmine ir létine leukemija sergantiems ligoniams jau
tirta ir Lietuvoje bei aprasyti dr. R. Matuzevi¢ienés daktaro disertacijoje
,,Zmogaus iminiy ir létiniy leukemijy lasteliy imunofenotipai: diferenciacijos
zymeny ekspresijos tyrimai““ [70]. Padidéjusi p-gp ekspresija rasta tiek iminés
mielogeninés leukemijos, tiek tminés B-limfoblastings, tiek Uminés T-
limfoblastinés leukemijos atvejais (p-gp atitinkamai ekspresavo 27,50 % +
12,32, 37,89 % + 14,23 ir 19,00 % + 10,10 blasty). Kadangi dabartinéje
studijoje tokios ryskios p-gp ekspresijos negavome (20 % teigiama riba sieké
tik pavieniai atvejai), vertinome vidutini fluorescencijos intensyvuma.

Skirtingai nei 2003 m. R. Matuzevicienés darbe, Sioje studijoje didziausias p-
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gp reikSmes gavome Uminés mieloleukemijos, ypa¢ timinés mielogeninés
leukemijos su monocitiniu komponentu, atveju (p-gp MFI 231,00), o Giminés
B-limfoblastinés ir iminés T-limfoblastinés leukemijos atveju p-gp reikSmés
buvo daug mazesnés (MFI atitinkamai 120,20 ir 131,333), taciau vis tiek
patikimai skyrési nuo sveiky asmeny limfocity p-gp reikSmiy (p 0,024).

A. Takeshita su kolegomis lygino normaliy ir leukeminiy mieloblasty
p-gp ckspresija ir nustaté, kad sveiky asmeny CD34+CD33- blasty
populiacijoje p-gp ekspresija buvo 12,2 + 2.2 %, CD34+33+ populiacijoje 6,3
+ 3,1 %, o naujai susirgusiy UML — atitinkamai 19,8 + 6,6 % ir 12,9 + 5,3 %.
Misy darbe blastus apibrézéme kaip mazos Soninés sklaidos lasteles, blankiai
ekspresuojancias CD45 zymeni ir DAV tyrimuose linijai savity Zymeny
nenaudojome. Taciau visoje blasty populiacijoje statistiSkai patikimy
skirtumy tarp sveiky asmeny ir Umine leukemija serganciy ligoniuy p-gp
ekspresijos negavome (MFI atitinkamai 170,167 ir 125,286) [234].

Misy darbe nepavyko irodyti koreliacijos tarp p-gp ir MRPI
ekspresijos ir funkcinio aktyvumo. Skirtumy tarp DAV baltymy ekspresijos ir
ju funkcijos pastebéta ir anksc¢iau. Pavyzdziui, C. P. Leith su kolegomis DAV
funkcijai jvertinti naudojo DiOC, fluorescencinj daziklj ir de$im¢iai UML
atveju nustaté padidéjusi funkcini DAV aktyvuma be rySkesnés p-g
ekspresijos, o SeSiais atvejais p-gp ekspresija buvo padidéjusi be funkcijos
pokyc¢iy. Funkciniai DAV rodikliai taip pat koreliavo su CD34 ekspresija:
CD34 ekspresija rasta 31 i§ 39 ligoniy, kuriems aptiktas padidéjgs DiOC,
iSmetimas, ir tik 5 ligoniams, kuriems DiOC, iSmetimas buvo normalus [48].
Mes savo darbe CD34 ekspresijos rySio su pakitusia DAV funkcija irodymy
negavome, taciau jrodéme ry$i tarp tam tikry su leukemija susijusiy
aberantiniy UML fenotipy (CD13+CD33+CD56+, CD5+, CD7+) ir dauginio
atsparumo vaistams rodikliy - kalceino fluorescencijos ir p-gp ekspresijos.
Visi Sie fenotipai siejosi su didesniu blasty skai¢iumi gydant.

D. Raspadori ir kolegy studijoje tirti 143 sergantys UML ligoniai ir
nustatytas skirtingas remisijos daznis skirtinga p-gp ir CD56 ekspresijos

modeli turintiems ligoniams [236]. Remisijos daznis p-gp-/CD56- fenotipo
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grupéje buvo 83%, p-gp-/CD56+ grupéje - 60%, p-gp+/CD56+ grupéje -
58%, o p-gp+/CD56- grupéje 46% (p=0,002). Vidutiniskai ligoniai, turintys
CD56+/p-gp+ fenotipa isgyveno 10-23 mén. Sie duomenys, kaip ir miisy
gautieji, rodo esant rySio tarp CD56 ekspresijos ir dauginio atsparumo
vaistams.

Taip pat nustatéme, kad T limfoidinio Zymens CD7 koekspresija turi
itakos didesniam p-gp vidutiniam fluorescencijos intensyvumui. Analogiski
duomenys pateikiami C. Wurcher studijoje: funkciniu p-gp aktyvumu,
nustatytu tiriant rodamino 123 pasiskirstyma, pasizyméjo 70% UML ligoniu,
kuriems aptikta CD7 ekspresija ir 33% ligoniy, kurie CD7 netur¢jo [237].

Nustatéme, jog kai kurie DAV rodikliai, pavyzdziui, MRP1 ir p-gp
ekpsresija, koreliuoja su blasty skai¢iumi diagnozés metu, 29-35 ir 77-90
dieng (minimali liekamoji liga). A. Venditti su kolegomis taip pat aptiko, kad
UML MLL lygis 3,5x10"* po konsolidacijos koreliuoja su p-gp+ blasty
fenotipu ir kitais blogos prognozés rodikliais [163]. J. F. San Miguel su
kolegomis istyré, kaip UML minimali lickamoji liga koreliuoja su funkcinio
DAV tyrimo (rodamino-123 testas) rezultatais ligos pradzioje. Ligoniams,
kuriems minimali lickamoji liga indukcijos pabaigoje buvo =5 x 107,
diagnozuojant iming leukemija buvo rastas gerokai didesnis rodamino-123
iSmetimas (56% = 24 %) negu tiems, kuriems minimali lieckamoji liga buvo

mazené nei 5 x 107 (32% + 31 %; p = 0,04) [238].
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1)

2)

3)

6. ISvados

Absoliuciai daugumai serganciyjy iimine limfoblastine leukemija ir Zymiai
daliai serganciyjy Umine mielogenine leukemija randama su leukemija
susijusiy aberantiniy fenotipy, kurie gali biiti taikomi tiriant minimalia

liekamaja liga.

Tékmes citometrinis tyrimo metodas, kuomet sergantiesiems wmine
limfoblastine leukemija taikomi aberantiniais fenotipais pagristi
keturspalviai Zymeny deriniai, o sergantiesiems wmine mielogenine
leukemija - SeSiaspalviai zymeny deriniai, lizuoto kraujo méginiy
paruosimo technika ir standartizuota, paremta sveiky asmenuy kauly Ciulpu
tyrimais analizés sistema, leidzia pakankamu jautrumu ir specifiSkumu

tirti daugumos serganciyjy minimalig lickamaja liga.

Nustatyta Siy su leukemija susijusiy aberantiniy fenotipy itaka minimalios
liekamosios ligos dydziui:

a) Sergantiesiems tmine B-limfoblastine leukemija asinchroniné
zymeny ekspresija CD10++TdT+ ir CD10++CD20++ turi
itakos mazesniam, o CD34 hiperekspresija — didesniam blasty
skaiciui gydant.

b) Sergantiesiems @imine T-limfoblastine leukemija su ankstyvaja
diferenciacija susij¢ fenotipai CD34+ ir CD4-CDS-, taip pat
zymeny CD2 ir CDS5 hipoekspresija bei mieloidiniy Zymeny
CDI3 ir CD33 koekspresija turi ijtakos didesniam blasty
skaiCiui, o velesnés diferenciacijos fenotipai CDla+ ir
CD4+CD8+ — mazesniam blasty skaiciui gydant.

¢) Uminés mielogeninés leukemijos atveju asinchroniné Zzymeny
ekspresija CD117+CDI11ct turi jtakos maZesniam blasty
skaiCiui, o fenotipas CD13+CD33+CD56+ ir CD5 bei CD7

zymeny koekspresija - didesniam blasty skaiciui gydant.
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4) Blasty atsparumas vaistams gali biiti tiriamas nustatant p-gp ir MRPI
ekspresija (struktiirinis atsparumas) ir kalceino susikaupima (funkcinis
atsparumas) ir Siy zymeny vidutini fluorescencijos intensyvuma lyginant
su atitinkamais sveiky lasteliy rodikliais. Struktirinis atsparumas vaistams

nebitinai susijgs su funkciniu.

5) Serganciyjy imine mielogenine leukemija fenotipas CD13+CD33+CD56+
ir T limfoidiniy Zymeny CDS5 bei CD7 ekspresija susijusi su didesniu

dauginiu atsparumu vaistams.

6) P-gp ekspresija patikimai susijusi su minimalia lickamaja liga serganciyjy
B-ULL ir UML grupéje, o MRP1 ekspresija ir kalceino susikaupimas — tik
sergan¢iyju B-ULL grupéje.

Apibendrinant galima teigti, kad serganCiyjy Umine mielogenine
leukemija aberantinis fenotipas CD13+CD33+CD56+ ir T limfoidiniy
zymeny CD5 bei CD7 koekspresija lemia didesng minimalia lickamaja liga
per dauginio atsparumo vaistams mechanizma. Lik¢ aberantiniai fenotipai bei
serganciyjy Umine limfoblastine leukemija aberantiniai fenotipai turi jtakos

minimalios liekamosios ligos dydziui per kitus biologinius mechanizmus.

7. Praktinés rekomendacijos

1) Kiekvienam serganciajam @imine leukemija diagnozés metu tikslinga
vertinti Siuos prognozing reikSme turincius su leukemija susijusius
imunofenotipus:

a. Sergantiesiems B-ULL: CDI0++TdT+, CDI10++CD20++,
CD34 hiperekspresija,

b. Sergantiesiems T-ULL: CD34+, CD4-CD8- CD2 ir CDS5
hipoekspresija, mieloidiniy zymeny CDI13 ir CD33
koekspresija, CD1a ekspresija, CD4+CD8+,
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2)

3)

4)

c. Sergantiesiems UML: CD117+CD11c¢+, CD13+CD33+CD56+,
CDS ir CD7 koekspresija.

ULL minimaliai lieckamajai ligai tirti tikslinga naudoti bent 4 spalvy
zymeny derinius (didesniam jautrumui pasiekti pageidautini 6, 8 ar
daugiau spalvy zymenu deriniai). Uminés mielogeninés leukemijos
minimaliai liekamajai ligai tirti taikytini bent 6 spalvy Zymeny deriniai.
Naujai idiegiant minimalios liekamosios ligos tyrimus, biitina tirti
sveiky asmenu kauly ciulpus ir iSsiaiSkinti ieSkomy su leukemija
susijusiy fenotipy specifiSkuma. Minimalios lickamosios ligos analizé
turi buti standartizuota, pagrista sveiky asmeny kauly Ciulpy tyrimais ir
svarbiausiais su leukemija susijusiais fenotipais.  Analizuojant
minimalia liekamaja liga, butina atsizvelgti | klaidingai neigiamo
rezultato galimybe, jvykus fenotipo pokyéiams. Siai galimybei
sumazinti, minimali lickamoji liga turéty buti tiriama, naudojant ne
viena, o daugiau su leukemija susijusiy fenotipy. Jei tai nejmanoma,
gavus neigiama minimalios liekamosios ligos rezultata, turi biti
pateikiama informacija apie minimalios liekamosios ligos tyrimo

ypatumus.

Dauginio atsparumo vaistams baltymy ekspresijos ir funkcijos tyrimai
gali buti jtraukti i Gminiu leukemiju diagnostikos algoritmus ar bent
atlickami, nusta¢ius su jais susijusius aberantinius fenotipus.
Atsirandant daugini atsparuma mazinanCiy vaisty, tikslingi

laboratoriniai DAV slopinimo tyrimai.

Reikalingos tolimesnés studijos, siejan¢ios aberantiniy fenotipy
aptikima ir dauginj atsparuma vaistams su atokiais gydymo rezultatais.
Tikslinga istirti ir kitus Uminiy leukemijy, ypa¢ limfoblastiniy,

aberantiniy fenotipuy sasaju minimalia lickamaja liga mechanizmus,
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pvz., rySius su genetinémis anomalijomis bei kitais prognozés

veiksniais.

8. Padéka

Noréciau isreiksti nuoSirdzia padéka Sio darbo vadovei prof. habil. dr.
Zitai Ausrelei Kucinskienei uz jos parama ir tobuléti skatinancias pastabas
doktorantiiros studiju metu ir disertacijos rengimo procese. Taip pat dékoju
moksliniam konsultantui prof. Laimonui Griskeviciui uz produktyvias idéjas,
diskusijas ir izvalgas.

Esu labai dékinga doc. Rédai MatuzeviCienei, kuri savo Ziniomis ir
patirtimi tékmés citometrijos srityje padéjo rengiant §i darba, o pries
desimtmeti atvedé mane { “spalvinga” t¢kmes citometrijos pasauli bei nuolat
skatina siekti naujoviy.

Darbas atliktas Vilniaus Universiteto ligoninés Santariskiy Kliniky
Laboratorinés diagnostikos centro Hematologijos ir bendrosios citologijos
laboratorijoje. Nuosirdziai dékoju laboratorijos vyresniajai ordinatorei Elvyrai
Ostaneviciitei ir darbuotojams uz visokeriopa parama. Ypac esu dékinga savo
kolegéms Ausrai, Daivai, Katazinai ir Agnei uz pagalba atlickant t€ékmés
citometrinius tyrimus bei t¢kmés citometrijos poskyrio laborantéms Nijolei,
Daliai, Ilonai ir Virginijai uz ,,vir§valandini‘ tritisa.

Dékoju  Vilniaus  Universiteto  ligoninés  Santariskiy  kliniky
Hematologijos, onkologijos ir transfuziologijos centro bei Vaiky ligoninés
Onkohematologijos centro gydytojams uz pagalba organizuojant tyrimy
atlikima.

Labai ac¢iii mano Seimai — vyrui Tomui, mamai Mildai, vaikams Juliui

ir Justinai, uz palaikyma sunkiais studijy periodais.
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